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RESUMO

O unico medicamento disponivel para o tratamento da doenca de Chagas (DC) no
Brasil € o benzonidazol (Bz). O beneficio da medicacdo aos portadores crbénicos da
doenca ainda demonstra controvérsias, mas seu uso nessa fase pode ter a
finalidade de prevenir/retardar a evolucdo da DC para formas mais graves. Os
fendbmenos imunoldgicos que ocorrem apos a terapia com o0 Bz ainda ndo estédo
elucidados. Assim, este estudo propbs avaliar o efeito do Bz sobre o perfil
imunologico de linfécitos T e a producéo de citocinas por células da resposta imune
expostas in vitro ao T. cruzi. Amostras de sangue de portadores crénicos da DC
foram coletadas para obtencéo de células mononucleares de sangue periférico com
posterior infeccdo com tripomastigotas de T. cruzi, seguida de adicdo do Bz as
culturas. Apos o tempo de cultivo, os sobrenadantes foram estocados para posterior
andlise das citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 por CBA e as células foram
avaliadas por citometria de fluxo, quanto & expressio das moléculas CD28" e CTLA-
4" e a producdo de citocinas (IL-10 e IFN-y) em linfocitos T CD4" e CD8". Nossos
resultados mostraram que o tratamento com o Bz aumentou a expressao da
molécula CTLA-4" em linfocitos T CD8", indicando que o Bz pode induzir uma
modulacdo da resposta imune e, consequentemente, diminuir a ativacdo exacerbada
dessas células. Além disso, verificamos uma diminuigdo da produgéo da citocina IL-
10 por linfécitos T CD4" na presenca do Bz. Com relacdo a producéo global de
citocinas por células aderentes e ndo aderentes, observamos que o Bz causou uma
diminuicdo da citocina pro-inflamatéria TNF e da citocina anti-inflamatéria IL-10,
enguanto que as outras citocinas (IFN-y, IL-6, IL4 e IL-2) permaneceram com niveis
elevados de producédo na presenca desse farmaco. Nossos resultados sugerem que
0 Bz induz uma regulacéo da ativacéo de linfécitos T CD8" e a producio de citocinas
do perfil Thl modulado por citocinas do perfil Th2, em células de portadores crénicos
da DC. Assim, acreditamos que a administracdo do Bz aos portadores de formas
clinicas brandas da DC pode ser benéfica a esses pacientes, visto que o Bz néo
promoveu um perfil inflamatério exacerbado.

Palavras chave: Doenca de Chagas. Tratamento. Resposta imune.
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ABSTRACT

The only drug available for the treatment of Chagas disease (DC) in Brazil is
benznidazole (Bz). The benefit of the medication to patients with the chronic form of
DC is controversial. The ministration of Bz in this phase can prevent/delay the
evolution of DC to more severe forms. Immune system modulation that occur after
therapy with Bz are not yet elucidated. Thus, this study aimed to investigate the
effect of Bz on the immune profile of T cells and cytokine production after in vitro
exposure to Trypanosoma cruzi. Blood samples from chronic DC patients were
collected to obtain peripheral blood mononuclear cells, which were subsequently
infected with T. cruzi trypomastigotes and treated with Bz. After the culture period,
supernatants of these co-cultures were stored for further analysis of the cytokines
IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 and IL-2 by Cytometer Beads Array and the cells were
analyzed by flow cytometry for expression of CD28" and CTLA-4" and
intracytoplasmic cytokine production (IL-10 and IFN- y) of both CD4" and CD8+ T
lymphocytes. Our results showed that treatment with Bz increased expression of
CTLA-4 molecule on CD8" T cells, indicating that the Bz can induce a modulation of
the immune response and hence reduce the exacerbated activation of these cells.
Moreover, we observed a decreased production of the cytokine IL-10 by CD4" T
lymphocytes in the presence of Bz. With respect to the overall production of
cytokines, it was observed that Bz caused a reduction in the proinflammatory
cytokine TNF and anti-inflammatory cytokine IL-10, whereas other cytokines (IFN-y,
IL-6, IL -2 and IL-4) maintained a high level of expression in the presence of the drug.
Our results suggest that Bz regulates activation of CD8+ T cells and the production of
Th1 profile cytokines modulated by the Th2 cytokines in cells chronically infected DC.
Thus, we believe that the administration of Bz in patients with mild clinical forms of
DC can be beneficial, as the Bz did not promote an exacerbated inflammatory profile.

Keywords: Chagas disease. Treatment. Inmune Response.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi, € uma doenca parasitaria endémica que ocorre principalmente
em paises da América Latina (MUNOZ-SARAVIA et al., 2012), sendo considerada
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma das mais importantes
doencas infecto-parasitarias relacionadas a pobreza. Essa doenca afeta cerca de 8
milhdes de pessoas no mundo, especialmente na América Latina, onde a
transmisséo vetorial por insetos triatomineos provoca cerca de 40 mil casos novos
por ano (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2009). No Brasil, a
estimativa de infectados € de aproximadamente 3 milhdes de pessoas (PETHERICK
et al., 2010).

A analise dos aspectos clinicos e laboratoriais dos portadores da DC permite
classifica-la em duas fases caracteristicas: aguda e cronica. A fase aguda dura em
meédia de dois a quatro meses apos a infeccdo e é caracterizada por uma elevada
parasitemia e baixos niveis de anticorpos, sendo imperceptivel em grande parte dos
individuos, devido a escassez ou auséncia de manifestacfes clinicas (COURA,
2007). Apés a fase aguda, os individuos infectados evoluem para a fase crbnica, que
€ caracterizada por uma reducdo dos parasitos no sangue e pelos elevados titulos
de anticorpos (DUTRA; GOLLOB, 2008). A fase crbnica da DC apresenta um amplo
espectro de manifestacfes clinicas, na qual os portadores dessa fase apresentam
quadros clinicos que variam desde a auséncia de sintomas até graves complicacdes
cardiacas e/ou digestivas (CONSENSO..., 2005).

Diversos trabalhos tém demonstrado que o estabelecimento e a manutencéo
das diferentes formas clinicas estdo associados a distintas e complexas relacées
parasita-hospedeiro envolvendo diretamente o sistema imune do paciente (VITELLI-
AVELAR et al.,, 2005). Acredita-se que a auséncia dos sintomas na DC esta
relacionada com a capacidade do individuo regular negativamente a resposta imune
gue controla o parasitismo persistente (BRENER; GAZZINELLI, 1997). Essa
resposta imune equilibrada é essencial ndo s6 para o controle da parasitemia, mas
também para minimizar a resposta inflamatoria que pode ser responsavel por causar
as formas graves da DC (SOUZA et al., 2007).

Atualmente, o farmaco utilizado para o tratamento da DC no Brasil e em

alguns paises da America Latina é o benzonidazol (Bz) (CANCADO, 2000), uma
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droga nitroheterociclica (N-benzil-2-nitro-1-imidazol-acetamida) que interfere
diretamente com a sintese de macromoléculas pelo T. cruzi, tais como DNA, lipideos
e proteinas (MAYA, 2006). Na fase aguda da doenca, esse medicamento &
fortemente recomendado, com uma taxa de cura de cerca de 70%. Na fase cronica,
no entanto, h4 uma discordancia sobre a utilidade da terapia devido as reacdes
adversas, baixas taxas de cura e a auséncia de critérios para avaliacdo de cura
(MARIN-NETO et al. 2009).

Alguns trabalhos demonstraram que o uso da terapia com o Bz na fase
cronica tem a finalidade de prevenir e/ou retardar a evolugcdo da DC para formas
clinicas graves (BERN et al., 2007; FRAGATA-FILHO et al., 1995; GARCIA et al.,
2005). Acredita-se que um dos principais fatores que influenciam na eliminacédo do
parasito, assim como no controle da morbidade, apds o tratamento da DC é a acéo
sinérgica entre os efeitos da terapia com o Bz e a resposta imune do hospedeiro
(SATLHER-AVELAR et al. 2012). Entretanto, os eventos imunolégicos que ocorrem
apos o uso da medicacdo ainda ndo estdo completamente elucidados. Desta forma,
conhecer os fendbmenos decorrentes da interagcdo de formas tripomastigotas do T.
cruzi com células da resposta imune, associada com a adicao in vitro do Bz, é de
grande importancia para o entendimento dos eventos decorrentes do tratamento
com esse farmaco in vivo. Nesse contexto, este estudo propds avaliar moléculas
presentes em linfocitos T e o perfil de resposta celular pela avaliagcdo da producéo
de citocinas, de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de portadores
cronicos, submetidos a exposicdo ao T. cruzi e ao tratamento com o Bz, a fim de
observar as possiveis alteracfes na resposta imune celular que estejam associadas

a droga anti-parasitaria.



18

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos epidemioldgicos da doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana ou DC é causada pelo protozoario
hemoflagelado T. cruzi, pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia
Tripanossomatidae (COURA; DIAS, 2009). O agente etiolégico, assim como 0s
insetos vetores, reservatorios naturais, epidemiologia, manifestacées clinicas e os
diferentes estagios de desenvolvimento da DC foram descritos pela primeira vez
pelo médico brasileiro Carlos Chagas em 1909 (FERNANDES; ANDREWS, 2012).
Sua descoberta representa um feito Gnico na histéria da medicina, constituindo um
marco importante na histéria da ciéncia e da saude brasileiras (RASSI Jr.; RASSI,;
MARIN-NETO, 2010).

A forma classica de transmissao da doenca ocorre através do contato da pele
lesionada com formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas excretas do vetor,
gue sdo insetos hematéfagos pertencentes a subfamilia Triatominae e conhecidos
popularmente como barbeiros, sendo o principal vetor o Triatoma infestans (COURA,
2007). Entretanto, transplantes de 6érgaos, acidentes laboratoriais e as vias
transfusional, oral e congénita também constituem formas de transmissdo da DC
(COURA, 2007).

A DC é considerada pela OMS como uma das mais importantes doencas
infecto-parasitarias relacionadas a pobreza na América Latina. A doenca encontra-
se endémica desde o norte do México até o sul da Argentina (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2009), sendo a estimativa de infectados no mundo de 8
milhdes de pessoas , com cerca de 75-90 milhdes de pessoas sob o risco de contrair
a infeccdo (COURA; DIAS, 2009; RASSI Jr.; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Nas
Ultimas décadas, em virtude das migragdes internacionais, 0 nimero de individuos
infectados aumentou em regides ndo endémicas, como nos Estados Unidos,
Canada, Europa, Austrélia e Japdo (COURA; VINAS, 2010; DIAS, 2006).

No Brasil, a estimativa é que aproximadamente 3 milhées de pessoas sejam
portadores da DC (PETHERICK et al. 2010). A média de internacdo nacional pela
DC foi de 0,99 no periodo de 1995 a 2008. No mesmo periodo, Pernambuco obteve
uma meédia de 0,39, sendo as maiores taxas no interior do Estado. Com relacéo ao

namero de obitos, o Brasil apresentou média de 3,66 no periodo de 1980 a 2007 e 0
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estado de Pernambuco apresentou média de 1,56 no mesmo periodo. Entre 2001 e
2006, as taxas para os casos agudos foram 0,56 e 0,21 para o Brasil e Pernambuco,
respectivamente (BRAZ et al., 2011).

