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RESUMO

Atualmente o Brasil apresenta 3 milhdes de individuos portadores da cardiomiopatia
chagasica. Porém, tratamento etioldgico com o farmaco Benzonidazol (BZ) na fase
cronica da doenca ainda ndo esta elucidado. Acredita-se que a recomendacédo do
BZ nessa fase, pode prevenir ou retardar a evolugéo clinica da cardiomiopatia na
Doenca Chagas (DC). Assim o objetivo do estudo é avaliar a producdo de
quimiocinas e expressdo de seus receptores em Células mononucleares do sangue
periférico - PBMC (de portadores crbénicos da doencga de Chagas) submetidas in vitro
ao tratamento com BZ, apds a infeccdo com T.cruzi. Foram selecionados 11
pacientes na fase cronica da doenca. Amostras de sangue desses pacientes foram
coletadas para obtengéo de PBMC, em que foram cultivadas em placas de cultivo na
concentracdo de 10° células/ml por poco. Apés a adesdo das células aderentes
(principalmente macréfagos), as células ndo aderentes (principalmente linfocitos)
foram removidas e as formas tripomastigotas foram adicionadas ao cultivo para
infeccdo das células aderentes. Subsequente a incubacao, as células ndo aderentes
foram adicionadas novamente ao cultivo juntamente com o farmaco Bz (1upg/mL),
ficando um co-cultivo de células aderentes infectadas com T.cruzi, células n&o
aderentes e 0 BZ (C+T+BZ). As placas de cultura foram incubadas por periodos de
24h e 5 dias. Para uma andlise fidedigna da acdo do BZ nas células aderentes e néo
aderentes foi necessario a criagdo dos controles: células (C), células e
tripomastigotas (C+T) e células e o BZ (C+BZ). Apos o cultivo, foram coletados os
sobrenadantes das culturas, para avaliacdo da producdo de quimiocinas (CCL2,
CXL9, CXL10, CCL5 e CXCLS8) por CBA (Cytometric Bead Array). Posteriormente foi
realizada a imunofenotipagem, avaliando a expressao dos receptores CCR3, CCR4,
CXCR3, CXCR5, CCR1, CXCR4, CXCR2 e CCR5, em linfocitos T CD3" e mondcitos
CD14". Os resultados obtidos na avaliagdo dos linfocitos mostraram que o receptor
CXCR5 esteve aumentado na condicdo C+T+BZ; e os receptores CCR4 e CCR1
estavam diminuidos nessa mesma condicdo. Nos mondcitos observamos uma
diminuicdo de CCR4 e um aumento do CCR5 nas mesmas condi¢cdes. Com relacéo
a dosagem de gquimiocinas no sobrenadante, foi evidenciado que CCL2 e CXCL8
apresentaram uma diminui¢cdo na condicdo C+T+BZ. Assim podemos concluir que
devido ao carater inflamatério modulado, que o BZ conduziu, podemos afirmar que o
farmaco demonstrou beneficios relevantes na expressdo de receptores e ha
producgdo de quimiocinas.

Palavras-Chave: Doenca de Chagas, Terapéutica, Quimiocinas, Receptores de
quimiocinas.
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ABSTRACT

Currently Brazil has 3 million individuals with Chagas cardiomyopathy. However,
etiological treatment with the drug benznidazole (BZ) in the chronic phase of the
disease is not yet elucidated. It is believed that the BZ recommendation at this stage,
can prevent or delay the clinical progression of cardiomyopathy in Chagas disease
(CD). Thus the aim of the study is to evaluate the production of chemokines and their
receptors expression in peripheral blood mononuclear cells - PBMCs (chronic
carriers of Chagas disease) undergoing in vitro treatment with BZ, after infection with
T. cruzi. A total of 11 patients in the chronic phase of the disease. Blood samples
from these patients were collected to obtain PBMC, that were grown in culture plates
at a concentration of 106 cells / ml per well. After the accession of adherent cells
(mainly macrophages), non-adherent cells (mainly lymphocytes) were removed and
trypomastigotes were added to the cultivation of adherent cells for infection.
Subsequent incubation, the nonadherent cells were added back to the culture along
with the drug Bz (Img / ml), with one adherent cells co-infected with T. cruzi
cultivation, nonadherent cells and BZ (C + T + BZ ). The culture plates were
incubated for periods of 24 hours and 5 days. For a reliable analysis of BZ action in
the adherent and non-adherent cells was necessary to create the controls: cells (C),
cells and trypomastigotes (C + T) and cells and the BZ (C + BZ). After culture, were
collected culture supernatants, to evaluate the production of chemokines (CCLZ2,
CXL9, CXL10, CCL5 and CXCL8) by CBA (Cytometric Bead Array). Subsequently
immunophenotyping was performed by evaluating the expression of CCR3 receptor,
CCR4, CXCR3, CXCR5, CCR1, CXCR4, CCR5 and CXCR2, on CD3 + T cells and
CD14 + monocytes. The results of the evaluation showed that lymphocyte receptor
CXCR5 was increased in T + C + BZ condition; and CCR4 and CCRL1 receptors were
decreased in the same condition. Observed a reduction in monocytes CCR4 and
CCRS5 increased under the same conditions. Regarding the dosage of chemokines in
the supernatant, it was demonstrated that CCL2 and CXCL8 showed a decrease in
condition C + T + BZ. Thus we can conclude that because of the inflammatory nature
modulated, the BZ led, we can say that the drug demonstrated benefits relevant to
the expression of receptors and production of chemokines.

Keywords: Chagas Disease, Therapeutic, Chemokines and Chemokine receptors
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi, € um grave problema de saude publica que afeta milhdes de pessoas no
mundo e apresenta carater endémico na América do Sul. Atualmente, novos casos
tém sido relatados na América do Norte e em outros continentes, devido ao intenso
fluxo migratério (RASSI et al., 2010). A transmissdo natural da doenca ocorre
através do contato da pele lesionada com tripomastigotas metaciclicos presentes em
excretas de insetos vetores contaminados, mas outras formas de transmissdo
também sdo possiveis, destacando a via oral pela ingestdo de alimentos
contaminados e a transfusional, que representam o0s principais meios de
transmissao nos dias atuais (CONSENSO, 2010; SHIKANAI-YASUDA et al.,1991).

Atualmente a droga utilizada para o tratamento da doenca de Chagas no
Brasil é o Benzonidazol (BZ) (MARIN-NETO et al., 2008). Alguns estudos realizados
na America do Sul demonstraram a eficacia do BZ em pacientes nas fases aguda e
cronica da doenca, no entanto também foi relatado importantes efeitos colaterais
causados pelo farmaco, como astenia, hepatoesplenomegalia e leucopenia
(CANCADO, 1985; CANCADO et al., 1969; CERISOLA et al., 1972). Por outro lado,
apesar de o indice de cura parasitalégica estar em torno de 60% nos pacientes que
apresentam a fase aguda, o desempenho do BZ é considerado pouco expressivo na
fase cronica (COURA et al., 1997). No entanto, acredita-se que a recomendacao do
BZ na fase crbnica, pode trazer beneficios no sentido de prevenir ou retardar a
evolucdo clinica da cardiomiopatia na doenca de Chagas (BERN et al., 2010).
Assim, o beneficio da medicacdo aos portadores cronicos ainda demonstra
controversias.

Embora ndo se saiba exatamente seu mecanismo de acéo frente ao T.cruzi, o
BZ parece agir por meio de radicais nitrogenados produzidos por nitrorredutases
humana. Na presenca de oxigénio, estes radicais sdo convertidos em radicais livres.
A falta de atividade de desintoxicagdo contra esses radicais pelo T.cruzi torna o
parasita mais sensivel do que as células humanas (CASTRO et al., 2006; MAYA et
al., 2007). Apesar de seu efeito toxico, poucos estudos tém demonstrado os eventos
imunologicos decorrentes da administracdo do BZ e se esses contribuem para a
eliminacao do parasita no hospedeiro (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; CALDAS et al.,
2014; SATHER-AVELAR et al., 2006).
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Muitos trabalhos séo realizados estudando a resposta imune do hospedeiro
frente ao parasita (LORENA et al., 2010; MELO et al., 2012; VITELLI-AVELAR et al.,
2008;) mas poucos trabalhos s&o realizados relacionando a resposta imune do
hospedeiro na presenca do BZ. Esta claro a influéncia das células da resposta
imune do hospedeiro na infeccédo pelo T.cruzi e o papel desta resposta, sobretudo
da producdo de citocinas na imunopatogénese das formas clinicas cronicas da
doenca. Mas, ha poucos relatos na literatura sobre o papel de mediadores
quimiotaticos na doenca crénica. As quimiocinas sdo mediadores inflamatdrios com
atividade quimioatraente, necessarias para atrair leucocitos para o local da
inflamacéo, direcionando as células apresentadoras de antigenos (APCs) maduras
para vasos linfaticos, aproximando as células T de APCs dentro de um érgéo linfoide
drenante (SALLUSTO et al., 2000). Assim, levando em consideracdo os estudos de
patogénese da doenca de Chagas, acreditamos que as quimiocinas atuem de
maneira significativa nos mecanismos celulares contra o parasita na presenca de
BZ, durante o tratamento etiol6gico em humanos.

Desta forma, conhecer os fendbmenos decorrentes da interacdo de formas
tripomastigotas do T.cruzi com células da resposta imune de pacientes portadores
da doenca de Chagas, associada com a adicdo in vitro do BZ, € de grande
importancia para o entendimento dos eventos decorrentes do tratamento etioldgico

com esse farmaco in vivo.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratori ais da doenca de Chagas

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi,
€ um sério problema de saude publica que afeta milh6es de pessoas na América
Central, na América do Sul e atualmente vem aumentando na Ameérica do Norte e
em outros continentes, devido ao intenso fluxo migratorio (Figura 1) (RASSI et al.,
2010). Estima-se que 12-14 milhdes de pessoas estao infectadas com o T.cruzi em
todo mundo, principalmente na América Latina, onde a doenca € endémica, e 75-90
milhdes de pessoas estdo expostos a infeccdo (COURA et. al., 2009). A estimativa
de
(PETHERICK et al., 2010). A média nacional de internacfes pela doencga de Chagas

infectados no Brasil € de aproximadamente trés milhdes de pessoas
apresenta-se em torno de 0,99 por 100 mil habitantes no periodo de 1995 a 2008.
No estado de Pernambuco, a média para o0 mesmo periodo foi de 0,39 por 100 mil

habitantes, sendo maiores as taxas no interior do estado (BRAZ et al., 2011).

Figura 1- Numero estimado de imigrantes infectados pelo T.cruzi vivendo em paises nao
endémicos.
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Triatominae, sendo o Triatoma infestans, o vetor mais importante da doenca
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(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002). Outras vias como transplantes de
orgaos ou transfusao sanguinea e por via congénita correspondem no mundo de 5 a
20% e 0,5 a 8% da transmissdo do parasita, respectivamente (DIAS, 2000).
Contudo, o controle da sua transmissao pelo combate ao vetor T. infestans, e pela
triagem de doadores infectados em bancos de sangue, a enfermidade vem sofrendo
uma relevante diminuicAo em seu numero de casos (DUARTE et al., 2003;
FIGUEIRO-FILHO et al.,2007, OSTERMAYER et al., 2011).

No Brasil, surtos por transmissdo oral tém sido relatados. Quase sempre
esses surtos ocorrem devido a presenca de vetores e/ou de reservatérios infectados
nas imediagfes onde eles ocorrem (SHIKANAI-YASUDA et al.,1991). No periodo de
2000 a meados de 2010, foram registrados 1093 casos de Doenca de Chagas
aguda, sendo, 71% (776/1093) por transmissdo oral e 6% por transmissao vetorial
(70/1093) (CONSENSO, 2010). A transmisséao por via oral pode vir a se tornar um
grande problema de saulde publica, considerando que 0Ss casos nado séao
devidamente notificados para que as precaucdes necessarias sejam tomadas
(MARTINS et al., 2011).

Clinicamente a doenca é caracterizada por uma fase aguda com subsequente
fase crbnica. A fase aguda, que pode durar de um a trés meses apos a infeccao, é
caracterizada por uma intensa parasitemia. Esta fase tem inicio ap6s o periodo de
incubacdo que varia de quatro a dez dias quando a transmissao é vetorial (DUTRA
et al. 2009). Geralmente, quando sintomatica, o individuo pode apresentar febre,
mal-estar, anorexia e cefaléia. Os sinais de porta de entrada do parasita (sinal de
Romafia e chagoma de inoculagcdo) e manifestacbes sistémicas (hepatomegalia,
esplenomegalia, edema, alteracbes nervosas, comprometimento cardiaco) tambéem
podem estar presentes (HUGGINS, 1996). Porém, na maioria dos individuos, a fase
aguda é imperceptivel devido a escassez ou auséncia de manifestacdes clinicas.

A fase cronica da doenca inicia-se cerca de dois a quatro meses apés o final
da fase aguda. Este periodo € marcado pela escassez de parasitas no sangue e
pelos elevados niveis de anticorpos da classe IgG. Estudos realizados em zona
endémica mostram que cerca de 20% dos individuos infectados desenvolvem, nesta
fase, a cardiomiopatia chagasica, representando a maior causa de faléncia
congestiva do coracdo na Ameérica Latina (PETHERICK et al., 2010). Outros 10%
dos infectados desenvolvem a forma digestiva, que € caracterizada por lesdes

teciduais de intensidade varidvel na rede neuronal mioentérica, 0 que origina
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diversos graus de alteragfes anatdbmicas e funcionais do esdfago e/ou do célon. No
entanto, o individuo portador da doenca pode permanecer por um longo periodo de
laténcia clinica, denominado de forma indeterminada (IND) caracterizada pela
auséncia de manifestacfes clinicas significativas, como as eletrocardiograficas ou
radiologicas. Estima-se que cerca de 70% dos individuos infectados encontrem-se
no estado indeterminado da doenca (Figura 2) (DUTRA et al., 2009).

Figura 2 - Evolucéo clinica da doenca de Chagas humana.

Infecgao por T. cruzi

Fase cronica Fase cronica

Parasitemia

Resposta imune

Fonte : Adaptado de Dutra et al.(2009)

Nota: Apds a infecgéo por T.cruzi, os individuos desenvolvem a fase aguda,
que dura entre 2-4 meses e é caracterizada por intensa parasitemia. Na
fase cronica, os pacientes apresentam diminuicAo acentuada da
parasitemia, como um resultado da resposta imune do hospedeiro. A
maioria dos pacientes da fase crénica é assintomatica, sendo classificada
como portador da forma indeterminada. No entanto, uma percentagem
significativa dos pacientes torna-se sintomaticos e podem desenvolver a
patologia associada a tecidos cardiacos ou digestivos, que podem conduzir
a morte.