A partir da década de 1970, medidas foram tomadas a fim de interromper a
transmissdo vetorial no Brasil, através do emprego de inseticidas.
Concomitantemente, foram adotadas agfes preventivas que também permitiram o
controle da transmiss&o através da transfuséo sanguinea (MINISTERIO DA SAUDE,
2005). Assim, em 2006, o Brasil recebeu uma certificacéo relativa a eliminacéo da
transmissdo da DC pelo principal vetor e pela via transfusional, concedida pela
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) (DIAS, 2006). Entretanto, as
diversas formas de transmissdo, principalmente a oral e a vetorial por insetos
vetores considerados de importancia secundaria, como Panstrongylus lutzi,
Panstrongylus geniculata, Triatoma rubrovaria, Triatoma brasiliensis e Triatoma
sordida (CONSENSO..., 2005), estdo contribuindo para a manutencdo do T. cruzi
em determinadas regides do pais.

A transmissdo oral ocorre através da ingestdo de alimentos contaminados
com T. cruzi. Recentemente no Brasil, relatos demonstraram casos de surtos de
contaminacdo oral, na Amazébnia legal e outros estados, pela ingestdo de acai e
cana de acucar (SHIKANAI-YASUDA et al.,, 1991; STEINDEL et al., 2008). No
periodo de 2000 a meados de 2010, foram registrados 1093 casos de DC aguda,
sendo, 71% por transmissédo oral e 6% por transmissao vetorial (BRASIL, 2010).
Porém, acredita-se que esses numeros nao refletem a situacdo real, pois a maioria
dos individuos infectados na fase aguda apresenta nenhuns ou poucos sintomas,
gue muitas vezes sdo confundidos com outras doencas e, desta forma, ndo ha a

procura por assisténcia médica para diagndstico da doenca.

2.2 Aspectos clinicos e laboratoriais da doenca de Chagas

As manifestacdes clinico-laboratoriais apresentadas pelo individuo dividem a
doenca em duas fases caracteristicas: a aguda e a cronica. Apés a infeccao, inicia-
se a fase aguda, que dura de dois a quatro meses, sendo caracterizada por uma
elevada parasitemia. Na maioria dos individuos, a fase aguda é imperceptivel devido
a auséncia de manifestagdes clinicas ou a presenca de sintomas inespecificos,

como febre, adenomegalia e hepatoesplenomegalia (COURA, 2007). Quando a
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transmissdo é vetorial, alguns individuos podem apresentar sinais de porta de
entrada do parasita, como o edema bipalpebral denominado sinal de Romana ou o
chagoma de inoculacdo (LANA; TAFURI, 2005).

Durante a fase aguda, o diagnostico € realizado através da deteccdo do
parasito utilizando métodos parasitologicos diretos ou indiretos, uma vez que o T.
cruzi permanece circulando na corrente sanguinea. Os meétodos parasitologicos
mais utilizados sdo o exame de sangue a fresco e o esfregaco de gota espessa
(GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009).

Apébs o término da fase aguda, inicia-se a fase crénica da DC. A progressao
para essa fase é concomitante com o estabelecimento de uma resposta imune
relativamente eficiente, resultando em uma reducdo da parasitemia. Apesar da
diminuicdo dos niveis do parasita no sangue, € durante essa fase que podem
ocorrer os sintomas mais graves da doenca (DUTRA; GOLLOB, 2008). A maioria
dos pacientes crénicos com DC, cerca de 60-70%, permanece na forma
indeterminada (FI), caracterizada por auséncia de manifesta¢des clinicas. Cerca de
30-40% dos individuos infectados irdo desenvolver uma das formas cronicas graves
da doenca: cardiaca (FC) (20-30%) e digestiva (FD) (8-10%) (RASSI JR.; RASSI;
MARIN-NETO, 2010) (Figura 1). Além das formas crbnicas citadas, ha também a
forma mista, na qual o individuo apresenta concomitantemente alteracdes cardiacas
e digestivas da doenca (COURA, 2007).

Figura 1 - Evolucgéo clinica da doenca de Chagas humana.

Infecgdo por T. cruzi

!

4 Faseaguda Fase cronica Fase cronica

Parasitemia

Resposta imune

Fonte: Adaptado de Dutra et al. (2009).
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Os individuos portadores da Fl, embora apresentem sorologia positiva para T.
cruzi, ndo apresentam os sintomas clinicos da DC, além de eletrocardiograma e
exames radioldgicos do torax, esdfago e célon normais. Os portadores da FC
apresentam um amplo espectro de manifestacdes clinicas, que vai desde a
presenca de anormalidades silenciosas até formas graves, como a insuficiéncia
cardiaca refrataria podendo ocorrer morte subita. A cardiopatia chagésica crénica é
a principal responsavel pela elevada morbimortalidade da doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005). J4 os pacientes com a FD apresentam destruicdo dos plexos
mioentéricos, podendo levar ao megaestfago (dilatagdo do esb6fago) e/ou
megacolon (dilatagdo do célon).

Devido a escassa parasitemia na fase crbénica, o diagndstico laboratorial é
realizado através de testes soroldgicos para a deteccdo da presenca de anticorpos
de classe IgG contra antigenos de T. cruzi. O Ministério da Saude recomenda a
utilizacdo de pelo menos dois testes sorolégicos com preparacdes antigénicas
diferentes ou de principios metodolégicos diferentes, podendo ser o Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), a imunofluorescéncia indireta e/ou a hemaglutinagéo
indireta (CONSENSO..., 2005).

2.3 Aspectos imunolégicos da doenca de Chagas

Os mecanismos envolvidos na variacdo das manifestacfes clinicas entre os
individuos portadores crbénicos da DC, bem como a evolugdo dos individuos
assintomaticos (FI) para as formas graves da doenca (FC e/ou FD), ainda sdo pouco
compreendidos. Acredita-se que essas manifestacfes sdo decorrentes de multiplos
fatores relacionados tanto ao parasito (cepa, viruléncia, antigenicidade, tropismo)
quanto ao hospedeiro, sendo o principal a resposta imununoldgica (ANDRADE et al.,
2002; DUTRA; GOLLOB, 2008; MACEDO; PENA, 2004). Essa resposta imune pode
ser influenciada por caracteristicas genéticas do hospedeiro, idade, sobreposi¢céo de
infeccbes por micro-organismos nao relacionados e/ou reinfeccdo pelo T. cruzi
(GOMES et al., 2003).

Apesar da presenca do T. cruzi ser critica para desencadear as reacdes que
levam a evolugdo da fase cronica para formas graves da DC, o parasito pode néo
ser o0 Unico responsavel por sua manutencdo. A ativacao do sistema imune contra o

parasito pode gerar danos teciduais e também pode reconhecer componentes do
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proprio hospedeiro (DUTRA et al., 2000). Ha duas hipdteses principais acerca dos
mecanismos envolvidos na variagao das formas clinicas crénicas: a primeira postula
que a persisténcia do T. cruzi nos érgaos afetados € a maior causa da morbidade e,
consequentemente, do dano tissular (FUENMAYOR et al.,, 2005); e a segunda
postula que processos autoimunes tém importancia fundamental para a destruicao
dos tecidos (CUNHA-NETO et al.,, 2006). Essas teorias podem estar associadas
explicando a severidade das formas clinicas da doenca nessa fase (LORENA et al.,
2010).

Nos dias atuais, compreender o papel da resposta imune sobre a infeccéo
causada pelo T. cruzi ainda é um desafio (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999). De
maneira geral, os individuos que permanecem com a Fl sdo capazes de reduzir o
namero de parasitos na fase inicial da infeccdo e possuem mecanismos regulatorios
que limitam o desenvolvimento da doenca. Por outro lado, individuos que
desenvolvem a doenca cardiaca, apesar de serem capazes de controlar a
parasitemia, podem ndo ser capazes de elaborar uma resposta imunoregulatoria
eficiente, persistindo uma resposta inflamatéria exacerbada no tecido cardiaco
(DUTRA; GOLLOB, 2008).

Estudos tém demonstrado que o dano tissular poderia ser mais severo na
auséncia de mecanismos regulatorios que envolvessem as respostas imunoldgicas.
Ha indicios de que a infeccdo pelo T. cruzi altera a expressdo de moléculas
acessorias na ativacao de células T, como CD28 e CTLA-4 (SOUZA et al., 2007). A
ativacao dos linfécitos T requer sinais que sao oriundos das Células apresentadoras
de antigeno (APCs). O primeiro sinal é o reconhecimento dos antigenos peptidicos
associados ao MHC (expresso principalmente nas APCs), pelo receptor de célula T
(TCR). O segundo sinal é realizado pela interacdo entre os co-estimuladores CD80
(B7-1) e CD86 (B7-2), expressos na superficie das APCs, e a molécula CD28
expressa constitutivamente na superficie dos linfécitos T virgens (CARRENO;
COLLINS, 2002). Apés essa ligacao, ha producédo de citocinas, principalmente IL-2,
para a proliferacdo e diferenciagdo dos linfocitos T virgens em células efetoras
(LENSCHOW et al., 1994;LINSLEY; LEDBETTER, 1993) (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismo de apresentacdo de antigeno e ativacdo das células T.
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Fonte: Adaptado de University of South Carolina (2009).

Legenda: TCR: Receptor de células T; B7: Moléculas co-estimulatérias (CD80" e/ou
CD86"); MHC: Complexo principal de histocompatibilidade; CD28: Ligante da
molécula co-estimulatéria; IL2: Interleucina 2.

A auséncia da molécula acessoria CD28 em linfécitos T foi estudada por
Menezes et al. (2004), mostrando que essas células, em individuos com a FI, tém
papel de controlar a resposta inflamatéria através da secrecdo de IL-10. Ja em
pacientes portadores da FC, a presenca de linfécitos T CD28 pode estar
relacionada com o dano cardiaco por secretarem altos niveis de TNF-a. Além disso,
a molécula acesséria CTLA-4 também foi estudada entre os portadores crénicos da
doenca de Chagas (SOUZA et al., 2007). Essa molécula € expressa nos linfécitos T
e reconhece o mesmo ligante (familia B7) que a molécula CD28, entretanto exercem
funcdes opostas, uma vez que a CTLA-4 ao interagir com CD80 e CD86 libera sinais
negativos que inibem a ativacdo de células T (WANG; CHEN 2004) (Figura 3).
Souza et al. (2007), mostraram que pacientes portadores da forma Fl apresentavam
niveis de expresssdo mais elevados dessa molécula, principalmente em células T
CD8, quando comparados aos portadores da forma FC, indicando que essa

molécula leva a uma modulagéo da resposta imune mediada por células T.
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Figura 3 - Mecanismo de regulacdo negativa da ativagdo das células T.
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Fonte: Adapatado de University of South Carolina (2009).

Legenda: TCR: Receptor de células T; B7: Moléculas co-estimulatérias (CD80" e/ou
CD86%); MHC: Complexo principal de histocompatibilidade; CD28: Ligante da molécula
co-estimulatéria; I1-2: Interleucina 2.

Os sinais co-estimulatérios sao cruciais no desencadeamento de respostas
imunes efetoras de células T. Considerando a importancia de CD28 para a ativacao
das células T, a perda da expresséo dessa molécula durante a infeccdo pode indicar
uma possivel base para eventos imunorregulatorios observados nos diferentes
estagios de ativacdo de células T na infeccdo (DUTRA et al., 1996). Sendo assim, a
expressao diferencial das moléculas CD28 e CTLA-4 entre os portadores cronicos
da DC pode conduzir a diferentes funcdes dos linfocitos T (MENEZES et al, 2004).