O diagnostico etioldgico na fase aguda da infeccdo pode ser facilmente
realizado utilizando-se métodos parasitolégicos convencionais diretos (esfregacos,
gota espessa, exame a fresco). Caso os exames diretos sejam negativos, devem ser
usados métodos de concentragdo, tais como micro-hematdcrito, teste de Strout ou
QBC (Quantitative Buffy Coat). Também podem ser utilizados os métodos indiretos

como o xenodiagnoéstico e hemocultura, contudo, estes testes possuem uma alta
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complexidade em sua realizacdo e maior tempo de execucdo. Ja na fase cronica da
doenca, devido a uma baixa parasitemia o diagnostico laboratorial € realizado
preferencialmente empregando métodos sorologicos. Utiliza-se um teste de elevada
sensibilidade em associacdo com outro de alta especificidade (ELISA com antigeno
total ou imunofluorescéncia indireta-IFI) (CAMARGO, 1966; CONSENSO, 2005;
CERISOLA, 1962; CHIARI; BRENER, 1966; STROUT, 1962; VOLLER et al., 1975).

2.2 Imunopatogénese da Doenca de Chagas

Entre as diferentes caracteristicas relacionadas a doenca de Chagas, a
evolucdo clinica de individuos portadores da forma IND em direcdo as demais
formas clinicas sintomaticas, representa um dos mais intrigantes processos
imunoldgicos. Ainda ndo se esta elucidado o mecanismo pelo qual individuos
portadores assintomaticos, apos 10 a 20 anos, passam a apresentar manifestacfes
relacionadas ao coracéo e/ou ao sistema digestivo (GUTIERREZ et al., 2009).

Sabe-se que tanto fatores relacionados ao parasita quanto ao hospedeiro
podem estar influenciando de maneira decisiva essa evolucdo clinica (DUTRA,
2009). Dentre as caracteristicas do hospedeiro, a auséncia de manifestacdes
clinicas em individuos portadores da forma indeterminada estaria relacionada a
capacidade destes em controlar a resposta imune que € dirigida ao parasita, o que
nao ocorreria em individuos portadores de formas sintomaticas, que apesar de
manter uma resposta eficaz ao parasita, esta resultaria em um processo inflamatério
exacerbado com consequentes efeitos deletérios para os tecidos (SATHLER-
AVELAR et al., 2009).

Na infeccdo pelo T.cruzi em mamiferos, imediatamente apds o parasitismo, é
acionado um recrutamento de leucocitos para o tecido. A migragdo de células do
sistema imunoldgico é depende da producao local de citocinas e quimiocinas, bem
como 0 aumento na regulacdo da expressdo dos seus receptores e moléculas de
adesdo (LANNES-VIEIRA et al., 2003; LAUCELLA et al., 1996;). A resisténcia do
hospedeiro durante a doenca de Chagas experimental é dependente tanto da
imunidade inata quanto da adquirida, requerendo a combinacdo dos efeitos de
diversos tipos de células, incluindo as células NK (NaturalKiller) (ROTTENBERG et
al., 1988), células T CD8" (BIXBY; TARLETON, 2008) e CD4" (NICKELL et al.,
1987), bem como anticorpos produzidos por células B (MARTINS et al., 2004).
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Citocinas e quimiocinas s&o importantes mediadores envolvidos na
manuten¢ado do processo inflamatério, podendo estimular ou inibir a resposta imune
(SHER et al., 1992). A presenca desses mediadores no microambiente de células T
e na apresentacao de antigeno, determina o tipo de resposta inflamatoria que ira ser
produzida no curso da infecgéo (D'AMBROSIO; SINIGAGLIA, 2000).

A ativagdo de linfocitos T e B tem sido demonstrada nas fases aguda e
cronica da infeccdo pelo T.cruzi (MINOPRIO et al.,, 1988). Vérios estudos tém
demonstrado que as células T CD8" sdo uma populacéo celular predominante no
tecido cardiaco de pacientes portadores da doenca de Chagas (CUNHA-NETO;
KALIL, 2001). Além da atividade citolitica, essas células também contribuem para as
respostas imunes ao T.cruzi e imunopatogénese (GOMES et al., 2003; LORENA et
al., 2010). Estudos utilizando modelo experimental para a doenca de Chagas,
observaram que as células T CD8 ™, presentes no tecido cardiaco de camundongos
infectados, expressava o receptor de quimiocinas CCR5 (MACHADO et al., 2005;
MARINO et al., 2004), em que este receptor provavelmente esta relacionado com o0s
danos do miocardio nos individuos infectados com o T.cruzi (BRENER et al.,1997;
REIS et al., 1993) .

Tem sido demonstrado que as citocinas IFN-y e TNF-a estdo envolvidas na
resposta protetora ao T.cruzi (ALIBERTI et al., 2001). A citocina IFN-y é sintetizada
logo apds a infecgdo, principalmente pelas células NK (ALIBERTI et al.,1996), bem
como pelas células T CD4" e CD8" (MARTINS et. al, 2004). Camundongos
infectados com a cepa Y de T.cruzi, apresentam producdo elevada de IFN-y, que
estaria relacionada com a producédo de CCL5, CXCL9 e CXCL10 durante a fase
aguda e crbnica da infeccdo. Aléem disso, uma forte relacdo entre a migracao de
leucdcitos para o coracdo e a expressao dessas quimiocinas induzidas por IFN-y
(ALIBERTI et al., 2001; DOS SANTOS et al., 2001; TALVANI et al., 2000).

Apesar de ja ser descrito na literatura o papel das células do sistema imune e
a producdo de mediadores soluveis na imunopatogénese da doenca de Chagas, e
de muitos conhecimentos terem sido adquiridos em relacdo a resposta imune de
portadores da patologia, importantes aspectos ainda nao foram totalmente
esclarecidos. E possivel que mecanismos imunolégicos envolvidos na interacéo
conjunta de células do sistema imune, além da susceptibilidade genética diferencial
do hospedeiro, ocasionem uma patologia altamente complexa, impondo dificuldades

para o desenvolvimento de vacinas e imunoterapias eficientes (DUTRA et al., 2009).
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2.3 Quimiocinas e seus receptores

As quimiocinas ou citocinas quimiotaticas tem a funcdo de direcionar a
migracao leucocitaria, regular diapedese dos leucécitos do sangue para os tecidos e
esta envolvido na proliferacdo e na diferenciacdo dos perfis de linfécitos T (GAO et
al., 1997; TAUB et al., 1993), e na resisténcia a infec¢do (TEIXEIRA et al.,. 2002). As
quimiocinas fazem parte de uma superfamilia de pequenas moléculas de peso
molecular de 8-12 kDa, estruturalmente homélogas. A sua acdo sobre os mais
diferentes tipos celulares se da através dos receptores de quimiocinas, que
pertencem a familia de receptores com sete dominios transmembrana acoplados a
proteina G, e séo ligados a proteina na sua por¢cao carboxiterminal (JUREMALM,;
NILSSON, 2005; ROLLINGS, 1997)

Inicialmente, as quimiocinas foram descobertas por causa de sua relagédo com
as respostas inflamatdrias, no entanto, com sequenciamento genémico foram
adicionados novos membros com funcdes adicionais. Atualmente existem mais de
40 quimiocinas e aproximadamente 20 receptores de quimiocinas descritos em
humanos (ABBAS, 2011; MACKAY, 2001). A maioria das quimiocinas tem quatro
cisteinas caracteristicas, em posi¢cdes altamente conservadas e, dependendo da
posi¢cdo das duas primeiras cisteinas préximas ao dominio amino-terminal, elas sao
classificadas nas subfamilias CXC, CC, C e CX3C (ROSSI; ZLOTNIK, 2000, LLOYD;
BROWN, 2006; HALLGREN; GURISH, 2011).

Como muitas quimiocinas tém a capacidade de se ligar a mais de um receptor
e muitos receptores se ligam a mais de uma quimiocina, é dificil saber o papel
individual de cada delas. Assim, analises mais profundas das interacdes das
guimiocinas e seus receptores mostraram que elas podem ser classificadas em duas
classes: constitutivas ou induzidas. As constitutivas ou “homeostaticas” estdo
relacionadas com organizagdo do tecido linféide e no trdfego basal de leucdcitos.
Exemplos desse grupo incluem CXCL13, CCL21 e CCL19 (SALLUSTO et al., 2000).
Por outro lado, as quimiocinas induzidas ou ‘“inflamatdrias” sdo induzidas em
resposta a infecgé@o e recrutam células efetoras, incluindo mondcitos, granulécitos e
células T efetoras para o local da entrada do patégeno. Exemplos classicos incluem
CXCL8, CCL5, CCL11, CCL4, CCL2 e CXCL10 (LLOYD; BROWN, 2006; MOSER;
LOETSCHER, 2001) (Figura 3).
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Figura 3- Expresséao dos receptores de quimiocinas nos diferentes tipos celulares e seus ligantes. Representa a
acao de algumas quimiocinas e receptores descritos em humanos.
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Legenda: Os quadrados em azul representam a associacdo entre a quimiocina e seu respectivo receptor; 0s
quadrados em vermelho representam a expressédo do receptor em determinados tipos celulares; os quadrados
vermelhos parcialmente preenchidos indicam a expressao do receptor em um determinado subtipo celular. Os
nomes das quimiocinas sdo muitas vezes baseados no modo pelo qual elas foram descobertas. Sao
denominadas: MIP (CCL3 e CCL4), proteina inflamatéria de macrofagos; RANTES(CCL5), regulada pela
ativacdo de célula T normal expressa e secretada; IP-10 (CXCL10), proteina 10 indutivel pelo IFN-y; Mig
(CXCL9), monocina indutivel por IFN-y; I-TAC (CXCL11), quimioatraente de célula T a indutivel por IFN;
MCP(CCL2 e CCL8), proteina quimioatraente de mondcitos; LARC , quimiocina do figado e regulada; GCP-2
(CXCL16), proteina quimiotatica de granulécitos; GRO (CXCL1), oncogene relacionado ao crescimento; ENA-78
(CXCL5), atraente 78 de neutrdéfilo derivado de célula epitelial; NAP-2 (CXCL7), peptideo 2 que ativa neutrofilo;
MDC (CCL22), quimiocina derivada de macréfago; TARC (CCL17), quimiocina regulada pelo timo e ativacgao;
ELC (CCL19), quimiocina ligadora do virus Epstein-Barr; SLC (CCL21), quimiocina linféide secundaria; SDF,
fator derivado de células estromais; BCA, quimiocina atraente de célula B.

Devido aos efeitos das quimiocinas sobre a migracao, proliferacao e ativagao
dos leucdcitos, as quimiocinas provavelmente desempenham um papel importante
na imunopatogénese do T.cruzi (TEIXEIRA et al., 2002). Moléculas derivadas de
T.cruzi, incluindo o DNA (ALMEIDA et al., 2001 ), ou até mesmo a infec¢cao pelo
parasita, tem a capacidade estimular a sintese de citocinas e quimiocinas, por
distintos tipos celulares. Quando os macrofagos, células importantes na relacdo
parasita-hospedeiro, estédo infectados em cultura, produzem e secretam varios tipos
de quimiocinas (ALIBERTI et al., 1999; TALVANI et al., 2000). As células cardiacas,
um alvo importante da infeccdo, também sintetizam grandes quantidades de

quimiocinas quando infectadas com este parasita (GOMES et al., 2005).
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2.3.1 Quimiocinas e seus receptores na doenca de Chagas.

No decorrer dos mais de 100 anos da descoberta da doenca de Chagas,
diversos trabalhos sdo desenvolvidos utilizando as citocinas como marcadores
bioldgico, com objetivo de tentar elucidar a imunopatogénese da patologia chagéasica
(LORENA et al. 2010; MELO et al., 2012; VITTELI-AVELAR et al., 2008). No
entanto, recentemente, o papel das quimiocinas vem sendo objeto de intenso estudo
na descoberta dos mecanismos imunolégicos envolvidos com a doenca
(FILIPPATOS et al., 2003; RODRIGUES et al., 2012).

Na infeccdo experimental pelo T.cruzi, na fase aguda da doenca, foi
evidenciada uma expressao significativa das quimiocinas: CXCL1, CXCL9, CXCL10,
CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5 no tecido cardiaco, e foi evidenciado que das 7
guimiocinas estudadas, 5 (CXCL9, CXCL10, CCL3, CCL4 e CCL5) foram
encontradas em locais infiltrado de células T no tecido cardiaco, silmutaneamente
em linfocitos T CD4 * e CD8 *, indicando que elas estariam envolvidas com a
migracdo dos linfécitos T para o tecido do coracdo (MACHADO et. al., 2005 ). As
quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CCL5 foram produzidas durante todo o curso da
infeccdo, incluindo a fase crbnica, mesmo quando o parasitismo no tecido era
escasso (TALVANI et al., 2000), e foram detectados niveis elevados desses
mediadores concomitante com um aumento da infiltracdo de linfocitos T CD8 *
ativados. Dos Santos et al. (2001) também observaram que a expressao de
quimiocinas como CCL3, CCL5, CXCL9 e CXCL10 no miocéardio de camundongos
infectados com o T.cruzi, estava correlacionada com a presenca de linfocitos T
CD8". A expressao dessas quimiocinas pode contribuir para o intenso recrutamento
celular e para o estabelecimento e manutencédo da miocardite induzida pela infeccéo
com o T.cruzi (SANTOS et. al., 2001).

Como as quimiocinas exercem uma funcéo importante no recrutamento de
células, incluindo células T CD8", o bloqueio dos receptores de quimiocinas pode
representar um possivel alvo, para o tratamento da inflamacdo exarcebada da
patologia (MACHADO et al., 2013). Neste sentido,varios estudos demonstraram a
importancia do receptor de quimocina CCR5, na sua atuagcdo no controle da
migracdo de leucdcitos e replicacdo do parasita durante a fase aguda da infeccao
experimental (HARDISON et al., 2006; MARINO et al., 2004).
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Utilizando PCR quantitativa, Cunha-Neto et al. (2005) observaram um
aumento significativo da expressao de receptores de quimiocinas CCR5, CCR7 e
CXCR3 e os seus ligantes, bem como a quimiocina IL-18 nos portadores da
miocardite chagasica, em comparacdo com amostras de pacientes com
cardiomiopatia ndo- inflamatoria. Foi evidénciada uma correlagcédo entre a expressao
no miocardio de quimiocinas de perfil Thl e com a intensidade da miocardite,
corroborando com hipotese de que tais quimiocinas podem contribuir para a
migracdo e acumulacdo das células inflamatérias em pacientes com a
cardiomiopatia chagasica (MACHADO et al., 2013).