Com relagcédo aos perfis de citocinas nas formas crénicas da DC, vem sendo
demonstrado que citocinas inflamatérias desempenham um papel importante na
geracado do infiltrado inflamatério e no dano tecidual. Assim, nos portadores da FC
ha um aumento da resposta Thl com producédo de citocinas IFN-y e TNF-a quando
comparados aos portadores da FI da doenca, o que resulta em um predominio de
um “ambiente inflamatério” (CUNHA-NETO et al., 1998; HIGUCHI et al., 1997; REIS
et al., 1993) (Figura 4). Em contrapartida, nos portadores da FI ha producdo da
citocina regulatéria IL-10, que tem papel de controlar a resposta inflamatoria
resultando em um predominio de um “ambiente regulatério” (MENEZES et al., 2004).

Esses estudos reforcam a ideia de que o hospedeiro desenvolve uma

resposta imunologica forte e especifica contra os antigenos do T. cruzi nas formas
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graves da doenca. Entretanto, ainda nao esta totalmente elucidado o motivo pelo
qual dessa resposta imune ser tao diferenciada entre os portadores cronicos da DC
(CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; MENEZES et al., 2004).

Figura 4 - Resposta imune nas formas cardiaca e indeterminada da doenga de

Chagas.
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Fonte: Adaptado de Menezes, Teixeira e Dutra (2009).
Legenda: CD: Cluster ofdifferentiation; APC: Célula Apresentadora de Antigeno;
IL: Interleucina; IFN-y: Interferon gama; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa.

2.4 Tratamento etiol6gico da doenca de Chagas

Atualmente, estéo disponiveis apenas dois quimioterapicos para o tratamento
da DC: o Bz e o Nifurtimox (Nf), que sdo os farmacos que apresentam melhores
desempenhos nos paises endémicos (NEGRETTE et al., 2008). Ambas as drogas
atuam sobre as formas tripomastigotas sanguineas e amastigotas do T. cruzi
(CANCADO in DIAS; COURA 1997), através da formacdo de radicais livres
intermediarios e/ou metabolitos nucleofilicos que, quando produzidos, ligam-se a
lipideos, proteinas e DNA do parasito, danificando-os (MAYA, 2006; URBINA, 1999).
A inexisténcia, no T. cruzi, de mecanismos de desintoxicacdo contra esses radicais
livres, torna o parasito mais sensivel ao dano celular induzido por esses metabdlitos
do que as células humanas (CASTRO; MECCA; BARTEL, 2006; MAYA et al., 2006).

Os resultados obtidos acerca do tratamento com ambas as drogas variam de
acordo com a fase da doenca, o periodo de tratamento e a dose, a idade e a origem
geografica do paciente (COURA; CASTRO, 2002). Estudos longitudinais usando os
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farmacos Bz e Nf mostraram que as chances de cura parasitoldégica sdo maiores se
o diagnostico da doenca e o tratamento sdo realizados precocemente (DINIZ et al.,
2013). Pesquisas realizadas no Brasil e em outros paises do continente Sul-
Americano (CANCADO et al., 1976; CANCADO, 1985) sobre a tolerancia e a
eficAcia desses dois antiparasitarios em pacientes nas fases aguda e cronica da
doenca, demonstraram importantes efeitos colaterais com as duas drogas, sendo o
indice de cura parasitologica em torno de 60% nos pacientes que apresentam a fase
aguda, mas com eficacia limitada na fase cronica (COURA et al.,, 1997). Na DC
congénita, o tratamento precoce de recém-nascidos com Bz e Nf foi eficaz em 66%
a 100% dos casos (SCHIJMAN et al., 2003).

A partir da década de 1980, o uso do Nf foi descontinuado, primeiro no Brasil
e depois em outros paises da América do Sul, como Argentina, Chile e Uruguai
devido & sua toxicidade e ao seu efeito tripanossomicida ser menor em algumas
regides endémicas (COURA; CASTRO 2002). Sendo assim, o Unico medicamento
ativo contra o T. cruzi disponivel para utilizacdo clinica atualmente no Brasil € o Bz,
uma droga nitroheterociclica sintetizada em 1972 por Wineholt e Liebman e
produzido pelo laboratério Hoffman - La Roche, na Suigca (CANCADO, 2000). A
partir de abril de 2003, os direitos e a tecnologia da fabricacdo do Bz foram cedidos
ao Brasil pela Roche e estd sendo produzido e distribuido pelo Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco Governador Miguel Arraes (LAFEPE)
(SCHOFFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 2006).

O esquema terapéutico dessa droga em adultos é realizado na dosagem de
5-7mg/kg de peso corpoéreo por dia, durante 60 dias, em duas tomadas, geralmente
de 12 em 12 horas. Apesar da sua atividade tripanossomicida, o uso do Bz pode
causar varias reacfes adversas indesejaveis, que variam de leves incbmodos gerais
e digestivos a efeitos colaterais mais graves, como reacdes de hipersensibilidade,
depressao da medula 6ssea e polineuropatia periférica (CANCADO, 1997). Embora
frequentes, os efeitos adversos geralmente desaparecem quando o tratamento é
interrompido (BERN et al., 2007).

A utilizacdo do Bz é recomendada em casos agudos, congénitos, de
reativacado da infeccdo e em criancas infectadas (CONSENSO..., 2005). Pacientes
cronicos entre 18 e 50 anos também podem ser tratados, desde que ndao
demonstrem manifestagdes clinicas ou que essas estejam presentes de forma

branda (BERN et al., 2007). Embora cerca de 70% dos pacientes tratados com Bz



27

na fase aguda apresentem cura, na fase crénica tardia esse farmaco apresenta um
indice de cura parasitologica pouco expressivo (MARIN-NETO et al., 2009). J& na
fase crbnica recente, em criancas menores de 15 anos, a taxa de cura é de 50 a
60% (FABBRO et al., 2007; STREIGER et al., 2004). A inexisténcia de parametros
seguros para se determinar a eficacia da terapéutica na fase crénica tardia pode ser
responsavel pelos baixos indices de cura, quando se considera a negativagédo
sorologica convencional (SATHLER-AVELAR et al., 2007).

Alguns trabalhos demonstram que o tratamento na fase crénica da doenca
tem como finalidade prevenir ou retardar a evolugdo da DC para as formas clinicas
mais severas (BERN et al.,, 2007; FRAGATA-FILHO et al., 1995; MACHADO-DE-
ASSIS et al., 2013), proporcionando uma melhor qualidade de vida aos pacientes
cronicamente infectados, mesmo sem a negativacdo dos testes sorolégicos ou sem
a completa eliminacdo do parasito (ANDRADE et al., 1991; GARCIA et al., 2005).
Contudo, alguns trabalhos avaliando pacientes apds tratamento verificaram o
fracasso da medicacao na eliminacdo dos parasitas na fase cronica, nao interferindo
na progressao da doenca (BRITTO et al., 2001; LAURIA-PIRES et al., 2000). Desta
forma, o beneficio da medicacdo aos portadores crénicos ainda demonstra
controvérsias. A eficdcia do Bz na reducdo da carga parasitaria em pacientes com
cardiomiopatia chagasica cronica, bem como a avaliacdo da seguranca e
tolerabilidade do medicamento, estdo sendo avaliadas por um estudo multicéntrico
chamado BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis)
(MARIN-NETO et al., 2009).

2.5 Resposta imune associada ao tratamento com o benzonidazol

Acredita-se que um dos principais fatores que influenciam na eliminacdo do
parasito, assim como no controle da morbidade, apos o tratamento da DC é a acéo
sinérgica entre os efeitos da terapia com o Bz e a resposta imune do hospedeiro
(SATLHER-AVELLAR et al., 2012). Contudo, ao contrario da imunopatogénse da DC
gue tem sido bastante explorada pelos pesquisadores, pouco tem sido relatado com
relacédo ao efeito da terapia com o Bz sobre a resposta imune do hospedeiro.

Tem sido proposto que a capacidade de producéo de IFN-y esta associada
com a eficacia terapéutica durante a DC aguda. Da mesma forma que a manutencao

de uma resposta imune com altos niveis de IFN-y durante a fase cronica da infec¢ao
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pode favorecer a cura ap6s o tratamento ou pode influenciar o desenvolvimento da
morbidade da FC da doenca na auséncia da quimioterapia, sugerindo o possivel
papel paradoxal dessa citocina na fase cronica da doenca (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
1998). Bahia-Oliveira et al. (2000), avaliaram a producédo in vitro de IFN-y apds
estimulacdo antigénica de PBMC de pacientes tratados durante a fase aguda e
confirmaram que individuos considerados curados ap6s o tratamento com Bz
produziam niveis significantemente mais elevados de IFN-y quando comparados ao
grupo de individuos néo curados. Nesse estudo, os autores ndo puderam determinar
se os altos niveis de IFN-y sdo a causa ou a consequéncia da eliminagdo do
parasito. Contudo, especula-se que niveis elevados de IFN-y podem estar atuando
de forma sinérgica com a quimioterapia durante a fase aguda para eliminar o
parasito (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000).

Em contraste com os achados de Bahia-Oliveira et al (2000), Laucella et al.
(2009) verificaram que individuos portadores cronicos submetidos ao tratamento
com Bz apresentaram declinio de IFN-y, produzidos por células T especificas, apds
12 meses do tratamento e que, posteriormente, tornou-se indetectavel na maioria
dos individuos tratados, sugerindo que o tratamento durante a fase crénica da DC
tem um efeito substancial na resposta imune especifica ao parasito e que isso pode
ser indicativo da eficacia do tratamento e cura. Por outro lado, alguns estudos
demonstraram que o tratamento com Bz conduz para um tipo de modulacdo da
resposta imune Thl, sendo a IL-10 um elemento chave para controlar o dano
tecidual deletério que eventualmente pode ocorrer devido a resposta pro-inflamatoria
mediada pelo IFN-y, observada durante o tratamento especifico (SATHLER-
AVELAR et al., 2006; SATLHER-AVELAR et al., 2008; SATHLER-AVELAR et al.,
2012).

Diante dessas incertezas a respeito do efeito do tratamento com o Bz na
resposta imune de portadores crénicos da DC, sdo necessarios estudos mais
detalhados que estabelecam os efeitos desse tratamento nas células do hospedeiro
(SATHLER-AVELAR 2007). Assim, nos propomos neste estudo, avaliar moléculas
presentes em linfécitos T e o padréo de resposta celular pela avaliacdo da producéo
de citocinas, de PBMC de portadores cronicos, submetidos a interagdo com o T.
cruzi e ao tratamento com o Bz, a fim de observarmos as possiveis alteragbes na

resposta imune celular que estejam associadas a droga anti-parasitaria.
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil apresenta aproximadamente 3 milhdes de individuos portadores da
DC. No entanto, o tratamento da DC em pacientes crénicos ainda € controverso e
sua utilizacdo pode ter a finalidade de prevenir/retardar a evolucdo da doenca. As
evidéncias apresentadas na literatura que avaliaram a evolucao clinica em animais e
em humanos submetidos ao tratamento com Bz levam a crer que essa droga é uma
ferramenta eficaz no tratamento do paciente cronicamente infectado, melhorando
seu estado clinico e aumentando sua sobrevida. Contudo, os fenémenos
imunolégicos que ocorrem apés o uso do Bz ainda ndo estéo totalmente elucidados.
Desta forma, a avaliacdo do efeito do Bz sobre células da resposta imune de
portadores crénicos pode ser uma ferramenta util para determinar a administracéao
da medicacao nesses individuos.