De acordo com Machado et al. 2013, utiizando ensaios de
imunofluorrescéncia confocal, as ceélulas mononucleares apresentaram a
expressao dos receptores de quimiocinas CXCR3, CCR5 e CXCL9 no miocardio de
pacientes com cardiomiopatia chagasica. Estes resultados corraboram com a
hipotese de que as células inflamatérias CCR5 * CXCR3 * CCR7 “com perfil Thi,
séo ativadas anteriormente, na periferia, através do encontro com o T.cruzi (GOMES
et al., 2005).

Uma hipGtese que surge a partir destes estudos é que as quimiocinas
produzidas apos a infeccdo de células-alvo pode desempenhar um papel durante a
resposta inata, de protecdo contra este parasita e também dirige o influxo de
leucocitos (MACHADO et al.,, 2013). Apesar de diversos estudos experimentais
demonstrarem que a interacdo dos antigenos de T.cruzi e do préprio, participarem
na modulacédo da produgdo de quimiocinas durante a infeccdo, os papéis funcionais
de determinadas quimiocinas e seus receptores na resisténcia do hospedeiro a

infeccdo e na patogénese da doenca de Chagas ainda néo esta elucidada.

2.4 Tratamento Etiolégico da Doenca de Chagas Croni  ca

O estudo do histérico das substancias quimioterapicas da doenca de Chagas
pode ser dividida em trés fases principais. A primeira compreende o estagio inicial
da descoberta da doenca, de 1909 até 1935, e é marcada pela morte de Carlos
Chagas (em novembro de 1934) e pelo lancamento do “Manual de Doencas
Tropicais e Infecciosas” em 1935. A segunda fase, no periodo de 1936 a 1960,
corresponde a avaliagcdo biologica de diversas substancias quimicas, extratos e

misturas de componentes utilizados em outras patologias. A terceira fase, a partir de
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1961, é caracterizada por estudos que demonstraram através de modelos
experimentais de infeccdo com T.cruzi em camundongos, a eficacia de alguns
compostos, entre eles, o nifurtimox e o benzonidazol (BRENER 1961; BRENER;
ANDRADE 1979; DE CASTRO 1993), principais drogas para o tratamento da
doenca de Chagas.

Até o fim da primeira fase apenas dois trabalhos haviam sido publicados
sobre a terapéutica experimental da doenca de Chagas. Em ambos, os resultados
foram insatisfatorios. Na segunda fase, foram descritos resultados de mais de 20
quimioterapicos e 30 antibibticos, dentre os quais se destacam algumas substancias
que tiveram efeito supressivo sobre a infeccdo causada pelo T.cruzi (BRENER,;
CANCADO 1968). Entre os agentes empregados nesta fase, destaca-se o
antisséptico violeta de genciana, que ainda hoje € utilizado como agente profilatico
em bancos de sangue (DESSOY et al., 2009). A partir da década de 1960, com a
demonstracdo de que o nifurtimox foi eficaz no tratamento de camundongos
cronicamente infectados , teve inicio uma nova era na terapéutica da doenca de
Chagas (CANCADO et al., 1964).

Na América Latina, temos a disponibilidade de duas drogas - o Nifurtimox e
Benzonidazol — que sédo os farmacos de melhores desempenhos nos paises
endémicos (NEGRETTE et al.,, 2008), no entanto o Benzonidazol (BZ) € a unica
terapia atualmente disponivel para o tratamento etiolégico, que possui acao direta
contra as formas tripomastigotas circulantes e amastigota intracelulares, sendo que
sua eficacia varia em relacdo ao tempo e dose do medicamento, bem como a fase
da doenca (MARIN-NETTO et al.,2008).

Em estudos relizados no Brasil e em outros paises do continente Sul-
Americano (CANCADO, 1985; CANCADO et al., 1969, 1976, 1975; CERISOLA et
al., 1972) sobre a tolerancia e a eficacia desses dois antiparasitarios em pacientes
nas fases aguda e cronica da doenca, tem sido demonstrado importantes efeitos
colaterais, sendo o indice de cura parasitalogica em torno de 60% nos pacientes que
apresentam a fase aguda, mas, pouco expressivo na fase cronica (COURA et al.,
1997).

Estudos experimentais em camundongos, na fase cronica da doencga,
demonstraram que a terapia com BZ provocou uma diminuicdo de alteracdes
eletrocardiograficas e também diminuiu a fibrose tecidual do coracdo, quando
comparado ao grupo controle (BUSTAMANTE et al., 2008; GARCIA et al., 2005).
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Viotti et al. (2006) em ensaio terapéutico controlado em pacientes portadores da
doenca de Chagas, monitorados aproximadamente por oito anos, demonstrou que o
tratamento especifico com BZ diminuiu o aparecimento de novas lesdes
eletrocardiograficas no grupo tratado em relacdo ao grupo controle, assim
contribuindo para diminuicdo da frequiéncia de pacientes com danos cardiacos mais
graves. Outro estudo demonstrou que apdés o tratamento com BZ, houve uma
negativacdo de 88,8% das hemoculturas durante um periodo de dois anos, em
pacientes com cardiopatia chagasica congestiva, indicando seu efeito tripanocida
nessa fase (CASTRO et al., 2006). O estudo de Bern et al. (2010) observou que em
pacientes crénicos entre 18 e 50 anos com manifestacdes clinicas, brandas, a
utilizacdo da medicacédo preveniu ou retardou a evolugcéo da doenca de Chagas para
as formas cronicas mais graves.

Alguns estudos avaliaram a resposta imune do paciente portador da Doenca
de Chagas, quando o BZ é administrado. No estudo de Bahia-Oliveira et al (2000) foi
relatado que individuos considerados curados apos o tratamento com BZ produziam
altos niveis de IFN-y gquando comparados aos demais grupos de individuos
avaliados. Por outro lado, o tratamento com BZ direcionou uma resposta imune do
perfil Thl, sofrendo modulacdo da citocina anti-inflamatéria IL-10, sendo elemento
chave para controlar o dano tecidual deletério que eventualmente pode ocorrer
devido a resposta proé-inflamatéria mediada pelo IFN-y observada durante o
tratamento com o farmaco (SATHLER-AVELAR et al., 2006).

Em contrapartida, Laucella et al. (2009) trouxeram resultados discordantes de
Bahia-Oliveira et al. (2000), onde verificaram que pacientes submetidos ao
tratamento apresentaram declinio de IFN-y apés 12 meses do tratamento. Os
autores acreditam na hipdtese que esta mudanca na resposta imune induzida pelo
BZ esteja relacionada com uma mudanca de fenétipo de linfocitos T efetores para
células de memoria, sugerindo que a utilizagdo do BZ na fase cronica seria
importante na resposta imune especifica ao parasita e que esta poderia ser
considerada um indicativo de eficacia de tratamento e cura. Com objetivo de avaliar
se clinicamente é viavel tratar o paciente na fase crénica da doenca, foi criado em
2004 o Projeto BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis)
(MARIN-NETO et al., 2009).
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O BENEFIT é um é um estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego e
ensaio clinico controlado, em que metade dos pacientes recebem o placebo e a
outra metade o BZ. O estudo possui uma estimativa de 3.000 pacientes com
cardiomiopatia chagasica com a participacdo de laboratérios do Brasil, Argentina,
Bolivia, Colombia e El Salvador. O projeto tem como objetivo priméario reduzir os
eventos de morte causados por faléncia cardica. O objetivo secundario sera avaliar
se 0 BZ tem a capacidade de impedir a progressdo da doenca cardiaca para as
formas mais graves da DC. Resultados concretos do projeto ainda ndo foram
divulgados. Assim, ainda ha pouco conhecimento sobre a influéncia que o BZ causa
nos portadores da doenca de Chagas cronica. Apesar do beneficio da medicacao
por BZ aos portadores cronicos apresentar controvérsias, evidéncias sustentam a
hipétese que o tratamento com BZ traz beneficios ao paciente cronicamente

infectado.
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil apresenta aproximadamente 3 milhdes de individuos portadores de
cardiopatia chagasica (PETHERICK et al. 2010). No entanto, o tratamento da
doenca de Chagas em pacientes crbnicos ainda € controverso. OS NOSS0S
resultados podem auxiliar outros estudos, no intuito de comprovar a indicagao do
uso do BZ em pacientes cronicos.

Esperamos conhecer e descrever alguns mecanismos associados a presenca
do BZ, que possam estar relacionados a resposta imune de individuos cronicamente
infectados e que tenham perfil para receber o tratamento. Além de contribuir através
da identificacdo de possiveis estratégias futuras para diminuir a disseminacao do
parasita e progressdo da doenca sintomatica, assim como trazer melhor
entendimento sobre os principais mecanismos de persisténcia desenvolvidos pelo
T.cruzi, bem como sobre o emprego desta droga como terapia antiparasitaria na

doenca de Chagas crénica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a producdo de quimiocinas e a expressdo de seus receptores em
células mononucleares (de portadores crénicos da doenca de Chagas) submetidas
in vitro ao tratamento com benzonidazol apdés a infeccdo experimental com

Trypanosoma cruzi.

4.2 Especificos

a) Mensurar a producdo de quimiocinas (CCL5, CCL2, CXCL8, CXCL9 e
CXCL10) no sobrenadante de cultura obtidas de PBMC tradadas com
benzonidazol apos a exposicdo a tripomastigotas vivos de Trypanosoma

cruzi.

b) Determinar a frequéncia de expressado dos receptores de quimiocinas
(CCR1, CCR3, CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3, CXCR4 e CXCR5) em
linfocitos T CD3" e mondcitos CD14" obtidas de células mononucleres
tradadas com benzonidazol apdés a exposicdo a tripomastigotas vivos de

Trypanosoma cruzi.
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5 METODOLOGIA

5.1 Cultivo das células Vero para manutencdo de tri pomastigotas de

Trypanosoma cruzi

Células Vero criopreservadas em meio RPMI 1640 suplementado com soro
bovino fetal (SBF, Sigma™) a 10% (RPMI 1640 completo) e contendo DMSO a 10%
foram descongeladas em banho-maria, ressuspendidas em 5ml de RPMI 1640
(Sigma™) completo e centrifugadas a 400 x g, a uma temperatura de 22° C, durante
10 min. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento contendo as células
ressuspendido em 5ml do meio RPMI 1640 (Sigma™) completo. A suspensdo
celular foi depositada em garrafas de cultura contendo 5 ml de meio RPMI 1640

completo e incubadas (37° C / 5% CO,) até confluéncia total das células.
5.1.1 Repique das Células Vero

Para a realizacdo do repique das células Vero, inicialmente foi retirado e
desprezado todo o meio da garrafa de cultura pequena (area de 115 cm? e volume
méximo de 100 ml). Em seguida, as células foram lavadas adicionando 1 ml de
tripsina para retirar o residuo de SBF. Depois, foi adicionado mais 3ml de solucdo de
tripsina/EDTA (solucéo salina tamponada contendo 2% de Tripsina — Fibco® e 0,2%
de EDTA - Sigma™), esperando cerca de 1-2 min, até ser observado uma camada
esbranquicada. Apds 4 min a solucéo de tripsina/EDTA (solucdo salina tamponada
contendo 2% de Tripsina — Fibco® e 0,2% de EDTA - Sigma™) foi removida e a
garrafa deixada na horizontal por 2 min na estufa a 37°C e 1 min realizando vigorosa
batidas na sua lateral. Subsequentemente, as células foram ressuspendidas em
meio RPMI 1640 (Sigma™) completo e depois transferidas para outras garrafas de
cultivo contendo 5ml do meio RPMI 1640 completo e incubadas na estufa (37° C /
5% COy,).
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5.2 Infeccdo das células Vero para obtencdo de trip omastigotas de

Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas, da Cepa Y, criopreservadas (10’
tripomastigotas/ml) foram descongeladas em banho-maria a 37°C. Apés o
descongelamento, os tripomastigotas foram distribuidos em tubos Conicos (15 ml) e
10 ml de meio RPMI 1640 (Sigma™) incompleto foi adicionado aos tubos para
centrifugacdo a 400 x g por 10 minutos a 22°C. Apés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido com 5 ml de meio RPMI
1640 (Sigma™) suplementado (2% SBF). A suspenséo foi distribuida em garrafas de
cultura contendo células VERO e incubada por 24 horas em estufa (37°C / 5% CO.).
Ao fim da incubacéo, o sobrenadante foi retirado para remocao dos parasitas que
ndo infectaram as células. Foram adicionados mais 5ml de meio RPMI 1640
(Sigma™) suplementado (10% SBF) e em seguida as culturas foram incubadas por
7 dias. Diariamente, as culturas foram observadas no microscopio invertido para
verificacdo da multiplicacdo dos parasitas intracelulares. Apés a ruptura celular, os
tripomastigotas foram coletados para posteriores infeccdes das células Vero e das
células aderentes (macrofagos), obtidos de pacientes portadores da Doenca de
Chagas Cronica.

5.3 Selecéo dos Pacientes

Foram selecionados 11 portadores crénicos, sendo 5 da forma cardiaca B1 e
6 da A, em gue esses grupos de pacientes foram o publico alvo do tratamento na
fase crbnica. Desses pacientes selecionados foram 4 homens (60-67 anos) e 7
mulheres (33-71 anos). Os voluntarios foram atendidos no Ambulatério de Doenca
de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto-Socorro Cardiolégico de Pernambuco
(PROCAPE), da Universidade de Pernambuco (UPE). Atualmente, o ambulatorio é o
local de referéncia no estado de Pernambuco para o acompanhamento e tratamento
dos pacientes portadores da doenca de Chagas.

Para a inclusao dos portadores da doenca de Chagas no estudo, 0s mesmos
preencheram 3 critérios: exames para avaliagcdo clinica (eletrocardiograma,
ecocardiograma, raios-X de torax e de esdfago), sorologia reagente para a infeccao

chagasica e nado ter sido submetido ao tratamento etiolégico. A avaliagdo dos
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critérios de inclusdo foi realizada em conjunto com médicos colaboradores deste
projeto, e foram responsaveis pela caracterizacdo dos pacientes nos estagios de
desenvolvimento cardiaco A, B (B1 e B2), C e D, estabelecida pela | Diretriz Latino-
Americana para o Diagnostico e Tratamento da Cardiopatia Chagasica
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011). Os pacientes incluidos no
estudo foram classificados na diretriz como A e B1. Os pacientes classificados com a
forma A ndo apresentam sintomas. No entanto os individuos com a forma Bl
apresentam alteracdes eletrocardiograficas (disturbios de conduc&do ou arritmias),
mas ndo possuem disfuncdo ventricular. Além disso, eles podem ter alteracfes
ecocardiograficas discretas (anormalidades de contratibilidade discretas), no entanto
a funcéo ventricular global € normal.