Portanto, espera-se com este estudo conhecer e descrever alguns
mecanismos que possam estar relacionados a resposta imune de individuos
cronicamente infectados que tenham perfil para receber o tratamento, auxiliando na
identificacdo de possiveis estratégias futuras para diminuir a disseminacdo do
parasito e progressdo da doenca sintomatica. Assim, acredita-se que a avaliacdo da
ativacdo de células T CD4 e T CD8, bem como da producdo de citocinas dos
padrées Thl e Th2 apos o tratamento com o Bz podera elucidar alguns mecanismos
relacionados a resposta imune de individuos portadores da DC submetidos a terapia
antiparasitaria com o Bz. Além disso, os resultados deste trabalho podem auxiliar
outros estudos em andamento, como o BENEFIT, no intuito de comprovar a

indicacdo do uso do Bz em pacientes portadores crénicos da DC.



30

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do benzonidazol sobre células da resposta imune e producao

de citocinas apos a exposicao in vitro ao Trypanosoma cruzi.

4.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a expressdo das moléculas CD28" e CTLA-4" em linfocitos T CD4" e
CD8" provenientes de células ndo aderentes expostas ao Trypanosoma cruzi

e/ou tratadas com Benzonidazol;

b) Detectar as citocinas intracitoplasmaticas IL-10 e IFN-y em células T CD4" e
CD8" provenientes de células ndo aderentes expostas ao Trypanosoma cruzi

e/ou tratadas com Benzonidazol;

c) Avaliar os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF no
sobrenadante do cultivo de células mononucleares de sangue periférico
expostas ao Trypanosoma cruzi e/ou tratadas com Benzonidazol.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencéo de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

A manutencéo do ciclo do T. cruzi e obtencdo de formas tripomastigotas, para
posterior infeccao de células aderentes humanas, ocorreu em duas etapas, sendo a
primeira o cultivo das células Vero e, a segunda, a infec¢cdo dessas células com as

formas tripomastigotas de T. cruzi.

5.1.1 Cultivo de células Vero

Oriundas de células epiteliais renais do macaco-verde africano
(Cercopithecus aethiops), as células Vero sdo muito utilizadas em cultivo celular
como célula hospedeira de parasitos eucariotos, especialmente 0s
Tripanosomatideos, por desenvolverem bem o ciclo desses parasitos (CAMARA et
al., 2013). Essas células possuem padrdao de crescimento caracterizado por uma
morfologia alongada e crescimento em monocamada sobre plastico ou vidro.

As células Vero criopreservadas em meio RPMI 1640 suplementado
(glutamina - 2 mM, soro bovino fetal — SBF - Sigma™ a 10%, com 1% de antibiotico -
Penicilina 10.000 unidades/mL e Estreptomicina 10mg/mL), contendo dimetilsufoxido
(DMSO) a 10%, foram descongeladas rapidamente em banho-maria a 37 °C. Para
lavagem das células, a suspensdo contendo as células e meio RPMI incompleto
(sem SBF) foram adicionados em tubos de polipropileno (BD Falcon™ 15 mL) para
centrifugacdo a 400 g durante 10 minutos a 22 °C. Ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento contendo as células foi ressuspendido
em 1 mL de meio RPMI suplementado. Em seguida, a suspensao celular foi
depositada em garrafas de cultura contendo 4 mL de meio RPMI suplementado e

incubadas (37° C e 5% de CO,) até confluéncia total das células.
5.1.2 Infecgéo das células Vero
As formas tripomastigotas da cepa Y criopreservadas foram descongeladas

rapidamente em banho-maria a 37 °C. Em seguida, a suspensdo contendo 0s

tripomastigotas foi colocada em tubo de polipropileno (BD Falcon™ 15 mL) e foram
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adicionados 10 mL de meio RPMI incompleto para lavagem. Apés a centrifugacéo a
400 g durante 10 minutos a 22° C, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido com 5 mL de meio RPMI suplementado a 2% de SBF.
Posteriormente, a suspensao foi adicionada em garrafas de cultivo contendo as
células Vero e incubadas na estufa de CO;, a 37 °C overnight. Apds esse periodo, o
sobrenadante foi retirado para remocdo dos parasitos que nao penetraram nas
células e, em seguida, foram adicionados 5 mL meio RPMI suplementado e as
garrafas foram incubadas novamente. Todos os dias as garrafas foram observadas
no microscopio invertido para avaliacdo da multiplicagdo dos parasitos no interior do
citoplasma celular. ApGs ruptura das células, os tripomastigotas foram coletados,
lavados e utilizados para infeccdo de novas células Vero e de células aderentes

humanas.

5.2 Populagéo do estudo

Onze portadores crénicos da DC foram selecionados na Casa do Portador de
doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro Cardiol6gico de
Pernambuco (PROCAPE), Recife - PE, da Universidade de Pernambuco (UPE). Os
pacientes foram incluidos no estudo através dos seguintes critérios:

1) Possuir sorologia reagente para a infeccdo pelo T. cruzi através de dois
testes imunoenziméticos com preparacdes antigénicas diferentes ou dois testes com
principios metodologicos diferentes;

2) Possuir exames clinicos para caracterizacdo da forma clinica;

3) Néo ter sido submetido ao tratamento etiolégico;

4) Nao ter apresentado queixas digestivas como disfagia e/ou constipacao;

Para caracterizar os pacientes quanto ao seu estado clinico, foram realizados
exames fisicos e laboratoriais, como eletrocardiograma, ecocardiograma, radiografia
de térax e esbdfago, além do enema opaco, quando necessario. Esses exames
clinicos permitiram a caracterizacdo dos pacientes nos estagios de envolvimento
cardiaco A e B1, estabelecida pela | Diretriz Latino-Americana para Diagnostico e
Tratamento da Cardiopatia Chagasica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2011). Os pacientes classificados no estagio A (FI) de envolvimento
cardiaco sdo aqueles que ndao possuem sintomas e apresentam eletrocardiograma e

RX de térax normais. Ja os pacientes classificados como B1 (FC leve) sdo aqueles
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que apresentam alteracdes eletrocardiograficas (disturbios de conducdo ou
arritmias), mas que ndo possuem disfuncéo ventricular. Além disso, esses pacientes
podem ter alteracfes ecocardiograficas discretas (anormalidades de contratilidade
regional), porém a funcdo ventricular global € normal. Desta forma, foram
selecionados 6 pacientes da forma clinica A e 5 portadores da forma B1, que séo os
portadores cronicos susceptiveis a receberem o tratamento com o Bz.

Todas as informacGes acerca dos aspectos clinicos dos pacientes (forma
clinica apresentada e presenca de comorbidades) foram registradas no formulario de
pesquisa especifico, obtidas através dos prontudrios dos pacientes e informadas
pelos médicos responsaveis. Nesses formularios preenchidos no momento da coleta
de sangue também foram registradas informacfes sociodemograficas do paciente

(idade, género e municipio de residéncia e de origem) (Quadro 1).

Quadro 1 - Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos pacientes incluidos no estudo.

Iniciais Sexo Idade Naturalidade Forma Clinica
0SS M 67 Itapetim — PE Bl

MOCS F 43 Limoeiro do Norte — CE A
RMM F 33 Olinda — PE A
AIS M 60 Camalau — PB Bl
MML F 49 Quipapa — PE B1
JSC F 64 Terra Nova — PE Bl
IMQ F 58 Recife — PE

MHFA F 70 Timbauba — PE
SVF F 71 Alianca — PE
JFS M 65 Vicéncia — PE Bl
JPM M 66 Carnaiba — PE A

Legenda: F- Feminino; M — Masculino; A — Forma indeterminada (Fl); B1 — Forma cardiaca leve
(FCL).

5.3 Coleta de Sangue
Foram coletados de cada individuo até 35 mL de sangue, pelo sistema a

vacuo (Vacutainer®), em tubos contendo heparina sddica para obtencdo de PBMC e

utilizacdo nos ensaios de cultivo celular. Além disso, foram coletados 5 mL de
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sangue em tubo seco (sem anticoagulante) para obtencdo de soro para a
confirmacédo da sorologia para infeccdo pelo T. cruzi. Apos retracdo do coagulo, os
tubos secos foram centrifugados (900 g durante 10 minutos a temperatura ambiente)
e aliquotas de soro foram devidamente identificadas e armazenadas a -20 °C na
Soroteca de doenca Chagas do Laboratério de Imunoparasitologia do
CPgAM/Fiocruz.

5.4 Confirmacao da sorologia para a infec¢cao pelo Trypanosoma cruzi

A confirmagdo da sorologia foi realizada no Servico de Referéncia no
Diagnostico da Doenca de Chagas do CPgAM/Fiocruz- PE. Foram utilizados dois
testes imunoenzimaticos com preparacdes antigénicas diferentes para a
confirmacédo da infec¢do pelo T. cruzi. Um teste imunoenzimatico que utiliza uma
mistura de extratos totais do T. cruzi adsorvidos a placa de ELISA (Chagas test
ELISA l11, Bioschile Ingenieria Genetica S.A.) e um teste imunoenzimatico que utiliza
antigenos recombinantes adsorvidos a placa de ELISA (Imuno-ELISA Chagas,
Wama Diagnostica). Todos os protocolos experimentais foram realizados segundo
instrucdes dos fabricantes. Os resultados foram interpretados como reagentes
guando ambos os testes apresentaram reatividade e ndo-reagentes quando ambos
ndo apresentaram reatividade (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Essa confirmacéo
da sorologia foi realizada no Servico de Referéncia no Diagnostico da Doenca de
Chagas do CPgAM/ Fiocruz-PE.

5.5 Isolamento de células mononucleares de sangue periférico

Ao sangue coletado em tubos contendo heparina, foi adicionado Salina
tamponada com fosfato (PBS) filtrada e estéril (pH 7,2) na propor¢cdo de 1:2
(Sangue/PBS), sendo 15 mL de sangue e 15 mL de PBS. Quinze mililitros dessa
solucdo foram adicionados a tubos de polipropileno (BD Falcon™; 50 mL) contendo
15 mL de Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences), ficando a proporcédo de Sangue
e PBS/Ficoll 1:2. Apos a centrifugacédo a 900 g por 30 minutos a 20 °C, o anel de
PBMC, que se forma na interface entre o Ficoll e o plasma, foi removido utilizando
pipetas transfer estéril e colocados em tubos de polipropileno (BD Falcon™ 15 mL).

As células foram lavadas duas vezes por centrifugacéo a 400 g por 10 minutos em
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14 mL de meio RPMI 1640 incompleto. Apbés as lavagens, as células foram
ressuspendidas em 2 mL de meio RPMI 1640 suplementado e, posteriormente,
contadas em camara de Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan em uma
diluicdo de 1:10 (10 pL da suspensao de células e 90 pL do corante). O valor obtido

foi ajustado para a concentracéo desejada de 10° células/mL.