Todas as informacOes acerca dos aspectos clinicos dos pacientes (forma
clinica apresentada e presenca de co-morbidades) foram registradas no formulario
de pesquisa especifico, obtidas através dos prontuarios dos pacientes e informadas
pelos meédicos responsaveis. Nesse formulario também foram registradas
informacBes sociodemograficas do paciente (idade, género e municipio de

residéncia e de origem).

5.4 Coleta de sangue

Foram coletados de cada individuo até 35 ml de sangue, pelo sistema a
vacuo (Vacutainer®), em tubos contendo heparina sédica para obtencdo de PBMC e
utilizacdo nos ensaios de cultivo celular. Além disso, foram coletados 5 mL de
sangue em tubo seco para obtencdo de soro para a confirmacéo da sorologia para
infecc@o pelo T.cruzi. Apos retracdo do coagulo, os tubos secos foram centrifugados
(900 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente) e aliquotas de soro foram
devidamente identificadas e armazenadas a -20 °C.

5.5 Confirmacao da sorologia para a infeccdo pelo  Trypanosoma cruzi

Foram utilizados dois testes imunoenzimaticos para a confirmacdo da
infeccdo chagasica: um teste imunoenzimatico, constituido de uma mistura de
extratos totais do T. cruzi adsorvidos a placa de microtitulacdo (Chagas test

ELISA llI, Bioschile Ingenieria Genetica S.A), e um teste imunoenzimatico que
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utiliza antigenos recombinantes adsorvidos a placa de microtitulacdo (Imuno- ELISA
Chagas, Wama Diagnostica).

Os resultados foram interpretados como reagentes quando ambos os testes
apresentaram reatividade, e n&o-reagentes quando ambos nao apresentaram
reatividade (CONSENSO, 2005). Amostras que se mantiveram discordantes mesmo
apos repeticdo dos testes foram interpretadas como inconclusivas, sendo excluidas

da pesquisa.

5.6 Isolamento de Células Mononucleares de Sangue P eriférico (PBMC)

O isolamento das PBMC foi realizado através de centrifugacdo do sangue em
gradiente de densidade. O sangue coletado com heparina foi adicionado a tubos
Conicos de 50ml (BD™), seguido da adicdo da solucdo Phosphate-buffered saline
(PBS) filtrado e estéril (pH 7,2), sendo 15ml de sangue e 15ml de PBS. Quinze
mililitros dessa solucdo foram adicionados a tubos de polipropileno (BD™: 50 ml)
contendo 15ml de Ficoll-Hypaque PLUS™ (Amersham Biosciences), sendo o
sangue adicionado sobre o Ficoll de forma inclinada com um angulo aproximado de
45° para criar uma separacéo entre o Ficoll-Paque PLUS™ (Amersham Biosciences)
e 0 sangue (1:1 sangue/PBS e Ficoll). Apés a centrifugagdo a 900 x g por 30
minutos a 20 °C, o anel de PBMC (Figura 5B) que se formou na interface entre o
Ficoll e o plasma, foi removido utilizando pipetas transfer estéril e colocados em
tubos de polipropileno (BD™ 15 ml). As células foram lavadas duas vezes por
centrifugacdo a 400 x g por 10 minutos em 14ml de meio RPMI 1640 (Sigma™)
incompleto. ApoOs as lavagens, as células foram ressuspendidas em 2ml de meio
RPMI 1640 (Sigma™) suplementado (10% SBF) e, posteriormente, as células foram
contadas em camara de Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan (Sigma™) em
uma diluicdo de 1:10 (10ul da suspenséo de células e 90ul do corante). O valor

obtido foi ajustado para a concentracdo desejada de 10° células/ml.
5.7 Otimizagao dos protocolos para realizagdo do cu  ltivo celular
Para alcancar os objetivos deste projeto, foi necessaria a realizacdo do co-

cultivo de PBMC, T.cruzi e adi¢do do farmaco BZ. Para isso, as culturas de PBMC

foram realizadas em placas de 48 pocos de poliestireno contendo meio RPMI 1640
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(Sigma™) suplementado (10% SBF) para adesdo das células aderentes
(monécitos/macréfagos). Em seguida, as células ndo aderentes (linfécitos) foram
removidas e, posteriormente, as formas tripomastigotas foram adicionadas aos
pocos ha proporcao parasita:célula de 10:1 para infeccdo das células aderentes .
Apés o periodo de incubacdo, as células ndo aderentes foram readicionadas ao
cultivo, juntamente com o farmaco Bz e as placas incubadas. Apds o cultivo, as
células foram retiradas para o procedimento de marcacdo de superficie e
intracitoplasmatica, sendo avaliadas por citometria de fluxo. Com a finalidade de
otimizar essas etapas do co-cultivo, foram realizados experimentos definindo os

protocolos que foram utilizados ao longo do trabalho.

5.7.1 Otimizagéo do tempo ideal de agitacao das placas de cultura

Quando as PBMC sédo adicionadas aos poc¢os das placas de cultivo, as
células ndo aderentes tendem a se depositar no fundo do poco juntamente com as
células aderentes. Com o objetivo de diminuir essa deposicédo, foi realizada a
otimizacdo do tempo de agitacdo da placa durante o periodo de 1 hora de cultivo
das células aderentes, conforme Souza et al., (2007). Para isso, foi coletado sangue
de dois individuos saudaveis em tubos contendo heparina, sendo 18ml de cada
individuo (dois tubos de sangue de cada). Duas placas de 48 pocos foram utilizadas
para o cultivo das PBMC (obtencdo de acordo com o item 7.6). Aos pocos, foi
adicionado 1 ml de solugdo contendo 10° células/poco, sendo utilizados quatro
pocos em cada placa. As placas foram agitadas em tempos diferentes, sendo uma
de 15 em 15 minutos (quatro momentos de agitacdo) e a outra de 30 em 30 minutos
(dois momentos de agitacdo), durante 1 hora. Para verificar a porcentagem de
células aderentes e ndo aderentes presentes na cultura, o sobrenadante de cultura
contendo as células ndo aderentes foi retirado dos pocos e adicionado em tubos de
polipropileno (BD Conicos™ 15 ml). Apés a retirada dessas células, 1 ml de meio
RPMI 1640 (SigmaTM™) completo (10% SBF) foi adicionado aos pogos. Os tubos
contendo as células ndo aderentes e as placas contendo as células aderentes foram
incubados em estufa (37°C/5%CO,) por um periodo de 24 horas. ApGs o tempo de
cultivo, as células aderentes foram removidas dos po¢os com a adi¢cao de 500 ul da
solucéo de tripsina/EDTA (solugédo salina tamponada contendo 2% de Tripsina —

Fibco® e 0,2% de EDTA - Sigma™) por um periodo de 3 minutos sendo 2 minutos na
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estufa e 1 minuto sob forte agitacdo. As células foram colocadas em tubos de
polipropileno (BD Cénicos™; 15 ml) e, para bloquear a acéo da tripsina, 4 ml de
meio RPMI 1640 (Sigma™) completo (10% SBF) foi adicionado aos tubos. Em
seguida, foi realizado o processo de imunofenotipagem das células aderentes, néo
aderentes e das PBMC utilizando de anti-CD3 (conjugado ao fluorocromo PerCP-
Invitrogen) para marcacdo de linfécitos e anti-CD14 (conjugado ao fluorocromo
FITC-BD) para marcacdo de mondocitos (conforme o item 5.11). Os anticorpos foram

titulados previamente.
5.7.2 Otimizacdo do método de retirada das células aderentes

Para otimizar o processo de retirada das células aderentes, foram utilizados
dois métodos diferentes com a finalidade de retirar a maior quantidade possivel
dessas células. Para isso, amostras de sangue de um individuo saudavel foram
coletadas em tubos contendo heparina para obtencdo de PBMC (conforme o item
7.6). Em seguida, 10° células/ml por poco foram adicionadas os pocos da placa de
cultura de 48 pocos e incubadas em estufa (37°C/5%COQO,) por 24 horas. Foram
utilizados os seguintes métodos:

a) Método 1: solucdo de tripsina/EDTA (2%) + 30 minutos de agitacdo no
agitador mecéanico (INNOVA 40) - Ap6s o tempo de cultivo, foi retirado o
sobrenadante de cultura do pogo e colocado em tubo de polipropileno (BD
Conicos™ 15 ml) identificado. Em seguida, o poco foi lavado com meio RPMI 1640
(Sigma™) incompleto e a solucéo foi depositada nos tubos Cénicos (BD Conicos™)
ja identificados. Aos pocos foi adicionado 500 ul de tripsina com forte agitacdo por 2
minutos. As células foram transferidas para o tubo de polipropileno (BD Cénicos™
15 ml) e a acéo da tripsina foi bloqueada adicionando ao tubo 4 ml de meio RPMI
1640 (Sigma™) completo (10% SBF). Os tubos contendo as células foram
incubados no agitador mecéanico por 30 minutos a 37°C (INNOVA 40). Apés a
incubacdo As células foram lavadas com mais 8 ml de PBS-Wash e centrifugadas
por 10 minutos a 400 x g. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado com o

auxilio da bomba a vacuo, deixando cerca de 1 ml de suspensao celular;
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b) Método 2: solugcédo de tripsina/EDTA (2%) + 60 minutos - O protocolo foi
seguido conforme o item "a - método 1" anterior, com excecdo do tempo de
incubacédo que foi de 60 minutos;

C) Método 3: solucdo de PBS-Wash + 30 minutos de agitacdo no agitador
mecanico (INNOVA 40) - Apds o tempo de cultivo, foi retirado o sobrenadante de
cultura de cada poco e colocado em tubo de polipropileno (BD Cénicos™; 15 mL)
identificado. Em seguida, o poco foi lavado com meio RPMI 1640 (Sigma™)
incompleto e a solucdo foi depositada nos tubos Cénicos (BD Conicos™) ja
identificados. Aos pocos foi adicionado 1 ml de PBS-Wash (PBS contendo albumina
sérica bovina a 0,5% -SigmaTM™ e azida sédica a 1% - Sigma™) gelado. Apos
aproximadamente 20 agitacOes fortes, as células foram transferidas para o tubo de
polipropileno (BD Coénicos™: 15 mL) e lavadas com mais 8ml de PBS-Wash. Os
tubos foram centrifugados por 10 minutos a 400 x g e, apdés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi retirado com o auxilio da bomba a vacuo, deixando cerca de 1 ml
de suspenséo celular.

d) Método 4: solucdo de PBS-Wash + 30 minutos de agitacdo no agitador
mecanico (INNOVA 40) - O protocolo foi seguido conforme o item "c - método 3"
anterior, com excecao do tempo de incubagéo que foi de 60 minutos.

Por fim, para verificarmos qual método (1, 2, 3 ou 4) atenderia aoS n0Ss0S
objetivos para os estudos dos mondcitos, realizamos uma imunofenotipagem
(conforme o item 5.11) das células aderentes retiradas (Mondcitos). Utilizamos a
marcacao para monocitos CD14 (anti-CD14 conjugado a FITC - 1,5ul) e do receptor
de quimiocina CXCR3 (anti-CXCR3 conjugado a PE - 5ul) e observamos que o

meétodo 2 foi mais eficiente para viabilidade das células.

5.7.3 Otimizac&o da cinética de tempo versus resposta e dose versus resposta

Com a finalidade de escolhermos o melhor tempo de cultivo e a melhor
concentracdo de uso do farmaco benzonidazol, realizamos um ensaio com a
amostra de um individuo saudavel para avaliagdo da cinética de tempo, e amostra
de um portador da Doenca de Chagas Cronica, para avaliar as doses do
benzonidazol. Foi coleta aproximadamente 40 ml de sangue, e essa amostra foi

processada e obtida a PBMC, de acordo com o item 5.6. Apds a obtencdo da PBMC,
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foi realizado a etapa de adesao das células, descritos no item 5.7, utilizando o tempo
de agitac&o de 30 e 30 min, definido na otimizag¢ao do item 5.7.1.

Para a realizacdo do ensaio teste das doses do benzonidazol, utilizamos duas
concentracdes, 1ug/ml e 0,5ug/ml, em um experimento para avaliarmos a acao do
farmaco juntamente com T.cruzi, em cinco diferentes tempos (16h, 24h, 48h, 72 h e
5 dias). Apds o término dos tempos, foi realizada a técnica de CBA (Cytometric
Beads Array) para as Quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 E CXCL10 e para
as citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2, como descrito no item 5.10.

5.8 Co-cultultivo das células mononucleares do sang ue periférico (PBMC) e o

Trypanosoma cruzi e adigdo de tratamento com benzonidazol.

As culturas de PBMC foram realizadas em placas de 48 pocos de poliestireno,
nos tempo 24 h e 5 dias . Para o cultivo de células aderentes e ndo aderente
primeiro ocorreu a adesdo das células aderentes (mondcitos), no tempo de 1h,
homogeneizando delicadamente cerca de 10 agitacbes, a cada 30 min. Apds a
adesdo, as ceélulas ndo aderentes (linfécitos) foram retiradas de cada poco
(homogeneizando trés vezes) e as células guardadas em tubos de cultura na estufa.
Apés, as formas tripomastigotas foram adicionadas a placa de 48 pog¢os, em uma
concentracdo de 2,5 x 10* por poco, em 1 ml de meio RPMI 1640 completo. A
preparacao foi incubada (37° C / 5% CO;) por mais 2 h para interiorizacdo dos
parasitas, em que 0s parasitas que ndo penetraram nas células foram removidos
através de lavagens com meio RPMI 1640 completo. Ap6s a lavagem, as células
nado aderentes (guardadas na estufa), foram readicionadas, para que ocorra a
apresentacdo de antigeno. Subsequente, foi adicionado 25 uyl do BZ), em uma
concentracédo de 1ug/ml. Este estudo teve controles para a comparacdo com a co-
cultura (células aderentes, ndo aderentes, tripomatigotas e o BZ- Figura 4- poco 4) :
um poco com células aderentes e ndo aderentes (Figura 4- Poco 1); com células
aderentes ndo aderentes e o BZ (Figura 4- poco 3) e um outro po¢o com células
aderentes e ndo aderentes e o tripomastigota de T.cruzi (Figura 4 — Poco 2).

As células aderentes, contidas na placa, foram submetidas ao processo de
“tripsinizacdo”, no qual ocorreu a lavagem dos pocos com 1 ml de meio RPMI
incompleto, em seguida foi adicionado 500 pL de solucao de tripsina (10x) em cada

poco. Subsequente, as placas forem levadas a estufa por 2 min e apés foram
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homogeneizadas vigorosamente por 1 min. As células foram transferidas para tubos
Conicos de 15 ml e em seguida, os pocos foram lavados com meio RPMI completo
e transferidos para o mesmo tubo Conicos contendo as células aderentes. Depois, a
acao da tripsina foi bloqueada, adicionando-se ao tubo, 4 ml de meio RPMI completo
e incubadas por 60 min (item 5.7.1). Apds foi realizado o procedimento de marcacao
de superficie dos receptores de quimiocinas, para avaliagdo por citometria de fluxo
(item 5.11).

Figura 4- Esquema do co-cultivo

Fonte: Autora

Legenda: Poco 1 - Apenas células aderentes e ndo aderentes;
Pogo 2 - células aderentes, ndo aderentes e a adicdo do
tripomastigota; Pogo 3 - células aderentes, ndo aderentes e adigdo
de benzonidazol; Pogo 4 - células aderentes, ndo aderentes e a
adicao do tripomastigota e benzonidazol.

5.9 Avaliacdo dos receptores de quimiocinas present es em linfécitos e

monadcitos

Ao final do periodo de incubacdo de 60 min, foram adicionados aos tubos
cerca de 6 ml de PBS-Wash (PBS contendo albumina sérica bovina a 0,5% -
SigmaTM™ e azida sodica a 1% - Sigma™) para centrifugacdo a 400 x g por 10
min. Com o auxilio de uma bomba a vacuo, os sobrenadantes foram retirados e
descartados, até o volume final de 1 ml, e depositados em tubos de poliestireno
(5ml) (BD Systems™) devidamente identificados, contendo 0s anticorpos
monoclonais de superficie (Tabela 1) : anti-CD3, CD14, CCR1, CCR3, CXCR5 (1.5
ul), CCR4, CXCR2 ,CXCR4 (2.5 ul) e CCR5, CXCR3 (5 ul), conjugados a diferentes
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fluorocromos e previamente titulados, incubados por 30 min a TA. Apds a

incubacdo, uma centrifugagdo (400 x g por 5 min a TA) foi realizada e o

sobrenadante descartado. Apos, as células foram fixadas com 150 uL de BD

Cytofix™ (BD Biosciences®), por um periodo de 15 min, a 4°C. Subsequente, foi

realizada uma ultima centrifugacdo (400 x g por 5 min a TA), e novamente

descartado o sobrenadante. Apds, foram adicionados 300 uyl de PBS-Wash aos

tubos e os mesmo foram estocados a 4°C até o momento da leitura no citbmetro de

fluxo FACScalibur

(Beckton Dickson).

Quadro 1- Anticorpos de superficie utilizados na Imunofenotipagem

Anticorpo Flurocromo Clone Fabricante
CD3 PerCP S4. 1(AKA 7D6) Invitrogen
CD14 FITC TUK4 Invitrogen
CCR3 Alexa Fluor SF8 BD
CCR4 PE 161 BD
CXCR3 PE 1C6/CXCR3 BD
CXCR5 Alexa Fluor PF8B2 BD
CCR1 Alexa Fluor 5354 BD
CXCR2 PE 6C6 BD
CCR5 APC 2D7/CCR5 BD
CXCR4 PE BD

Fonte: Autora
5.10 Coleta do sobrenadante de cultura para dosagem  quimiocinas

Os sobrenadantes de cultura das placas foram coletados antes da realizacao

da retirada das células aderentes, descrito no item 7.8 e apds o tempo de cultivo de

24 h e 5 dias,

estocados imediatamente a -20°C para posterior utilizagdo em

ensaios de CBA (cytometricbeadarray-BD Biosciences, EUA).
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5.11 Deteccgéo dos niveis de quimiocinas no sobrenad  ante de cultura de PBMC
por CytometricBeadArray (CBA)

O CBA foi utilizado para a mensuracao quantitativa das quimiocinas CCL5,
CCL2, CXCL8, CXCL9 e CXCL10, conforme recomendado pelo fabricante.
Resumidamente, esta técnica emprega uma mistura de 5 esferas de poliestireno,
com diferentes intensidades de fluorescéncia, recobertas com anticorpos especificos
para as quimiocinas humanas detectadas no canal FL-4. Desta forma, 50 pl da
mistura de esferas de captura, marcadas com os anticorpos anti-CCL5, CCL2,
CXCL8, CXCL9 e CXCL10 foram adicionadas em tubos devidamente identificados.
Em seguida foram adicionados 50 pl do sobrenadante de cultura e do reagente
Human Chemokine PE Detection (canal FL2) em todos os tubos. Apds essa etapa
as amostras foram incubadas por 3 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. Em seguida, 1 ml da solucdo tampéao (Wash Buffer) foi adicionado e os tubos
centrifugados a 200 g por 5 min. Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado,
restando aproximadamente 100 ul em cada tubo, onde foram adicionados 300 ul de
solucédo tampao (Wash Buffer) para ressuspender as esferas e posterior leitura das

amostras no citobmetro de fluxo, no software CellQuestPro (Beckton Dickson).

5.12 Citometro de Fluxo

A aquisicdo e analise das amostras foi realizada na Plataforma Tecnologica
de Citometria de Fluxo, localizada no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
(NPT)/CPgAM/Fiocruz. Através da citobmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickson
Immunocytometry Systems) podemos avaliar o tamanho (Forward Scartter-FSC) e
granulosidade das células (Side Scartter-SSC), além das fluorescéncia tipo 1 (FL1),
tipo 2 (FL2), tipo 3 (FL3) e tipo 4 (FL4). Estas caracteristicas sdo detectadas
utilizando-se um sistema Optico-eletrénico que avalia a dispersdo do raio laser
incidente sobre uma célula e a emissdo de fluorescéncia, dada pelos diferentes
fluorocromos, em diferentes comprimentos de onda. A analise dos dados adquiridos
foi realizada no software CellQuestPro acoplado ao computador.

As aquisi¢cdes e analises no citbmetro de fluxo obedeceram as Normas de
Boas Praticas de Laboratorio instituidas no CPgAM/Fiocruz pelo Programa de

Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para a Saude (PDTIS/ Fiocruz).
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5.12.1 Aquisicao e analise de linfécitos e Mondcitos

A populagédo de linfocitos foi selecionada através de dot plot FSC versus
SSC,sendo adquiridos 10.000 eventos dentro da janela R1 e os Mondcitos foram
selecionados através de FCS versus FL1, sendo adquiridos 500 eventos dentro de
R1. Apds a selecdo da janela de interesse (R1), os linfécitos T CD3" e Mondcitos
CD14", bem como os receptores CCR3, CCR4, CXCR3, CXCR5, CCR1, CXCR4,
CXCR2 e CCRS5 foram analisados pela obtencdo de gréaficos bidimensionais de

distribuicdo pontual de fluorescéncia.

5.12.2 Aquisicao e analise das quimiocinas mensuradas por CBA

A andlise quantitativa das quimiocinas € realizada em funcdo do
deslocamento das microesferas de quimiocinas em graficos de distribuicdo pontual
nos canais FL2 versus FL4, obtidos pelo citobmetro de fluxo e a utilizacdo de curvas-
padrdo para cada quimiocina avaliada. Para cada quimiocina foram adquiridos 300
eventos, como recomendado pelo fabricante, assim totalizando 1500 eventos. A

analise dos dados foi realizada no programa FCAP Array software (BD).

5.13 Andlises estatisticas

Os resultados entre cada grupo foram avaliados através do teste de Wilcoxon
pareado. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%. Os
softwares utilizados foram o Excel 2010, para a constru¢cdo da base de dados e

GraphPad Prism 5.0, para realizacdo dos testes estatisticos citados.

5.14 Aspetos éticos

Os individuos incluidos na pesquisa tiveram participagdo voluntaria devendo
assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndices 1 e 2). A
conduta de inclusdo dos mesmos e 0s protocolos experimentais foram submetidos
ao Comité de FEtica em Pesquisa do CPgAM/Fiocruz, com CAAE:
07511612.2.0000.5190 (Anexo A).
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6 RESULTADOS

6.1 Otimizacao do tempo ideal de agitacdo das placas de cultura

Os resultados mostraram uma menor porcentagem (10,23%) de expressao da
molécula de superficie CD3" (marcador de linfdcitos), nas células que ficaram na
placa, no tempo de agitacdo de 30 em 30 min. em comparacdo ao tempo de
agitacdo de 15 em 15 min. (36,55%) (figura 5B). Além disso, observamos niveis
maiores de CD14" nas células aderentes no tempo de agitacdo de 30 em 30 min.
(9,21%) quando comparado ao tempo de agitacao de 15 em 15 min. (3,07%) (figura
5D). Com relagdo as células ndo aderentes, ndo observamos diferencas entre os
tempos de agitacido quando avaliamos os niveis de células CD3" e CD14" (figura 5A
e 5C, respectivamente). Desta forma, o tempo de agitacdo escolhido foi o de 30 em
30 min., devido & menor quantidade de células ndo aderentes (CD3") que se
depositaram no fundo do poco e, também, a maior porcentagem de células CD14"
na populacéo de células aderentes, em comparacdo com a agitacdo de 15 em 15

min.
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Figura 5 — Comparacdo dos niveis de expressdo das moléculas de superficie CD3" e
CD14" em PBMC, células aderentes e ndo aderentes nos diferentes tempos de

agitacao.
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Fonte: Autora

Legenda: (A) Porcentagem da expressdo de CD3" em PBMC e em células ndo
aderentes nos diferentes tempos de agitacéo; (B) Porcentagem da expressdo de CD3"
em PBMC e em células aderentes nos diferentes tempos de agitacéo; (C) Expresséo de
CD14" em PBMC e em células n&o aderentes nos diferentes tempos de agitagéo; (D)
Expressdo de CD14" em PBMC e em células aderentes nos diferentes tempos de
agitacao.

6.2 Otimizag&o da cinética de tempo versus resposta e dose versus resposta

Os resultados mostraram que em geral ndo houve diferenca entre as doses
otima (1ug/ml) e a sub-otima (0,5 pg/ml) quando analisamos por CBA a mensuragéo
das quimiocinas (Figura 6) e citocinas (Figura 7). Desta forma, a dose do Bz
escolhida foi a de 1 ug/mL, uma vez que essa € a concentracdo preconizada para o
uso desse farmaco em ensaios in vitro, como descrito na literatura por Romanha et
al., 2010.



Figura 6- Niveis das quimiocinas CCL2, CXCL10, CXCL9, CCL5 e CXCL8, presentes no
sobrenadante do co-cultivo de células aderentes, células ndo aderentes, tripomastigotas e o

Benzonidazol nas doses 6tima (1 yg/ml ) e Sub-otima (0,5 pg/ml)
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Figura 7 — Avaliacdo da concentragdo do Bz através da deteccdo da producdo das
citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante do co-cultivo de células
aderentes e nado aderentes, tripomastigotas e adicdo do Bz nas doses 6tima e sub-

6tima.
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Fonte : Autora

Legenda: (A) IFN-y; (B) TNF; (C) IL-10; (D) IL-6; (E) IL-4; (F) IL-2. BzO — dose 6tima do

Benzonidazol; BzSO — dose sub-6tima do Benzonidazol.
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Com relacdo a cinética, foi visto que, em geral, as quimiocinas mensuradas
no CBA, mostraram uma resposta um pouco diferenciada nos tempos de 24h e 5
dias (Figura 8), como a CCL5 que apresenta a maior producdo no tempo de 24
horas e a CXCL8 , que ha aumento a partir do tempo de 24h dias e mantém os
niveis aumentados até o 5° dia de cultivo. Na avaliagdo da producéo de citocinas,
verificamos que houve maior produgdo de algumas citocinas no inicio do cultivo,
enquanto outras expressaram um pico de producdo apos alguns dias de cultivo
(Figura 9). Sendo assim, em virtude desses achados, foram escolhidos para nossas

avaliacdes dois tempos de cultivos: 24h e 5d.

Figura 8- Comparacéo dos niveis das quimiocinas CCL2, CXCL10, CXCL9, CCL5 e CXCLS8, nos
tempos de 16h, 24h, 48h, 72h e 5 dias, presentes no sobrenadante do co-cultivo de células
aderentes, células ndo aderentes, tripomastigotas e o Benzonidazol nas doses 6tima (1 ug/ml )
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Figura 9 - Avaliagdo dos tempos de cultivo versus resposta através da detecgdo da
producéo das citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante do co-cultivo
de células aderentes e ndo aderentes, tripomastigotas e adicao do Bz.
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Fonte: Autora
Legenda: (A) IFN-y; (B) TNF; (C) IL-10; (D) IL-6; (E) IL-4; (F) IL-2.
6.2 Avaliacdo dos receptores de quimiocinas present  es em linfocitos e

monadcitos

6.2.1 Avaliagcdo da Expresséo dos Receptores em Linfocitos

Nos resultados obtidos na avaliagdo da expressdo dos receptores de
quimiocinas CCR3, CCR4, CXCR3, CXCR5, CCR1, CXCR2, CXCR2 e CCR5, em
linfocitos (CD3"), na avaliagdo da diferenca entre os tempos de 24h e dias, foram
observados o0s seguintes resultados (Figura 10): A maioria dos receptores em
linfécitos ndo apresentou diferenca estatistica significante, com exce¢éo do receptor
CCRA4, que foi observado aumento no quinto dia de cultivo na condicdo C+T+BZ
(Figura 10B).
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Com relagéo as diferencas entre as condicbes no mesmo tempo de cultivo
para os receptores citados, ficou evidenciado que o CCR4 apresentou aumento na
condicdo C+BZ quando comparada a C+T+BZ, no tempo de 5 dias (Figura 10B). O
mesmo ocorreu com 0 CXCR3, que também foi visto aumento na condi¢cdo C+BZ em
relacdo as condigbes C+T e C+T+BZ, no tempo de 5 dias (Figura 10C). JaA o CXCR5
apresentou aumento na condicdo C+T+BZ quando comparado a C+T, no tempo de
24h e também foi observado aumento no C+BZ em relacdo a C+T, no tempo de 5
dias (Figura 10D). O CCR1 teve diminuicdo na condicdo C+T+BZ quando
comparado a C, no quinto dia de cultivo (Figura 10E). Para o CXCR4 foi visto que
nas condigbes C+T e C+T+BZ houve uma queda na expressao quando relacionada
a condicdo C, no tempo de 24 h. Houve também uma diminuicdo no mesmo tempo
de cultivo em C+T+BZ quando comparada com as condicdes e aumento em C+BZ.
(Figura 10F). Para o CXCR2 foi observada apenas diminuicdo de C+T quando
comparada a C, no tempo de 5 dias (Figura 10G). Na analise dos receptores CCR3
(Figura 10A) e CCR5 (Figura 10H), ndo foi observado diferenca estatistica

significativa.