5.6 Padronizacbes de etapas do co-cultivo de células mononucleares de
sangue periférico e Trypanosoma cruzi e adicdo de tratamento com

benzonidazol

Com a finalidade de otimizar algumas etapas desses sistema de co-cultivo, foi
necessaria a realizacdo de padronizacbes para definicdo dos protocolos utilizados

neste projeto.
5.6.1 Padronizacao da cinética dose do benzonidazol versus resposta

Com o objetivo de definir a melhor dose de uso do Bz, foi realizada uma
otimizacdo usando duas concentragcfes desse farmaco: dose sub-6tima (BzSO) (0,5
pug/mL) e dose 6tima (BzO) (1 pg/mL), preconizada por Romanha et al., (2010) para
utilizacdo do farmaco em ensaios in vitro. Para essa otimizagdo, amostras de
sangue de um individuo saudavel foram coletadas em tubos contendo heparina para
obtencdo de PBMC. Em seguida, o co-cultivo PBMC e T. cruzi e adicdo de
tratamento com Bz foram realizados, sendo utilizadas, separadamente, as duas
concentracbes do Bz a serem testadas. As placas foram levadas a estufa e as
células foram cultivadas durante 16h, 24h, 48h, 72h e 5 dias. Ao final de cada tempo
de cultivo, os sobrenadantes de cultura foram estocados para posterior analise das
citocinas por CBA e as células foram removidas das placas para realizacdo da
imunofenotipagem (conforme o item 5.8), sendo marcadas com 0s anticorpos

monoclonais de superficies anti-CD4 e anti-CD28.
5.6.2 Padronizacéo da cinética de tempo de cultivo versus resposta

Com a finalidade de definir o melhor tempo de cultivo, foi realizada a

padronizacdo de cinética do tempo de cultivo versus resposta, onde PBMC de um
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portador cronico da DC foram cultivadas, na presenca de tripomastigotas do T. cruzi
e do Bz (dose definida na padronizacdo anterior), por periodos de 16h, 24h, 48h,
72h e 5 dias. Apés o término de cada tempo, os sobrenadantes de cultura foram
retirados e estocados para avaliacdo dos niveis de citocinas por CBA e as células
foram retiradas das placas para avaliagdo dos niveis das células CD4" e CD28" por

citometria de fluxo.

5.7 Co-cultivo de células mononucleares de sangue periférico e Trypanosoma

cruzi e adicdo de tratamento com benzonidazol

Um mililitro da suspensdo de PBMC (células aderentes e ndo aderentes) e
meio RPMI completo foi adicionado em pocos de placas de cultivo de 48 pocos de
poliestireno durante 1h para fixagdo das células aderentes (principalmente
macréfagos) nas placas. Nesse periodo, foram feitas agitacfes leves nas placas de
30 em 30 min. Em seguida, as células ndo aderentes (principalmente linfcitos)
foram removidas por lavagens com meio RPMI completo e armazenadas na estufa a
37° C e 5% CO,. As formas tripomastigotas foram adicionadas aos pog¢os na
proporcao parasito:célula de 10:1. A preparacdao foi incubada (37° C e 5% CO,) por
2h para interiorizagdo dos parasitos, onde aqueles que ndo penetraram nas células
foram removidos através de lavagens com meio RPMI completo. Em seguida, as
células ndo aderentes foram readicionadas ao cultivo, juntamente com 25 puL do
farmaco Bz diluido em meio RPMI completo. Para posterior comparacdo, foram
utilizadas quatro condicdes diferentes (uma em cada poco): apenas células
aderentes e ndo aderentes; células e tripomastigotas; células, tripomastigotas e Bz;
e células e Bz (Figura 5). As placas foram incubadas na estufa (37° C e 5% CO,) por
determinados tempos de cultivos. Ap6s o periodo de incubacdo, 200 pL do
sobrenadante de cada poco foram retirados e estocados imediatamente a -20 °C
para posterior utilizacdo em ensaios de Cytometric Bead Array (CBA) e os linfécitos
foram removidos da placa para o procedimento de marcagdo de superficie e

intracitoplasmatica para avaliacao por citometria de fluxo.
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Figura 5 — Co-cultivo de células mononucleares de sangue periférico,
Trypanosoma cruzi e adicdo de tratamento com benzonidazol e seus controles.
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Fonte: A autora.

Legenda — Poco 1: Células aderentes e células ndo aderentes; Pogo 2: Células
aderentes, ndo aderentes e formas tripomastigotas de T. cruzi; Poco 3: Células
aderentes, células ndo aderentes, formas tripomastigotas e benzonidazol; Pogo
4: Células aderentes, ndo aderentes e benzonidazol.

5.8 Fendtipo celular e marcacao intracitoplasmética

Quatro horas antes do término do cultivo foram adicionados em cada
cavidade da placa de cultura 10 pL de Brefeldina A (Sigma™) (10 pg/mL). Sua
utilizagdo promove a retencdo da citocina no interior celular, uma vez que interfere
no transito de secrec¢éo de proteinas, mantendo-as no interior do Complexo de Golgi
(HUDSON; GRILLO, 1991). Ao final do periodo de incubacdo, as células foram
removidas utilizando PBS-Wash (PBS contendo albumina sérica bovina a 0,5% -
Sigma™ e azida sddica a 1% - Sigma™) gelado. Depois de retiradas, as células
foram colocadas em tubos de polipropileno (BD Falcon™: 15 mL) com cerca de 6 mL
de PBS-Wash para centrifugacdo a 400 g por 10 minutos. 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 (5 mL) (BD Systems™)
devidamente identificados. Apds lavagem das células com 2 mL de PBS-Wash e
centrifugacéo a 400 g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados

0s anticorpos monoclonais de superficie anti-CD4 (1,5 pL), anti-CD8 (1,5 L) e anti-
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CD28 (2,5 uL), previamente titulados e conjugados a diferentes fluorocromos
(Quadro 2). Apos a incubacdo por 30 minutos a T.A., foi realizada a permeabilizacédo
das células através da adicdo de 2 mL da solucdo de Perm/Wash (contendo SBF e
saponina — BD Biosciences®) por 5 minutos ao abrigo da luz e a T.A. ApoOs a
incubacdo, os tubos foram centrifugados a 400 g por 5 minutos e depois o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados aos tubos os
anticorpos intracitoplasmaticos anti-CTLA-4 (20 pL), anti-IL-10 (1 pL) e anti-IFN-y (1
pL), por um periodo de incubacdo de 30 minutos a T.A. e ao abrigo da luz. Apés a
marcacao intracitoplasmética, as células foram lavadas duas vezes com 1 mL de
Perm/Wash e 1 mL de PBS-Wash, respectivamente. Em seguida, foram adicionados
150 pL da solucdo fixadora BD Cytofix™ (BD Biosciences®) e os tubos foram
incubados por 15 min. Depois do periodo de incubacédo, as células foram lavadas
novamente com 2 mL de PBS-Wash. Ap6s o descarte do sobrenadante, foram
adicionados 300 pL de PBS-Wash e os tubos foram estocados a 4°C até o momento

da leitura no citbmetro de fluxo.

Quadro 2 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados nos ensaio de
citometria de fluxo.

Anticorpo Clone Isotipo Fluorocromo
CD4 S3.5 Mouse IgG2a PerCP
CD8 3B5 Mouse IgG2a FITC
CD28 10F3 Mouse I1gG1 PE

CTLA-4 BN13 Mouse IgG2a APC
IL-10 JES3-19F1 IgG2a PE
IFN-y B27 Mouse IgG1 APC

Fonte: A autora.

Legenda: CD: Cluster ofdifferentiation; CTLA-4: Antigeno de linfécito T
citotéxico 4; IFN-y — Interferon gama,; IL — Interleucina; APC:
Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritring;
PerCP: Peridininchlorophyllproteincomplex.

5.9 Aquisicéao e andlise no citdbmetro de fluxo

As amostras foram adquiridas em um citdbmetro de fluxo equipado com um
sistema que detecta quatro fluorescéncias (FACScalibur) (Bencton Dickson
Immunocytometry Systems™), disponivel na Plataforma Tecnoldgica de Citometria
de Fluxo, localizada no Nucleo de Plataformas Tecnologicas (NPT)/CPgAM/Fiocruz-
PE. As aquisi¢gOes e analises foram realizadas atraves do software CellQuestPro® e

foram adquiridos 5.000 eventos dentro da populacéo de linfocitos.
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5.10 Deteccdo dos niveis de citocinas no sobrenadante de cultura

Os niveis de citocinas dos sobrenadantes de cultura foram quantificados
através do sitema Cytometric Bead Array (CBA), seguindo a metodologia sugerida
pelo fabricante (BD). Primeiramente, 35 pyL da mistura de beads de captura,
marcadas com anticorpos monoclonais (anti-IL-2, anti-IL-4, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-
IFN-y e anti-TNF) com diferentes intensidades de fluorescéncias (FL3) foram
transferidos para tubos destinados as amostras a serem testadas e ao controle
negativo. Em seguida, 25 yL das amostras de sobrenadante e do diluente foram
adicionados aos seus respectivos tubos. Subsequentemente foram adicionados as
esferas de captura, 25 pL do reagente de detecgdao contendo anticorpos anti-
citocinas humanas conjugadas com PE (FL2). As misturas foram incubadas por 180
minutos a TA e ao abrigo da luz. ApGs a incubacéo, as esferas de captura foram
lavadas com 1 mL de solucdo de lavagem e centrifugadas a 200g por 5 minutos.
Cuidadosamente, o sobrenadante foi aspirado e descartado, restando
aproximadamente 100 uL em cada tubo, onde foram adicionados 300 uL de solugao
tampéo para ressuspender as esferas e posterior leitura das amostras. Os dados
foram adquiridos no citometro de fluxo FACScalibur e as analises foram realizadas
através do Software BD CBA (Beckton Dickson).

5.11 Analises estatisticas

A analise estatistica dos dados de perfil celular e de producdo de citocinas
foram realizadas através do software PRISM 5.0 Windows® (E.U.A.). Os valores de
expressdes das moléculas de superficie e intracitoplasmaticas e os niveis das
citocinas presentes no sobrenadante de cultura foram comparados entre 0s grupos
avaliados através do teste Wilcoxon para amostras pareadas. Todas as conclusdes

foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.
5.12 Aspectos éticos
As abordagens utilizadas no presente estudo foram aprovadas pelo Comité de

Etica em Pesquisa do CPgAM/Fiocruz (CAAE: 07511612.2.0000.5190) (Anexo A).

Todos os individuos participantes responderam a um formulario de pesquisa e
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assinaram voluntariamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndices A e B).
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6 RESULTADOS

6.1 Padronizacédo da cinética dose do benzonidazol versus resposta

Quanto a dose do Bz, ndo observamos diferencas quando comparamos as
frequéncias dos marcadores de superficie CD4 e CD28 entre as duas concentracdes
utilizadas (BzO e BzSO) na condicdo C+T+Bz nos tempos de cultivos avaliados
(Figura 6).

Figura 6 — Avaliacdo da concentracdo do benzonidazol através da deteccao dos niveis dos
linfécitos T CD4" e CD28" no co-cultivo de células mononucleares de sangue periférico,
tripomastigotas e adi¢cdo do benzonidazol nas doses étima e sub-6tima.

A 1001 B 1004

E3 BzO
E3 BzS0

%CD4
% cD2s*

40 404

20+ 20+

16h 24h 48h 72h 5d 16h 24h 48h 72h 5d

Fonte: A autora.