Figura 10- Expressao dos receptores de quimiocinas CCR3, CCR4, CXCR3,CXCR5, CCR1, CXCR4,
CXCR2 e CCRS5, em linfécitos T CD3" presentes no co-cultivo de células dos portadores crénicos da DC,
expostas ao Trypanosoma cruzi e/ou tratadas com o benzonidazol.
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Fonte: Autora

Legenda: (A) CD3" CCR3; (B) CD3'CCR4; (C) CD3'CXCR3; (D) CD3" CXCRS5); (E) CD3'CCR1; (F)
CD3" CXCR4; (G) CD3'CXCR2; (H) CD3"CCRS5. C- Células; C+T- Células e Tripomastigotas; C+T+BZ-
Células, Tripomastigotas e Benzonidazol; C+BZ- Células e Benzonidazol. As barras horizontais
representam a média artimétrica e as verticais o desvio padrdo. As diferencas significativas com p<0,05
para comparacfes entre cada tempo de cultivo sé@o indicadas por setas. Diferencas significativas com
p=<0,05 para comparac¢fes entre os tempos de Cultivo de 24h e 5d s&o indicadas por (*). O desvio padrdo
é representado pelo simbolo T.
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6.2.2 Avaliacdo dos Receptores em Mondcitos

Os resultados obtidos na avaliagdo da expressdo dos receptores de
quimiocinas CCR3, CCR4, CXCR3, CXCR5, CCR1, CXCR2, CXCR2 e CCR5, em
mondcitos (CD14%), na avaliacdo da diferenca entre os tempos de 24h e dias, foram
observados que em geral os receptores tém uma maior expressao no tempo de 5
dias (Figura 11).

O CXCR3 e 0 CXCR5 apresentaram diferenca entre os tempos de 24h e 5
dias, em todas as condi¢Oes testadas, sendo o tempo de 5 dias onde ocorreu a
maior expressédo (Figuras 11C e 11D). O CCR3 apresentou diferenca entre os
tempos nas condi¢des: C, C+T+BZ e C+BZ, em que o tempo de 5 dias apresentou a
maior expressao.

Na expressao do receptor CXCR2 (Figura 11G), podemos observar a
diferenca entre os tempos na condigcdo C+T, assim como o CXCR4 (Figura 11F),
que além dessa diferenca também apresentou disparidade entre os tempos na
condicdo C+BZ. Todas as diferencas citadas anteriormente, demonstraram uma
maior expressao no tempo de 5 dias.

Com relagdo a comparacao entre as condicbes no mesmo tempo de cultivo,
foram evidenciadas diferengcas nos receptores CCR4, CXCR3, CXCR5 e CCR5.
Contudo, ndo houve diferenca estatistica significativa para os receptores CCR3,
CCR1, CXCR4 e CXCR2 (Figuras 11A, 11E, 11F e 11G respectivamente).

Os resultados obtidos para o CCR4 mostraram que houve aumento em 24
horas de cultivo na condicdo C+T quando comparada as condigbes C, C+T+BZ e
C+BZ (Figura 11B). Ja no tempo de 5 dias , foi observado aumento de C+T+BZ e de
C+T quando comparado a C (Figura 11B). O receptor de CXCR3, no tempo de 24h,
apresentou aumento em C+T+BZ em relagdo as condi¢cdes C e C+BZ. J& no periodo
de 5 dias, foi evidenciado aumento na condi¢cdo C+T quando comparada a C e C+BZ
(Figura 11C), assim como também foi visto aumento na condicdo C+T+BZ em
relacdo a C e C+BZ (Figura 11C), no mesmo tempo de cultivo.

O CXCRS5, por outro s6 apresentou diferenca no tempo de 24h , em que a
condicdo C+T+BZ esteve aumentada em comparagcdo com C e C+BZ . No entanto o
CCR5 apresentou resultados significantes no tempo de 5 dias, em que houve

aumento em C quando comparada a C+T e C+T+BZ; aumento em C+T+BZ em
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relacdo a C+T e por fim aumento de C+BZ comparado a C+T e C+T+BZ (Figura
11H).

Figura 11 - Expressado dos receptores de quimiocinas CCR3, CCR4, CXCR3,CXCR5, CCR1, CXCR4,
CXCR2 e CCR5, em mondcitos CD14" presentes no co-cultivo de células dos portadores crénicos da
doenca de Chagas , expostas ao Trypanosoma cruzi e/ou tratadas com o benzonidazol
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Legenda: (A) CD14" CCR3; (B) CD14" CCR4; (C) CD14" CXCRS3; (D) CD14" CXCR5; (E) CD14" CCR1; (F)
CD14"CXCR4; (G) CD14'CXCR2; (H) CD14" CCRS5. C- Células; C+T- Células e Tripomastigotas; C+T+BZ-
Células, Tripomastigotas e Benzonidazol; C+BZ- Células e Benzonidazol. As barras horizontais representam
a média artimética e as verticais o desvio padrdo. As diferengas significativas com p<0,05 para comparagdes
entre cada tempo de cultivo sdo indicadas por setas. Diferencas significativas com p<0,05 para comparagdes
entre os tempos de Cultivo de 24h e 5d séo indicadas por (*).(*). O desvio padrdo é representado pelo
simbolo T.
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6.3 Deteccao dos niveis de quimiocinas no sobrenada  nte do co-cultivo

Na investigacdo dos niveis das quimiocinas CCL2, CXCL10, CXCL9, CCL5 e
CXCLS8, no sobrenadante do co-cultivo de 24h e 5 dias, foi observado um aumento
geral nos niveis no tempo de 5 dias (Figura 12). Para as quimiocinas CCL2 (Figura
12A) e CXCL8 (Figura 12E), foi evidenciada diferenca entre todas as condi¢gbes
analisadas (C; C+T; C+T+BZ; C+BZ), em que a maior producdo dessas quimiocinas
foi ao tempo de 5 dias. No entanto para CXCL9 (Figura 12C) e CXCL10(Figura 12B),
foi observado diferenca na condicdo C+BZ, onde a maior producdo também foi no
tempo de 5 dias. Evento semelhante ocorreu com a quimiocina CCL5 (Figura 12D),
em que foi evidenciado disparidade na condicdo C+BZ e também na condi¢do C,
ambas demonstraram um aumento na producdo no tempo de 5 dias.

Na avaliacdo das diferencas entre as condicbes em diferentes tempos, foi
observado que a quimiocinas CCL2 (Figura 12A) apresentou niveis menores nas
condi¢gbes C e C+T+BZ quando comparado a C+T, no tempo de 24h. Diferentemente
do que ocorreu com as quimiocinas CXCL10 (Figura 12B), CCL5 (Figura 12D) e
CXCL8 (Figura 12E), que apresentaram diferencas entre condicbes no tempo de 5
dias. A CXCL10 (Figura 12B) teve aumento apenas em C+BZ quando comparado a
C . A CCL5 (Figura 12D) apresentou aumento em C+T em relacdo a C e C+BZ; e
aumento em C+T+BZ quando comparado a C. Para quimiocina CXCL8 (Figura 12E),
podemos observa diferencas entre mais condicbes, em ocorreu aumento de C+T
guando comparado as demais condi¢gdes e o aumento de C+T+BZ em relacdo a C e
C+BZ. A quimiocina CXCL9 ndo apresentou diferenca estatistica significante (Figura
12C).
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Figura 12- Deteccdo da produgédo de quimiocinas CCL2, CXCL10, CXCL9, CCL5 e CXCLS8, utilizando a técnica de CBA, presentes no co-cultivo de células dos
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Legenda: (A) CCL2; (B) CXCL10; (C) CXCL9; (D) CCL5; (E) CXCL8. C- Células; C+T- Células e Tripomastigotas; C+T+BZ- Células, Tripomastigotas e
Benzonidazol; C+BZ- Células e Benzonidazol. As barras horizontais representam a média artimétrica e as verticais o desvio padrdo. As diferengas significativas com
p=<0,05 para comparag¢des entre cada tempo de cultivo sdo indicadas por setas. Diferencas significativas com p<0,05 para comparag¢fes entre os tempos de Cultivo
de 24h e 5d séo indicadas por (*).O desvio padréo é representado pelo simbolo T.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo foram investigadas a producdo de quimiocinas e
expressdo de seus receptores em ceélulas mononucleares do sangue periférico
expostas ao T.cruzi e tratadas com o Bz. Nosso objetivo foi verificar se a presenca
do farmaco causaria algum impacto sobre a expressdao dos receptores de
qguimiocinas em linfocitos e monadcitos, bem como a producéo global de quimiocinas
em sobrenadante de cultura. A literatura apresenta poucos estudos sobre a
influéncia de medicamentos na resposta imune, sobretudo no papel das quimiocinas
e de seus receptores. Na paracoccidioidomicose, foi visto que o tratamento com
antifangicos Cotrimoxinozol e Itroconazol nado influenciaram no aumento ou na
diminuicdo da quimiocina CCL3 (VENTURINE, et al., 2014). No entanto, em um
estudo utilizando o Mieloma Multiplo como modelo, foi visto que inibindo o receptor
CXCR4, tornava as células cancerigenas mais susceptiveis ao tratamento (AZAB et
al., 2009). Estudo semelhante foi realizado na Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), em que inibidores de CXCR4 e CCR5 sédo considerados como
promissores alvos para construcdo de vacinas terapéuticas (PRINCEN;
DOMINIQUE, 2005). Contudo, é a primeira vez que este tipo de abordagem na
doenca de Chagas é explorado.

Nossos resultados demonstram que o receptor CXCR5 em células CD3+
apresentou um aumento na condicdo C+T+BZ, quando comparado a condicdo C+T
no tempo de 24 horas, indicando que o farmaco Bz induziu um aumento da
expressao desse receptor em linfécitos T nas primeiras horas de cultivo. O CXCR5
possui como ligante a CXCL13, uma quimiocina homeostética, seletiva para os
linfécitos B e € expressa constitutivamente em 6rgdos linféides secundarios
(MURPHY et al., 2000). Esse receptor também ¢é detectado nas células do sangue
periférico, como em linfécitos B, e numa por¢ao de linfocitos Thl e Th2 (SALLUSTO
et al., 1998). Os elevados niveis de expressao nos linfocitos B sugerem um papel na
maturacdo dos mesmos. Além da quimiotaxia e mobilizacdo de calcio, este receptor
também esté envolvido no desenvolvimento normal do tecido linféide (DAVID, 2000).
Cerca de 20 % das células T CD4" periféricas possui CXCR5" (KIM, et al., 2001;
SCHARELI, et al., 2000). Chevalier et al (2010), em um estudo utilizando células do
sangue periférico humano, demonstraram que células T CD4" CXCR5" periféricas

sdo produtoras de IL-10. Por outro lado, células T CD4" CXCR5" que expressam a
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proteina co-estimulatéria ICOS-L, importante na regulagdo da producédo de citocinas
por células T, sdo produtoras de IFN-y e IL-17 (SHARPE; FREEMAN, 2002).

Células T CD4" oriundas de pacientes cronicos da DC, na condi¢do
C+T+Bz,no tempo de cultivo de 5 dias, apresentaram uma diminuicdo nos niveis de
IL-10 (NEVES, 2015), indicando que a presenca do parasita e do farmaco BZ,
provavelmente estaria induzindo a diminuigdo da IL-10. Desta forma, acreditamos
que o aumento do receptor CXCR5 em células TCD3", na presenca do Bz, tenha
sido tanto em células TCD4" quanto em T CD8+. Como os linfocitos T CD4", os
linfocitos T CD8" apresentam importantes fungdes na doenca de Chagas
(ALBAREDA et al., 2009; LORENA et al., 2009). Em resultados obtidos no nosso
grupo de pesquisas, observamos que Linfocitos T CD8+ CCR5+ estdo elevados
tanto na condicdo C+T, quanto na C+T+Bz. Porém, verificamos que a presenca de
granulos de granzima B dentro das células T CD8" CCR5+ estavam aumentada na
condicdo C+T+Bz, sugerindo que o farmaco ndo muda a frequéncia dessas células,
mas aumenta a sua funcéo citotéxica (ESMERALDO, 2015).

Além disso, em linfécitos T CD3+, observamos que o houve uma diminuicédo
da expressao do CCR4 na condigdo C+T+BZ quando comparamos a expressao
desse marcador entre os tempos de cultivo de 24h e 5 dias, assim 0 BZ induziu uma
diminuicdo de CCR4 com o passar do tempo de cultura. O CCR4 é um receptor que
esta associado aos linfécitos Th2, em que as quimiocinas CCL17 e CCL22 sao seus
ligantes, produzidos constitutivamente e seletivos para CCR4. Essas quimiocinas
induzem a mobilizacdo de célcio e a quimiotaxia. O receptor CCR4 é um marcador
seletivo para os linfocitos Th2 e, entre as suas fun¢des bioldgicas, estdo o trafego de
células dendriticas, a recirculacao de linfécitos T, a transmigracéo de células atraves
do timo e a migracédo de linfécitos T para o tecido linféide (SHARPE; FREEMAN,
2002).

Gomes et al (2005) investigaram a presenca de diversos receptores de
quimiocinas em portadores cronicos da doenca de Chagas, dentre eles a presenca
do CCR4 em linfocitos T CD4" e T CD8". No entanto n&o foi vista correlacéo entre a
presenca desse receptor e a gravidade da doenca. Assim de acordo com Nnossos
resultados, verificamos que o BZ diminuiu a expresséo fenotipica do CCR4 ao longo
do tempo (de 24h ao 5° dia de cultivo) em linfécitos T CD3", sugerindo que o BZ

esteja ao longo do tempo, diminuindo a quimiotaxia de linfécitos TH2, o que
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concorda com o estudo de Neves (2015), onde células TCD4'IL-10" apresentaram-
se diminuidas na presenca do BZ.

Nossos resultados demonstraram que o CCR1 também apresentou
diminuicdo no tempo de 5 dias, quando comparamos as condi¢cdes C+T+BZ e C. O
mesmo nao ocorreu quando comparamos C+T e C, indicando que o BZ estaria
provocando essa diminuicdo. O CCR1 esta intimamente ligado a inflamacéo e liga-
se as seguintes quimiocinas: CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL14, CCL15 e CCL23.
Este receptor apresenta-se a superficie dos linfécitos do sangue periférico,
mondcitos e células NK. A sinalizacdo do CCR1 inclui mobilizagédo de calcio, inibi¢cdo
da adenilciclase (Enzima que transforma ATP em AMPc, importante nas vias de
transducéo de sinal) e quimiotaxia (DAVID, 2000; MURPHY et al., 2000). Em modelo
murino da esquistossomose uma diminuicdo da inflamacéo foi verificada quando a
expressdo dos genes CCR1/CCR2 foi inibida (PARK et al., 2001). Na DC em um
estudo utilizando camundongos infectados com o T.cruzi e tratados com o
bloqueador parcial de CCR1, foi vista uma protecdo contra a perda de conexina 43
no tecido cardiaco e creatina quinase isoenzima MB (CK-MB), 0s quais sao
tipicamente marcadores de disfungdo cardiaca (MEDEIROS et al., 2009). Assim de
acordo com a literatura a diminuicdo do CCR1 aponta para um fenébmeno protetor, ja
que o dano cardiaco esta associado com a progressdo da doenca sintomatica
(SATHER-AVELAR et al., 2009). Acreditamos que, por se apresentar responsavel
pela diminuicdo de CCR1, o Bz possui um carater protetor de dano tissular durante o
tratamento etioldgico da DC, o que poderia concordar com a hipétese de que o
tratamento na fase cronica da DC melhoraria a evolugdo clinica dos pacientes
(BERN et al., 2010)

Na avaliacdo da expressédo dos receptores de quimiocinas na superficie dos
monacitos, verificamos que a frequéncia do receptor CCR4 diminuiu no tempo de
24h e o CCR5 aumentou no tempo de 5 dias, ambos na condicdo C+T+BZ, quando
comparados a condicdo C+T. Esses receptores possuem em comum O mesmo
ligante que é a quimiocina CCL5, que atua na quimiotaxia de mondcitos, células T
CD4" e T CD8", bem como de eosindfilos e basofilos (ROLLINS, 1997). A CCL5 é
produzida por uma ampla variedade de células e é capaz de se ligar a multiplos
receptores, os quais sdo: CCR1, CCR3, CCR4 e CCR5 (ROLLINS, 1997; VAN
CREVEL, OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002).
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A interacdo entre quimiocinas e seus receptores € um evento importante na
migracdo de leucocitos para os locais da inflamacdo. Além da quimiotaxia, as
guimiocinas, juntamente com seus receptores, tem a capacidade de induzir
respostas do tipo TH1 e TH2, associada a respostas de citocinas (CAMPBELL et al.,
2000). As respostas Th1l normalmente induzem o aumento da expressao do CCR5 e
CXCR3 enquanto que as respostas Th2 a do CCR4 e CCR8 (BONECCHI, et al.,
1998; SALLUSTO, 1999; SEBASTIANI et al.,, 2001; LOETSCHER et al.,, 1998,
ANDREW et al., 2001).

A presenca da expressao do receptor CCR4 foi observada no sangue
periférico de pacientes com dermatite atépica e no Lupus Eritematoso (WAKUGAWA
et al., 2001; HASE et al., 2001). Os seus principais ligantes, as quimiocinas CCL17
e CCL22 foram encontradas em lesdes de pacientes com paracoccidioidomicose
(CAVASSANI et al.,, 2006). Em outro estudo foi encontrado a associagdo da
auséncia do receptor CCR4 com a suscetibilidade a para a paracoccidioidomicose
(ROCHA, 2010). Estudo em camundongos expostos a infeccdo com a bactéria
Escherichia coli, foi observado que a auséncia do receptor CCR4 em macrofagos
apresentou uma down-regulation no fator nuclear-Kappa B (NF-KB) (NESS et al.,
2006), que é responsavel pela transcricdo de diversos genes, incluindo, aqueles
referentes as citocinas pré-inflamatorias - TNF-a, IL-1 e IL-6 (ABBAS; LICHTMAN,
2007). Com isso a diminuicdo de CCR4 encontrada no nosso estudo, atribuida a
droga BZ, pode ter influéncia ndo s6 na migracao de Linfécitos TH2, como descrito
anteriormente, mas também pode estar alterando a atuacdo do NF-Kb,
consequentemente diminuindo a producgdo de citocinas proé-inflamatérias.

O CCR5 esta presente na superficie de células T e mondcitos e tem sido
associado a reac¢0Oes inflamatorias com presenca de citocinas do tipo TH1 (QUIN, et
al., 1998; SALLUSTO et al., 1998). E descrito na literatura que a saida de mondcitos
a partir da medula O6ssea é alterada durante os periodos de inflamacdo ou em
resposta a infeccdo (REES, 2010). A subpopulagdo de mondcitos CD14" CD16",
representa 5-7% dos mondcitos sanguineos totais, e estas células expressam niveis
baixos de CCR2, mas altos niveis de CCR5. Embora estas células ndo sejam
susceptiveis de migrar fortemente para fontes de CCL2 nos tecidos, a expressao de
CCR5 permite que estas ceélulas migrem para locais de inflamacédo onde células
CCR5" séo atraidas pela producéo local das quimiocinas CCL3, CCL4,CCL5 que

também sdo seus ligantes. Estas células tém a capacidade de responderem a
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lipossacarideos de bactérias e, em geral, produzem um alto nivel de citocinas proé-
inflamatérias (CORNWELL et al., 2013).

Em individuos com esclerose mdultipla progressiva, este receptor esteve
aumentado em comparacdo aos individuos saudaveis, sugerindo que o CCR5 é
fundamental no processo imunopatolégico (BALASHOV et al., 1999). Camundongos
com auséncia do CCR5 séo significativamente mais suscetiveis a infecgées por
parasitas Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii e também apresentam um
aumento da mortalidade na infeccdo pelo virus da gripe (AGRACE et al., 2000;
ALIBERTI et al., 2000; DAWSON et al., 2000).

Apesar do CCR5 ter suas fungbes bem descritas em outros modelos
patolégicos, na DC ainda nédo se sabe qual a sua verdadeira funcdo. Individuos
portadores da cardiomiopatia chagasica possuem elevada expressdo do receptor
CCR5 em linfécitos T CD4" e CD8" estando relacionada com niveis elevados de
TNF-a e IFN-y sendo considerado um indutor da resposta inflamatéria (GOMES et
al., 2005). Por outro lado, na avaliacdo desse receptor em mondcito CD14", foi
demonstrado que portadores da DC com insuficiéncia cardiaca leve apresentam
elevada expressdo de CCR5 quando comprados aos individuos sem a doencga, e
também foi observada uma correlacdo entre a diminuicdo da fungdo cardiaca e a
diminuicdo da expressédo do CCR5 (TALVANI et al., 2004a). Contudo, trabalhos que
investigam a associacao de polimorfismo a cardiopatia chagasica, encontraram que
0 aumento receptor CCR5 estava relacionado com o baixo risco de desenvolvimento
da forma cardiaca na fase cronica da doenca (FRADE et al., 2013; FLOREZ et al.,
2012;). Assim, o aumento de CCR5 em mondcitos encontrado no nosso estudo, pela
presenca do BZ, poderia ter um carater benéfico no tratamento de pacientes na fase
cronica da DC, ja que de acordo com Talvani et al. (2004) seu aumento em
mondcitos pode estar associado com a protecdo da doenca cardiaca.

Nossos dados também demonstram o aumento do CXCR3 em mondcitos
CD14+ na condicdo C+T quando comparada a condicdo C. Este aumento €
semelhante quando comparamos C+T+BZ e C, indicando que o BZ manteve os
niveis de CXCR3, no tempo de 5 dias. Este receptor liga-se a trés quimiocinas
altamente inflamatérias: CXCL9, CXCL10 e CXCL11, todas quimioatrativas e
indutoras da mobilizacdo de calcio. Além destas trés, ligam-se também a CXCLS5,
CXCL7, CXCL13, CXCL19 e CXCL20. E expresso principalmente em linfocitos T e B
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e células NK (CLARCK- LEWIS et al., 2003), mas também em mondcitos (ZHANG
et al., 2014).

Estudo com Hantavirus, investigando a expressdo do CXCR3 e um dos seus
ligantes, a quimiocina CXCL10, observaram que a ligacdo do CXCL10 ao CXCR3 na
superficie de mondcitos CD14", induzia um maior recrutamento de linfocitos T
citoliticos, contribuindo para uma eliminacao eficaz do virus (ZANG et al., 2014). Na
DC em um modelo utilizando cées, foi visto um aumento do CXCR3 no miocardio de
cédes com cardiomiopatia, quando comparados aqueles portadores da forma clinica
assintomatica (GUEDES et al., 2012). Estudos em humanos também observaram a
expressdo de CXCR3 na forma grave da DC. Nogueira et al. (2012) observaram a
expressao aumentada do CXCR3, assim como niveis elevados do mRNA do CXCR3
e guimiocinas atraentes de mondcitos (CCL2, CCL5 e CCL9) do sangue periférico
de pacientes com cardiopatia chagasica. Os autores atribuiram a alta expresséo
desse receptor a inflamagdo exacerbada na DC cardiaca. Com isSsO Nnossos
resultados indicam que a presenca do BZ mantém a resposta inflamatéria exercida
pelo CXCR3 e seus ligantes.

Quanto a producdo de quimiocinas avaliada em sobrenadantes de cultura,
observamos que as quimiocinas CCL2 e CXCL8 apresentaram uma diminuicao na
condicdo C+T+Bz quando comparada a condicdo C+T, no tempo de 5 dias. Por
outro lado, observamos um aumento dessas mesmas quimiocinas na presenca do
parasita e sem o0 BZ (na condicdo C+T), em relacdo a condi¢cdo s6 com células (C),
também no tempo de cultivo de 5 dias.

A quimiocina CCL2, é quimioatraente para mondcitos e também pode esta
envolvida na ativacdo celular relacionada com a defesa do hospedeiro. E produzida
por monacitos, linfocitos e fibroblastos durante a lesdo de um tecido e possui
especificidade para o receptor CCR2 (SALLUSTO, et al.,, 1998). Na Infeccéo
experimental por T.cruzi, ha um aumento na expressdo do mRNA da CCL2, assim
como na expressao do seu receptor CCR2 (HIGGINS, et al., 2014) e, segundo os
autores isso pode contribuir para 0 recrutamento, e migracdo de células
inflamatorias no tecido cardiaco, levando a persisténcia de miocardite (PAIVA et al.,
2009). Especialmente nos casos de infeccdo pelo T.cruzi, esta quimiocina é
intensamente produzida no tecido cardiaco de camundongos infectados e seu
envolvimento na captacéo e destruicdo do parasita por macréfagos (MACHADO et

al., 2000;PAIVA et al. 2009). Este achado também foi observado em humanos, em
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que foi evidenciado associagdo de niveis plasméticos elevados da quimiocina CCL2
e a citocina TNF-a, em pacientes com a DC grave (TALVANI et al.,, 2004). O
polimorfismo do gene CCL2 em pacientes portadores da DC foi associado com a
gravidade da doenca cardiaca (FRADE et al.,, 2013). Caldas et al. (2014)
observaram que em camundongos infetados com T.cruzi, na fase cronica da
doenca, e tratados com o BZ, apresentaram um aumento da quimiocina CCL2.
Nossos resultados séo discordantes dos achados de Caldas et al.,, 2014, ja que
observamos uma diminuicdo da CCL2 nos pacientes cronicamente infectados, na
presenca do BZ. Este acontecimento provavelmente foi causado pelo aumento do
CCRS5, um dos principais ligantes do CCL2, assim o CCL2 livre no sobrenadante de
cultura apresentou uma diminuicao.

A presenca do BZ diminuiu a producdo de CXCL8 no sobrenadante da cultura
de PBMC. A CXCL8 é uma quimiocina inflamatdéria, que tem como principais ligantes
os receptores CXCR1 e CXCR2, e é responsavel pela quimioatracdo dos neutrofilos
para o local da inflamacdo (WAGNER; ROTH, 2000). Aléem de atuar na migracéo dos
neutrofilos, também é responsavel pela diapedese de linfocitos T e producédo de
superoxidos, como peroxido de hidrogénio e 6xido nitrico (NO) (LYOS, YSHIMURA,
MCMURRAY 2004). Recentemente, com a descoberta das respostas imunes
promovidas pelo perfil Th17, os processos inflamatérios causados por esse subtipo
celular vém sendo bastante explorados (DONG, 2008; SINGH, et al., 2008). A IL-17,
principal citocina produzida pelo perfil TH17, tem propriedades pré-inflamatérias,
induzindo células endoteliais, macréfagos e células epiteliais a produzir uma gama
de mediadores inflamatorios, dentre eles a quimiocina CXCL8 (NAKAE et al., 2003;
ZELANTE et al., 2007). A producdo exacerbada da CXCL8, j4 foi descrita em
doencas inflamatdrias (YANG et al., 2003). No entanto a sua associacao as doencas
infecto parasitarias € pouco explorada. Na DC foi investigada a associacdo do
polimorfismo do gene do CXCL8 com a progressdo da miocardite chagasica, mas
nenhuma diferenca significativa foi demonstrada (FLOREZ et al., 2012). Assim de
acordo com nossos resultados o BZ estaria diminuindo a producdo de CXCLS8, ja
que ndo foi encontrado aumento para o receptor CXCR2. Esse perfil diminuido
dessa quimiocina parece ter um papel benéfico durante o tratamento etiol6égico com
0 BZ, ja que niveis elevados de CXCL8 estdo associados com lesGes no tecido

cardiaco.
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Assim, a influéncia do tratamento com o BZ na resposta imune das
quimiocinas, produzidas por células de PBMC de pacientes crénicos da DC, ndo
apresentou alteracdo na maioria das quimiocinas. Com excec¢éao da CXCL8 e CCL2,
que apresentaram uma diminuicdo na presenca do BZ, demonstrando uma leve
diminuicdo da resposta inflamatdria global. Trabalhos utlizando o BZ como
tratamento da DC crbnica, mostraram que a resposta inflamatoria TH1,
imunomodulada, ou seja com a presenca de mediadores TH2 é benéfica (BAHIA-
OLIVEIRA, et al., 2000; SATHER-AVELAR,et al.,, 2006). No nosso estudo
observamos de modo geral que a resposta predominante era de perfil pro-
inflamatério, mas uma inflamac&@o controlada, onde h& aumento, mas também
diminuicdo de mediadores proé-inflamatérios. Em resumo, acreditamos que, com
relacdo a producdo de quimiocinas e expressao de receptores, o BZ mostrou
beneficios ja que mantém uma inflamacéo necessaria para o controle parasitario, no
entanto sem exacerbacdo da resposta imune. No entanto para desvendar
profundamente os mecanismos desta imunomodulacdo na presenca do BZ, sao
necessarios outros estudos para investigar a cooperacdo entre as ceélulas da
resposta imune inata e adaptativa, associando-se a capacidade de atuacdo do

farmaco em amastigotas neste modelo de experimentagéo.
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8 CONCLUSAO

Tanto nos linfécitos como nos mondcitos a expressdo dos receptores foi
conduzida a uma resposta imunoldgica de perfil inflamatério na presenca do BZ.
Contudo a diminui¢cdo dos receptores CCR1 em linfécitos e CCR4 em mondcitos
estariam evitando a resposta inflamatoria exarcebada. Com relacdo aos achados na
avaliacdo das quimiocinas no sobrenadante de cultura, podemos concluir que a
diminuicdio de CCL2 e CXCL8 estariam exercendo a funcdo de controle da
inflamacéo. Por fim, nossa conclusdo € que devido ao carater inflamatorio, mas
modulado, que o BZ conduziu, podemos afirmar que o farmaco demonstrou

beneficios relevantes na expresséo de receptores e na producao de quimiocinas.
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APENDICE A- TCLE do Portador da DC

Elirigidrin alp dog ok
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TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDND (TCLE)
Portador da doenca de Chagas

Comvidamos. o (2] 5r (a) para partcipar da Pesgquisa .FI.'I'H“EI-I::E-EI- in witro do
benzonidazol sobre celulas da resposta imune submetidas a infecgao com
Trypanosoma cruzi, scb a responsabdicade da pesquisadora Vinginia Lorena do
Centro de Pesqusas Aggeu Magalhdes. Fundagao Oswaldo Cruz. a qual
mﬁenﬂmdﬁamm%dlamdummuda doenga de
Chagas (Trypanosoma cruzi) e do remedio usado para a doenga de Chagas
{Benzonidazod).