Legenda: (A) Linfécitos T CD4"; (B) Linfocitos T CD28". BzO — dose 6tima do benzonidazol.
BzSO - dose sub-6tima do benzonidazol.

Também nao verificamos diferencas entre as concentracdes analisadas
quanto a producdo de citocinas no sobrenadante de cultura nos tempos de cultivos
avaliados (Figura 7). Desta forma, a dose do Bz escolhida foi a de 1 pg/mL, uma vez

que essa € a concentracdo preconizada para 0 uso desse farmaco em ensaios in
vitro.
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Figura 7 — Avaliacdo da concentracdo do benzonidazol através da deteccao da producgéo das
citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante do co-cultivo de células
mononucleares de sangue periférico, tripomastigotas e adicdo do benzonidazol nas doses
Otima e sub-6tima.

B
A, 30+
B3 Bz0
£3 BzSO
= 2 20-
g8 2
é‘ L
z Z 10-
B, .
16h  24h  48h 72h  5d 16h  24h 48h 72h  5d
¢ 5000
B3 BzO

4000+ E3 BzS0

IL-10 (pg/mL)

E3 BzO
E3 BzSO

IL-4 (pgfmL)
F -9
IL-2 (pgfmL)

%]

16h 24h 48h 72h 5d 16h 24h 48h 72h 5d

Fonte: A 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.

6.2 Padronizacao da cinética de tempo de cultivo versus resposta

Com relacdo a otimizacdo do tempo de cultivo versus resposta, avaliamos os
niveis dos linfocitos T CD4" e CD28" presentes no co-cultivo de PBMC,
tripomastigotas e Bz e, avaliamos também, a producgéo de citocinas no sobrenadante
desse cultivo. Verificamos que os niveis dos linfécitos T CD4" e CD28" aumentaram

conforme maiores foram os tempos de cultivos (Figura 8).
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Figura 8 — Avaliacao dos tempos de cultivo versus resposta através da deteccao
dos niveis dos linfécitos T CD4" e CD28" no co-cultivo de células mononucleares
de sangue periférico, tripomastigotas e adicao do benzonidazol.
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Fonte: A autora.
Legenda: (A) Linfocitos T CD4"; (B) Linfécitos T CD28".

Com relacao a producao de citocinas no sobrenadante de cultura, verificamos
que houve tendéncia a maior producdo das citocinas TNF e IL-10 no inicio do
cultivo, enquanto IFN-y, IL-6 e IL-2 expressaram um pico de producéo apés alguns

dias de cultivo (Figura 9). Sendo assim, em virtude disso, foram escolhidos para
nossas avaliagcdes dois tempos de cultivos: 24h e 5d.
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Figura 9 - Avaliacdo dos tempos de cultivo versus resposta através da deteccdo da
produgdo das citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante do co-
cultivo de células mononucleares de sangue periférico, tripomastigotas e adicdo do
benzonidazol.
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Fonte: A autora.
Legenda: (A) IFN-y; (B) TNF; (C) IL-10; (D) IL-6; (E) IL-4; (F) IL-2.

6.3 Avaliacdo dos niveis dos linfécitos CD4" e CD8" e expressédo das moléculas
CD28" e CTLA-4" nesses linfocitos.

Ao avaliarmos a frequéncia de linfécitos CD4", detectamos diferencas
estatisticas significativas na condicdo C em comparacdo com as condicbes C+T e
C+T+Bz, no tempo de cultivo de 5 dias (Figura 10A). Quanto aos linfécitos T CD8",
detectamos niveis maiores dessas células na condigdo C+T +Bz em comparacao as
situacbes C e C+Bz no periodo de 5d de cultivo (Figura 10B). Além disso,
observamos niveis maiores dessas células na situacdo C+T em comparagdo a

condi¢cdo C+Bz também no periodo de 5d de cultivo (Figura 10B).
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Figura 10 — Deteccéo de linfécitos T CD4" e CD8" provenientes de células ndo aderentes, obtidas de
células mononucleares de sangue periférico de portadores cronicos da doenca de Chagas, expostas
ao Trypanossoma cruzi e/ou tratadas com Benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (A) Linfécitos T CD4"; (B) Linfécitos T CD8"; 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 aritmética e o desvio padrdo. Diferencas
significativas com p<0,05 para comparagdes entre as condicBes de cada tempo de cultivo séo
indicadas por setas.

Com relacdo a expressdo da molécula CD28" em linfécitos T CD47,
verificamos diferencas estatisticas na condicdo C em comparacéo as condi¢cdes C+T
e C+T+Bz no tempo de 5d (Figura 11A). Ao avaliarmos os niveis dos linfécitos T
CD8'CD28" néo verificamos diferencas estatisticas significativas entre as condicoes
avaliadas (Figura 11B).

Quanto & expressdo da molécula CTLA-4" em linfécitos CD4", observamos
niveis significantemente maiores dessas células na condicdo C+T quando
comparado a C em 24h de cultivo. Ja no tempo de 5d, verificamos niveis maiores
dessas células na condicdo C+T quando comparado as condi¢cdes C e C+Bz e,
também, na condicdo C+T+Bz em comparacédo a C + Bz (Figura 11C). Verificamos
também um aumento da express@o da molécula CTLA-4" nas células T CD8" na
condicao C+T+Bz em comparacao as outras condi¢des avaliadas (C, C+T, C+T+Bz)
no tempo de 24h. Ja no tempo de cultivo 5d verificamos apenas aumento dessas

células na condi¢do C+T quando comparada a C (Figura 11D).



46

Figura 11 — Expresséo das moléculas CD28" e CTLA-4" em linfocitos TCD4+ e TCD8" provenientes
de células ndo aderentes, obtidas de células mononucleares de sangue periférico de portadores
cronicos da doenga de Chagas, expostas ao Trypanossoma cruzi e/ou tratadas com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (A) Linfécitos T CD4"CD28"; (B) Linfécitos T CD8" CD28"; (C) Linfécitos T CD4" CTLA-4";
(D) Linfécitos T CD8" CTLA-4; 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 aritmética e o desvio padrao. Diferencas significativas com p<0,05 para comparacgdes entre
as condicdes de cada tempo de cultivo sé@o indicadas por setas.

Apesar de termos evidenciado diferencas quanto aos niveis das células
estudadas entre as condicbes, ndo verificamos diferencas estatisticamente
significativas quando comparamos os tempos de cultivo 24h e 5d em cada situagao
avaliada (Figura 11).

6.4 Avaliacdo da producéo de citocinas intracitoplasmaticas IL-10 e IFN-y por
linfocitos T CD4" e T CD8"

Ao avaliarmos a producdo de citocinas intracitoplasmaticas, verificamos um
aumento significativo na producéo da citocina IL-10 por linfécitos T CD4" no tempo
de 24h de cultivo na condigdo C em comparagdo com a condicdo C+T+Bz (Figura
12A). Com relacdo a producdo da citocina intracitoplasmatica IFN-y por essas
células, ndo detectamos diferencas significativas quando as condicfes foram
comparadas (Figura 12B).
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Quanto a producdo de IL-10 e IFN-y por linfocitos T CD8", também néo
evidenciamos diferencas significativas entre os grupos avaliados (Figura 12C e D,
respectivamente). Além disso, ndo observamos diferencas quando os tempos de
cultivo 24h e 5d das condicbes foram comparados quanto a producdo dessas
citocinas por células T CD4" e T CD8" (Figura 12).

Figura 12 - Deteccéio da producéo de citocinas intracitoplasmaticas IL10 e IFN-y por células T CD4" e
CD8" provenientes de células ndo aderentes, obtidas de células mononucleares de sangue periférico
de portadores cronicos da doenca de Chagas, expostas ao Trypanossoma cruzi e/ou tratadas com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (A) Linfécitos T CD4'IL-10"; (B) Linfocitos T CD8" IL-10; (C) Linfocitos T CD4" IFN-y™; (D)
Linfécitos T CD8" IFN-y"; 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 aritmética e o desvio padrao. Diferencas significativas com p<0,05 para comparagbes entre
as condicdes de cada tempo de cultivo séo indicadas por setas.

6.5 Avaliacdo dos niveis das citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 no

sobrenadante do co-cultivo

Ao avaliarmos a producédo de IFN-y no sobrenadante de cultura de células
aderentes e ndo aderentes, evidenciamos que no periodo de 24h de cultivo houve
uma maior producao dessa citocina na circunstancia C+T e C+T+Bz em comparacao

a C+Bz. Quanto ao 5d de cultivo, observamos menor producéo de IFN-y na condicéo
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C e C+Bz em relacdo a C+T e C+T+Bz. Além disso, verificamos aumentos
significativos da producdo de IFN-y no tempo de cultivo de 5d em comparacao ao
tempo de 24h em todas as condi¢des analisadas (Figura 13A).

Com relacdo a producdo de TNF, ndo detectamos diferencas significativas
entre as condicfes para o tempo de 24h. No periodo de cultivo 5d, verificamos
diferenca significativa na producdo dessa citocina na condicdo C+T comparado as
demais condi¢cdes. Ademais, detectamos maior producdo de TNF na situacao
C+T+Bz em comparacao as condicdes C e C+Bz no tempo de 5d. Contudo, néo
verificamos diferencas quando comparamos 0s dois tempos estudados para cada
condicéo (Figura 13B).

A producéo da citocina IL-10 foi significantemente maior na circunstancia C+T
em comparacdo as outras condi¢cdes no tempo de 5d. Além disso, verificamos maior
producgéo na condigdo C+T+Bz em comparagéo a C e C+Bz. Quando os dois tempos
de cultivo foram comparados, verificamos nas condicbes C e C+Bz maior producao
de IL-10 no tempo de 24h comparado a producdo dessa citocina no tempo de 5d
(Figura 13C).

Quanto a producdo de IL-6 no sobrenadante de cultura, observamos maior
deteccdo dessa citocina na condicdo C+T+Bz em relacédo aos grupos C e C+Bz nos
dois tempos de cultivos avaliados. Verificamos também niveis maiores em C+T
guando comparado com C e C+Bz no tempo de 5d. Ao compararmos os dois tempos
de cultivos, detectamos maior producdo no tempo de 5d do que no de 24h na
condicdo C+T (Figura 13D).

Ao avaliarmos a producéo de IL-4, verificamos apenas diferencas estatisticas
significativas nas condicdes C+T e C+T+Bz em comparacdo a circunstancia C+Bz
no cultivo de 5d. Quanto a comparacdo entre os dois tempos, observamos maior
producdo de IL-4 no tempo de 5d em relacdo ao de 24h para as condi¢cdes C+T e
C+T+Bz (Figura 13E).

Com relacao a deteccéo de IL-2, verificamos maiores niveis dessa citocina na
condicdo C+T+Bz em comparacdo a C e C+Bz no tempo de 24h. Ja no cultivo de 5d,
observamos maior producao nas condi¢coes C+T e C+T+Bz em comparacdo a C e
C+Bz. Ao avaliarmos se havia diferencas entre os dois tempos estudados,
verificamos maior producéo de IL-2 no cultivo de 5d em comparagcao ao de 24h nas
condigbes C+T e C+T+Bz (Figura 13F).
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Figura 13 - Deteccdo da produgéo das citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante
do co-cultivo de células mononucleares de sangue periférico de portadores cronicos da doenca de
Chagas, expostas ao Trypanosoma cruzi e/ou tratadas com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (A) IFN-y; (B) TNF; (C) IL-10; (D) IL-6; (E) IL-4; (F) IL-2. 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 aritmética e o desvio padrdo. Diferencas
significativas com p<0,05 para comparagdes entre as condi¢des de cada tempo de cultivo séo
indicadas por setas. Diferengas significativas com p<0,05 para comparagdes entre os tempos de
cultivo de 24h e 5d séo indicadas por *.