E‘dapmimpa;menemﬁaana pe0is, como portador da doenca de Chagas,
o {a) Sr (a) ja apresenta uma defesa do coOMPo CONtE O parasito QUe CaUS3 B553
doenca. Sua paricipacao & voluntana e se dara atraves de trés ftens: (1) coleta de
ate 0 (nowe) cotheres de cha de sangue (45 mi) atraves de um tubo adaptado 3
uma aguiha ester] e descartavel. Esse procedimento e praticamente isento de
risco, pois todo material ulilizado & descartavel. porem, podera causar dor ou
mancha vermetha (hematoma). © sangue sera utizado para: obtengdo de soro
{parte liquida) para confimmagdo da infecgdo, para reafizacio do culfivo das
m]dndum‘rguequamnmmnlzmmnnpammhnemnnre;mdnmn
objetive de: (i) verficar produgdo de citocnas e quimiocinas (substancias
envolvidas no sistema de defesa confra doengas), (i) analisar a ﬂEE-EI'IE;J{iE
marcadores de Hpﬂﬁme cedular (gue identifica quais células s3o0 e se
Fuments ou diminuicao da Iﬁ de cahdas), (i) dosar a quantidade de oxido
nitrico {gue Eanh;nmeﬂa'pmu na defesa contra as doengas) {2) Os
resultados dos seus exames climicos como rao-X (torax e esofago)
elefrocadiograma & ecocardiograma, enfre oulros, serao consultados ataves do
seu prontuanc medico e avaliados pelos pesquisadores e seu medico. {3} Sera
preenchido um formulario de pesquisa, onde algemas pergunias sobre seus
habitos de vida e aspectos dinicos serdo anafisados.

Um pouco da amostm de sangue [mea colher (1.5mL) de som e meia
colher {2,5mL) de culivo de cehulas] sera guardada & anmazenada a -20°C para
uhlla-;nﬁ em pesquisas futuras. Essas amostas serdo utfzadas nas pesquisas
fubvras com objetivas de- realizar noves estedos que complermeniem os objetivos
aqui proposios a2 fim de fechar as “lacunas™ para eniendsr o impacto do
Benzonidazol na resposta imune; identificar a ewokug3o dinica do paciente pam o
desenvolvments de marcadores das formas clinicas cronicas da doenca de
Chagas [estudos de prognastico); buscar o desenvolvimento de novas Cgias
para aperfeigoar o diagnostico da doenca de Chagas. Desta forma. se no futuro,
SUa amosira anrﬁzﬂmafurmlmajapmmuapeawsa poderemos enrar em
contato para preenchimento de outo TCLE. Informagdes sobre o andamento &
resultados das pesquisas podem ser fomecdas para o (a) Sr(a), guando desejar
atraves das formas de contsto conosco, disponibilizadas ao final deste
documenho.

(Garantiremos 3 confidencialidade das informacdes prestadas, assim como
o anonimabe de todos gque parficparemn da pesguisa. Se ola) Srla) acedar

v, Frofmmr Mowss N, w'n - Ddade Uryemieos - Campes s LF D
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Telaforss: B} 2 101 -250000 =000 Fasc {11 ) =SS-14011
s e Sooner b



B i vk o e

PR
Furdagie Dvwalde S

Coarier: s Pannuois Agyec Meagalfms
parficipar. estara conribundo para 3 geragao e conhecimento sobre o
fratamenio com Benzonidazol e conseguentemente para auxiliar 3 conduta
meédica relacionada a0 atamento do paciente. Caso ofa) Sra) n3o acsite
paﬁnpafdamqumuieu .:-l.bendmm'runuaml:uﬂainm bem como o seu
tratamento continuara acontecendo nomMalments,

Se depois de consentir em sua participagao o Sr (3) desistr de continuar
parficipando, tem o direits & a liberdade de retirar seu consentmenic em qualiquer
fase da pesquisa, sefa antes ou depois da colefa dos dados. mdependente oo
motxo & sem nenhum prep.uznamapessua O (a) Sr (a) nao fera nenhuma
gespes3 e Eanhem nao receberd nenhuma remuneracio. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados. mas sua identidade n3o sera divulgada,
sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informagao, o (@) 5 (a) pq:dem
enfrar em contatc através do endersgo Centro de Pesquisas Appeu Magalhdes,
Fundac3o Oswaddo Crnuz, Campus da UFPE, Av. Moraes Rego, s/n, peio teldsfone
{81)2101-256€, ou podera entrar em contatoe com o Comité de Etica em Pesquisa
- CERFCPgAMFIOCRUZ. telefone (31} 2101-2830.

Eu, - Fui
mumﬂmenﬁmlmmmrhﬂremmdﬁwﬁu

colaboragdo, e entendi a explicagao. Por isso, eu concordo em participar do
projeto, sabendo gue n3o vou ganhar nada & que posso sair guando quiser.

Eu autorizo a uiilizagio dessas amostras estocadas: { ) com a necessidade ge
T novo contaio e assinatea de um novo TCLE, | ) dispenso a necessidade de
M nowo contato & assinatura de um nowo TCLE

Este documento & emiido em duas vias que ser3o ambas assinadas por mim e
pelo pesquisador, ficando uma via com cada wm de nos

Data: __ | i
Assinatura do participants ou Impress3o do dedo polegar
-} ;
Wilitomes TH | Sweed AL \Jwif™,
Wimginia Mana Barmos de Lorena
CPOAMFiocne

Fraguissdors Responsavel

S Prdeme Worsss Fex a'n - Dids de Linyemitirs - Canpos S LV
fecfs - PL - CEEY SDUEI0-4050
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APENDICE B-TCLE do n&o pordador da DC
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Fundag e Dearsl de Enuc

Cirirn o Poupues Aggee Magalidem

TERMO DE COMSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDD [TCLE)
W30 Porador da doenca de Chapas

Convidamos o {a) Sr (3] para participar da Pesquisa Av:ha-r;aumvmﬁn
benzonidazol sobre celulas da resposta imune submetidas 3 infecgao com
Trypanosoma cruzi, sob 3 responsabdidade da pesquisadora Vinginia Lorena do
Centro de Fesquisas Aggeu Magathdes. Fundagao Oswaldo Cruz. a qual
pretende analisar células do sangue diante do paaﬂta causador da doenga de
Chapas (Trypanosoms cruzi) e do remedio usado para a doenga de Chagas
{Benzomidazol).

LY

Euapart-::papuene:ﬂﬁsra [0S, wmmpmmdamn-;a:ﬁe
Chagas. umiangmmuﬂmmmm’e negatvo, fazendo uma
::l:ﬂ'nparaa;mm:m 0 sangue de um pac:renteqmepatxlurdadm?
participacio € voluntaria & se dara atraves de dois itens: (1) coleta de {nowe)
colheres de ch3 de sangue (45 mi) através de um tubo adaptade a uma agulha,
esten| & descartavel, Esze pmc:edmtnepmtucanmﬂtmssmdenﬁm pois todo
material mﬂﬂaduedescamm porem, pu-:ﬁe-mcausar dor ou mancha wermmeatha
{hematomna). O sangue ! serd utilizado para: obtengao de soro (parte liquida) para
confimmagan da infecgde, para realizagdo do cultive das celulas do sangue
guando em contato com o parasito e com o remedio com o objetivo de: {i) verficar
produgdo de citocinas & gquimiocinas (substancias envolidas no sistema de
defesa contra doencas), (i) analsar 3 presanca de marcaiones de mﬁue
celular {gue identfica quais celulas s3o & se houve aumento ou diminuicio da
populacao de celuias), (W) dosar a quantidade de duido nitrico (que tambem esta
emvolvido na defesa contra a5 doe Eﬁ (215Eapreenl:i1-du-umf|:rrm.damde
pesquisa, onde algumas perguntas seus habitos de vida serdo analisados.

Um poucc da amosim de sangues [meia colher (2.5mL) de sormo e meia
colher (2,5mL) de cuftive de chulas] sera guardada e amazenada a -20°C para
utilizagdes em pesquisas futuras. Essas amostras serde utizadas nas pesquisas
futvras com objeivos dee realfizar nowos estudos gue complementem os objeivos
aqui proposios 3 fim de fechar as. “lacunas” para entender o impacto do
Benzonidazol na resposta imune; identificar a EmJu-;audnm do pacients para o
desenvobriments de marcadores das formas clinicas crdnicas da doenca de
Chagas {estudos de prognostico); buscar o desenvolvimento de novas ogias
para aperfeicoar o diagnostico da doenga de Chagas. Desta forma, se no futuro,
sua amosira amazenada for vilizada para outra pesguisa, poderemos enmar em
contato para preenchimento de outro TCLE. Informagdes sobre o andamento e
resultados das pesquisas podern ser fomecdas para o (a) 5r (&), quando desejar
aftraves das formas de contaio conosco, disponibilizadas ao final deste
Coeumenio.

Garantiremos a confidencialidade das informagdes prestadas, assim como
o anonimato de bodos que particparem da pesquisa. Se ofa) Sn(a) acestar
participar, estard coninbundo para a geragic de conhecimento socbre o
fratamenio com Benzonidazol & consequentemente para auxdiar 3 conduia
medica relacionada ao ratamento do paciente. Caso ofa} Sra) nac aceite

Ery. P Morses [ w'n - Didas Lerermifiars - Campos S8 UL
Hecfs - PL - CLEES 500804000
TabaiPorsn- [HN] 2 3001 -2 5080 0 E-2000 Fasc 1) t0-15101
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participar da pesquisa o atendimenio de seu fam#ar ne ambulatoric continuara
acontecendo nomalmente.

Se depois de consentir em sua participagdo o Sr {a) desistir de continuar
participando, tem o direite e a liberdade de refirar seu consentmento em quabguer
fase da pesquisa, Seja anies ou depois da colefa dos dados, independente do
moteo & s&m rrenl'um_p-reiulzl:- a sua pessca. O (a) Sr (a) nao tera nenhuma
gespesa & tambeém ndo recebers nenhuma remuneragao. Os resultados da
pesquisa serac analisados e pubficados, mas sua identidade n3o sera divuigada,
sendo guardada em sigilo. Para quabguer oufra informagao, o (a) 5r (a) podera
entrar em contato atraves do enderego Centro de Pesquisas Aggeu Magalh3es,
Fundagao Oswaldo Cruz, Campus da UFPE, Av. Moraes Rego, s/n, pefo telefone
{51} 2101-2568, ou podera entrar em contato com o Comite de Etica em Pesquisa
— CEPYCPgAMFIOCRUL, tefefone (81) 2101-2639.

Eu, . fui
nformado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha
mlal:numg.iﬂ. e entendi a explicagio. Por fsso, eu concordo em participar do
projeto, sabendo que n3o vou ganhar nada & gque posso sair guando quiser,

Eu autonzo a uiilizagdo dessas amostras estocadas: | ) com a necessadade de
T Novo contato & assinaira de um nowo TCLE: | ) dispenso a necessidade de
T Mo contato e assinatura de um novo TCLE

Este documento € emitido em duas vias que ser3o ambas assnadas por mim e
pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de Nos.

Data: __ /
Assinatura do paricipante ou Impress3o do dedo polegar
."'.':-"""f!l e Tl :..-'.-l"" o B ¥ T .

Viginia Mana Barros de Lorena

CPoAMFIoOnE
Fesouizadors Responsive!
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ANEXO A- Parecer do Comité de ética

@

Comité de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Avaliagfo in vitro do benzonidazol sobre células da
resposta imune submetidas a infecgdo com Trypanosoma cruzi”.
Pesquisador responsavel: Virginia Maria Barros de Lorena.
Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPqAM/FIOCRUZ

Data de apresentagdo ao CEP: 10/09/12

Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 29/12

Registro no CAAE: 07511612.2.0000.5190

PARECER N° 26/2013

O Comité avaliou as modificagdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodoldgicos do Projeto em questéo estio condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatacéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 05 de junho de 2016. Em
caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatorio e

atualizagdo do projeto.
Recife, 05 de junho de 2013.

; . ’
e S A‘[‘A c <

/ Coordel‘laéom do C'EPICPqAM

,

Observacao:
Anexos:
¢ Orientagbes ao pesquisador para projetos aprovados;
¢ Modelo de relatorio anual com 1° prazo de entrega para 05/06/2014.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 (‘:‘
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639

Cemtrn de Pesgnias

Recife - PE - Brasil AGGEU FocALZ
comitedeetica@cpaam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Sadoe