50

7 DISCUSSAO

No presente trabalho realizamos o co-cultivo de PBMC (de portadores
crénicos da DC), T. cruzi e o farmaco Bz. Nosso objetivo foi avaliar o efeito do Bz
sobre a ativacao de linfécitos T e a producao das citocinas intracitoplasmaticas IFN-y
e IL-10 por essas células, além da producédo global de citocinas do perfil Thl e Th2
no sobrenadante desse co-cultivo.

Com relacéo a acdo do Bz sobre ativacao de linfécitos T, nossos resultados
mostraram que a expressdo da molécula CTLA-4" em linfocitos T CD8" aumentou
quando as células foram expostas aos tripomastigotas e ao Bz em relacdo aquelas
expostas apenas aos triposmastigotas nas primeiras 24h de cultivo, ndo persistindo
no cultivo de 5d. A ativacdo dos linfocitos T € mediada por sinais especificos de
antigenos gerados pela interacao entre a molécula de MHC expressando o peptideo
e 0 TCR, em associagdo com sinais adicionais provenientes de co-receptores como
CD28" e CTLA-4", entre outras moléculas envolvidas nesse processo. A molécula
CD28 fornece sinais positivos que promovem e sustentam as respostas de células T,
enquanto que a molécula CTLA-4 regula as respostas desses linfocitos (RUDD;
TAILOR; SCHNEIDER, 2009).

Nossos dados sugerem que o Bz pode estar provocando uma regulacdo da
ativacdo dos linfécitos T CD8" através do aumento da expressdo da molécula CTLA-
4 nessas células, indicando que o Bz pode induzir uma modulacdo da resposta
imune de linfécitos T CD8" e, consequentemente, diminuir a ativacdo exacerbada
dessas células. E importante destacar que também houve aumento da frequéncia de
CTLA-4 em linfocitos T CD4", na avaliacdo C+T em relagdo ao C, tanto no periodo
de cultivo de 24h quanto no de 5d, mas na presenca do Bz esse fenbmeno nao
ocorreu.

Nossos resultados mostraram também menores frequéncias dos marcadores
de superficie CD4" e CD4/CD28" em linfcitos nas condi¢des de cultivo em que o T.
cruzi estava presente quando comparado a condicdo contendo apenas ceélulas
(controle). Esses dados sugerem que o T. cruzi, ao induzir uma diminuicdo da
expressao de CD28, pode estar causando uma diminui¢cdo da ativacao dos linfécitos
T CD4". Além disso, observamos maior expressio da molécula regulatéria CTLA-4"
em linfécitos T CD4" e T CD8" na presenca dos tripomastigotas em relacdo a

condicao de cultivo controle, o que reafirma uma regulacao da ativacao dos linfocitos
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T, sugerindo que o parasita também provoca uma modulacdo da resposta imune
atraves desses linfocitos.

Alguns parasitas podem estimular a producédo de citocinas que induzem a
uma diminuicdo da expressado de moléculas importantes, como as moléculas de
MHC de classe Il e de moléculas coestimulatérias (RUSSO et al., 1993; SOUZA et
al., 2004). Desta forma, nosso trabalho mostrou alteracdo quanto a expressédo de
moléculas acessOrias nha ativacdo de células T apds a exposicdo aos
tripomastigotas, o que pode sugerir que o0 parasita induziu uma diminuicdo da
expressdo da molécula CD28" e um aumento da expressdo de CTLA-4" em linfdcitos
T, indicando assim, um possivel mecanismo de fuga do sistema imunoldgico.

Com relacdo a producao de citocinas intracitoplasmaticas IL-10 e IFN-y por
linfécitos T, nossos dados mostraram a diminui¢cao da producédo de IL-10 por células
TCD4" na situagdo em que tripomastigotas e Bz estavam presentes em comparagao
a condicdo C no tempo de cultivo de 24h. Esse fato provavelmente esta relacionado
a presenca do Bz. Quanto a producdo de citocinas por linfocitos TCD8 néao
verificamos diferencas estatisticas significativas.

Sathler-Avelar et al (2012), avaliaram o perfil de citocinas por células da
imunidade inata e adquirida de pacientes portadores da FI ndo tratados e tratados
com o Bz. Nesse estudo, também foi verificada uma diminui¢do da producéo de IL-
10 por células T CD4" em culturas estimuladas com antigenos de epimastigota (EPI)
de pacientes tratados com o Bz em relacao aos pacientes nao tratados. Além da IL-
10, uma diminuicdo de IL-4 e TNF-a por células T CD4" também foi observada em
pacientes tratados em comparacdo ao grupo de individuos ndo tratados. JA no
estudo de Sathler-Avelar et al. (2006), a resposta imune de criangas tratadas com o
Bz durante a forma cronica indeterminada recente da DC foi avaliada através da
estimulacdo das células com antigenos EPI de T. cruzi. Eles verificaram que apos o
tratamento com o Bz houve uma maior producgéo por linfécitos T CD8" de citocinas
do perfil Thl, como TNF-a, IFN-y, IL-12, juntamente com um aumento da producao
de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e IL-4, modulando a resposta Thl. Além
disso, também verificaram uma modulacdo dessa resposta através do aumento da
producdo de IL-10 por linfécitos TCD4" e linfocitos B.

Além de estudarmos a producéo de citocinas por linfocitos T CD4" e T CD8",
avaliamos a producdo de citocinas no sobrenadante de cultura. De modo

semelhante ao que ocorreu com a producdo de IL-10 por TCD4", verificamos
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diminuicdo nos niveis de IL-10 e também de TNF quando as células foram expostas
aos tripomastigotas e ao Bz comparado a condicdo em que as células foram
expostas apenas aos tripomastigotas, o que indica que o Bz causou uma diminuicao
da producédo dessas citocinas.

A citocina IL-10, produzida principalmente por macrofagos e células T,
apresenta capacidade de inibir a expresséo da citocina IL-12, moléculas de MHC de
classe | e Il, bem como a expressao de moléculas co-estimulatérias em mondcitos e
células dendriticas (ABBAS; LICHTAMAN; PILLAI, 2012). Além disso, a IL-10 é
identificada por sua capacidade de inibir a producédo da citocina IFN-y por células T
CD4" (MOORE et al., 1993). Na DC a citocina IL-10 é secretada principalmente por
pacientes portadores da FI, sendo associada com a protecdo do hospedeiro contra o
desenvolvimento de formas crbnicas sintomaticas (GOMES et al., 2003). Ja a
citocina TNF-a € produzida principalmente por macrofagos, células NK e linfécitos T
(ABBAS; LICHTAMAN; PILLAI, 2012). Durante a infec¢do aguda da DC, a citocina
TNF-a esta relacionada com o controle da replicacdo do parasita através da inducéo
de liberacdo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos (ALIBERTI et al., 1999). Contudo,
na infeccdo crbnica, elevados niveis plasméaticos de TNF-a s&o correlacionados com
a severidade da DC e podem contribuir para lesdo do tecido cardiaco e para a
cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) (LANNES-VIEIRA et al., 2011).

Em um estudo recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa, avaliando a
acdo do Bz sobre a producdo de quimiocinas e a expressdo de receptores de
quimiocinas em mondcitos e em linfécitos T, foi verificado que o Bz induziu uma
diminuicdo da producgdo da quimiocina CCL2 no sobrenadante de cultura de células
aderentes e ndo aderentes experimentalmente expostas ao T. cruzi (NASCIMENTO,
2015). Quimiocinas e receptores de quimiocinas controlam a migracao de leucocitos
durante o processo inflamatério e estdo envolvidos na modulacdo das respostas Thl
e Th2 (FLOREZ; MARTIN; GONZALEZ, 2012). Talvani et al. (2004) avaliaram os
niveis de TNF-a e CCL2 em amostras de plasmas de pacientes portadores da
cardiopatia chagasica cronica. Os portadores com a cardiopatia mais grave
apresentaram maiores concentracbes de TNF-a e CCL2 e, houve uma boa
correlagcdo entre os niveis dessas proteinas (principalmente TNF-a) e o grau da
cardiomiopatia, demonstrando que s&do bons indicadores de disfuncdo cardiaca.
Desta forma, nos nossos estudos, foi verificado que o Bz provocou uma diminuigéo

da producdo de TNF-a e CCL2 apds a exposigao ao T. cruzi, o que nos leva a
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pensar que a terapia com o Bz pode ser benéfica ao paciente cronicamente
infectado, uma vez que esse farmaco promove a diminuicdo dessas proteinas
envolvidas diretamente no processo inflamatério na DC e, consequentemente,
poderia retardar a evolucao para formas mais graves da doenca.

Verificamos também que a producdo de IFN-y por células T CD4" ndo
aumenta ao longo do tempo na presenca do Bz e dos tripomastigotas, ou seja, nao
ha diferenca significativa entre os tempos de cultivo avaliados. Contudo, esse fato
nao ocorre quando a producédo de IFN-y no sobrenadante de cultura foi avaliada,
visto que verificamos aumento da producéo dessa citocina no tempo de 5d de cultivo
em relacdo ao tempo de 24h em todos os grupos avaliados. E importante ressaltar
gue as citocinas detectadas no sobrenadante de cultura sdo produzidas por todos os
tipos celulares presentes no co-cultivo, destacando principalmente a producdo por
macréfagos e linfocitos. Sendo assim, esses dados indicam que esta producédo é um
somatorio da producéo de IFN-y por todas as outras células presentes no cultivo .

Bahia-Oliveira et al (2000) avaliaram a producdo de IFN-y por PBMC de
pacientes tratados durante a fase aguda da DC e verificaram que pacientes
considerados curados apresentaram altos niveis de IFN-y em comparagdo aos
pacientes ndo curados, sugerindo que essa citocina pode favorecer a eficacia
terapéutica. Por outro lado, Laucella et al. (2009), estudaram PBMC de portadores
cronicos da DC tratados e nao tratados com o Bz, avaliando a producéo global das
citocinas IFN-y e IL-2 por ELISPOT e a producao intracitoplasmatica de IFN-y por
linfocitos T CD4" em culturas estimuladas com antigeno de T. cruzi. Os dados desse
estudo trazem que o tratamento com o Bz diminuiu a produgéo de IFN-y por células
T especificas apds 12 meses de tratamento. Contudo, nesse estudo, o Bz nao
alterou a producéo de IL-2 por células T responsivas ao T. cruzi.

Além dos resultados referentes ao efeito do Bz sobre as células da resposta
imune de portadores cronicos da DC, observamos também que no cultivo em que o
T. cruzi estava presente houve uma grande producdo de todas as citocinas
estudadas (IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2) no sobrenadante de cultura,
demonstrando que o parasita induz uma forte resposta imune. A exposi¢cdo dos
antigenos de T. cruzi induz macréfagos a produzirem varios mediadores endégenos,
incluindo as citocinas, principalmente IL-12, IFN-y e TNF-a. Esses mediadores
inflamatorios produzidos por mondcitos sdo importantes para modular as respostas

imunologicas na DC, regulando o processo de inflamagcdo e apresentacdo de
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antigenos (GOMES et al.,, 2014), sendo necessaria a presenca de citocinas
moduladoras como a IL-10 para contrabalancear e reduzir os danos causados pelo
processo inflamatério frente a infeccdo pelo T. cruzi (SATHLER-AVELAR et al.,
2012). Neste contexto, nossos resultados concordam com os de Sathler-Avelar
(2006, 2008 e 2012) que verificaram maiores niveis da producdo de citocinas tanto
por células da imunidade inata (mondcitos e células NK) quanto por células da
imunidade adaptativa (linfocitos T e B) quando culturas estimuladas por antigenos
de T. cruzi foram avaliadas.

Em resumo, nossos dados mostraram que o Bz pode conduzir para um perfil
regulatorio quanto a expressao de CTLA-4, uma molécula acessoria na ativagéo de
células T, o que consideramos que seria bom para tratamento de pacientes
portadores da DC, visto que possivelmente haveria uma regulacdo da ativacao de
linfécitos T. Com relagdo a producédo global de citocinas, ndo observamos alteracéo
na producdo de IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2 na presenca de Bz, uma vez que 0s niveis
dessas citocinas se mantiveram altos na presenca de tripomastigotas e Bz.
Entretanto, verificamos que o Bz altera a producéo global das citocinas IL-10 e TNF-
a durante o processo de infecgdo pelo T. cruzi. Esses resultados indicam uma
modulagéo do sistema imune influenciado pelo Bz, com niveis elevados de citocinas
IFN-y, IL-6 e IL-4 e IL-2. Por outro lado, ocorreu uma diminuicdo de duas citocinas
importantes durante o processo de infeccéo pelo T. cruzi, sendo TNF-a do perfil Th1

e IL-10 do perfil Th2, sugerindo um contrabalanceamento das duas respostas.
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8 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o tratamento com o Bz tem um impacto
relevante na resposta especifica ao T. cruzi. O Bz aumentou a expresséao de CTLA-
4" (molécula que regula a ativacdo de células T) em linfocitos T CD8" apds a
exposicao ao T. cruzi, indicando que esse farmaco pode conduzir para um perfil
regulatorio, diminuindo a ativacdo exacerbada desses linfocitos. Apesar dessa
regulacdo ndo ser via IL-10+, pois verificamos que o Bz induziu diminuicdo da
frequéncia de linfécitos T CD4+ produtores de IL-10, bem como da producédo global
desta citocina no sobrenadante de cultura. Acreditamos que outros mecanismos
regulatorios estdo atuando na presenca do Bz, ja que verificamos também
diminuicdo da producdo de TNF, uma importante citocina pré-inflamatéria na DC,
com a manutencdo dos niveis elevados de IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2 induzidas
provavelmente pela presenca do T. cruzi. Esses dados nos sugerem que ha uma
modulacdo do sistema imune influenciado pelo Bz, com niveis elevados de citocinas
pré-inflamatérias, sendo contrabalanceado por mecanismos regulatorios.

Acreditamos que a administracdo do Bz aos portadores de formas clinicas
brandas da DC pode ser benéfica a esses pacientes, visto que o Bz ndo promoveu
um perfil inflamatério exacerbado. Assim, diante do que € mostrado na literatura,
acreditamos que nossos resultados possam fortalecer a hipotese de que o Bz pode
prevenir e/ou retardar a progressao para formas mais graves da DC, uma vez que a
resposta imune do hospedeiro pode influenciar diretamente nessa evolucao. Estudos
prospectivos que avaliem a carga parasitaria ap0s a adicdo do Bz, juntamente com
avaliacdo da acao desse farmaco sobre células da resposta imune, sdo necessarios

para esclarecimentos desses mecanismos imunes.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o Paciente

Y

Mlirighere da Saude
FlOCRUT

Fundagio Dswalds Cruz
Centra de Praquisa Aggee Magalhins

TEREMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Portador da doenca de Chagas

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa Avaliagao in vitro do
benzonidazol sobre células da resposta imune submetidas 3 infecgdo com
Trypanosoma cruzi, sob a responsabilidade da pesquisadora Virginia Lorena do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz, a qual
pretende analisar celulas do sangue diante do parasita causador da doenga de
Chagas (Trypanosoma cruzi) e do remedio usado para a doenca de Chagas
(Benzonidazol).

Sua participacdo & necessaria, pois, como portador da doenga de Chagas,
o (a) 5Sr (a) ja apresenta uma defesa do corpo contra o parasito que causa essa
doenca. Sua participacdo & voluntaria e se dara através de trés itens: (1) coleta de
até 9 (nove) colheres de cha de sangue (45 ml) atraves de um tubo adaptado a
uma agulha, estéril e descartavel Esse procedimento & praticamente isento de
risco, pois todo material utilizado & descartavel, porém, podera causar dor ou
mancha vermelha (hematoma). O sangue sera utilizado para: obtengdo de soro
(parte liquida) para confirmacdo da infeccdo, para realizacdc do cultive das
células do sangue quandoc em contato com o parasito e com o remédio com o
objetive de: (i) wverificar producdo de citocinas e guimiocinas (substancias
envolvidas no sistema de defesa confra doencas), (i) analisar a presenca de
marcadores de superficie celular (que identifica quais células sdo e se houve
aumento ou diminuigdo da populagao de celulas), (iii) dosar a quantidade de dxido
nifrico {que também esta envolvido na defesa confra as doengas). (2) Os
resultados dos seus exames clinicos como raio-X (torax e esOfago),
elefrocadiograma e ecocardiograma, entre outros, serdo consultados através do
seu prontuario médico e avaliados pelos pesquisadores e seu médico. (3) Sera
preenchido um formulario de pesquisa, onde algumas perguntas scbre seus
habitos de vida e aspectos clinicos serdo analisados.

Um pouco da amostra de sangue [meia colher (2,5mL) de soro & meia
colher (2,5mL) de cultivo de células] sera guardada e armazenada a -20°C para
utilizacdes em pesquisas futuras. Essas amostras serdo utilizadas nas pesguisas
futuras com objetivos de: realizar novos estudos que complementem os objetivos
agui propostos a fim de fechar as “lacunas” para entender o impacto do
Benzonidazol na resposta imune; identificar a evolugdo clinica do paciente para o
desenvolvimento de marcadores das formas clinicas crinicas da doenca de
Chagas (estudos de prognostico); buscar o desenvolvimento de novas tecnologias
para aperfeicoar o diagnostico da doenca de Chagas. Desta forma, se no future,
sua amostra ammazenada for utilizada para outra pesquisa, poderemos entrar em
contato para preenchimento de outro TCLE. Informagdes sobre o andamento e
resultados das pesquisas podem ser fornecidas para o (a) Sr (a), quando desejar
através das formas de contato conosco, disponibilizadas ao final deste
documento.

Garantiremos a confidencialidade das informagfes prestadas, assim como
o ancnimato de fodos que participarem da pesquisa. Se o{a) Sr{a) aceitar

Av. Professor Moraes Rege, s/n - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50 670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2800 Fax- (B1) 3453-1811
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participar, estard contribuindo para a geracdo de conhecimento sobre o
tratamento com Benzonidazol e consequentemente para auxiliar a conduta
médica relacionada ao fratamento do paciente. Caso ofa) Srja) ndo aceite
paricipar da pesquisa o seu atendimento no ambulatorio, bem como o seu
tratamento continuara acontecendo normalmente.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar
participando, tem o direito € a liberdade de retirar seu consentimento em qualguer
fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do
motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) ndo terd nenhuma
despesa e também ndo recebera nenhuma remuneracdo. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada,
sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacgdo, o (a) Sr (a) podera
entrar em contato através do enderego Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Campus da UFPE, Av. Moraes Rego, s/n, pelo telefone
(81) 2101-2566, ou podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
— CEP/CPgAM/FIOCRULZ, telefone (81) 2101-2639.

Consentimento Pds-Informag o

Eu, . fui
informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porgue precisa da minha
colaboragdo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em participar do
projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser.

Eu autorizo a utilizacdo dessas amostras estocadas: () com a necessidade de
um novo contato e assinatura de um novo TCLE; ( ) dispenso a necessidade de
um novo contato e assinatura de um novo TCLE.

Este documento € emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e
pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nds.

Data: f !

Assinatura do participante ou Impressao do dedo polegar

L

.z\.'lb"""."flw.n n LTI, PP

Virginia Maria Barros de Lorena
CPgAMIFiocruz
Pesquizadora Responsavel
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

W&o Portador da deenca de Chagas

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa Avaliagio in vitro do
benzonidazol sobre células da resposta imune submetidas 3 infecgdo com
Trypanasoma cruzi, sob a responsabilidade da pesquisadora Virginia Lorena do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, a qual
pretende analisar células do sangue diante do parasita causador da doenga de
Chagas (Trypanosoma cruzi) e do remedio usado para a doenga de Chagas
(Benzonidazol).

Sua participacdo & necessaria, pois, como ndo portador da doenca de
Chagas, o seu sangue sera utilizado como controle negativo, fazendo uma
comparagdo com o sangue de um paciente que & portador da doenca. Sua
participacéo € voluntaria e se dara através de dois itens: (1) coleta de até 9 (nove)
colheres de cha de sangue (45 ml) através de um tubo adaptade a uma agulha,
estéril e descartavel. Esse procedimento & praticamente isento de risco, pois todo
material utilizado & descartavel, porem, podera causar dor ou mancha vermelha
(hematoma). O sangue sera utilizado para: obtengao de soro (parte liquida) para
confirmacgdo da infecgdo, para realizacdo do cultive das células do sangue
quando em contato com o parasito e com o remédio com o cbjetivo de: (i) verificar
producdoc de citocinas e quimiocinas (substdncias envolvidas no sistema de
defesa confra doencas), (i) analisar a presenca de marcadores de superficie
celular (que identifica quais células sdo e se houve aumento ou diminuicdo da
populagdo de células), (i) dosar a quantidade de oxido nitrico (que também esta
envolvido na defesa contra as doengas). (2) Sera preenchido um formulario de
pesquisa, onde algumas perguntas sobre seus habitos de vida serdo analisados.

Um pouco da amostra de sangue [meia colher (2,5mL) de soro & meia
colher (2,5mL) de cultivo de células] sera guardada e armazenada a -20°C para
utilizagdes em pesquisas futuras. Essas amostras serdo utilizadas nas pesquisas
futuras com objetivos de: realizar novos estudos que complementem os objetivos
aqui propostos a fim de fechar as “lacunas” para entender o impacto do
Benzonidazol na resposta imune; identificar a evolucdo clinica do paciente para o
desenvolvimento de marcadores das formas clinicas cronicas da doenca de
Chagas (estudos de prognéstico); buscar o desenvolvimento de novas tecnologias
para aperfeicoar o diagndstico da doenga de Chagas. Desta forma, se no futuro,
sua amostra ammazenada for utilizada para outra pesquisa, poderemos entrar em
contato para preenchimento de ouiro TCLE. Informagdes sobre o andamenio e
resultados das pesquisas podem ser fomecidas para o (a) Sr (a), quando desejar
através das formas de contato conosco, disponibilizadas ao final deste
documento.

Garantiremos a confidencialidade das informacgdes prestadas, assim como
0 anonimato de todos que participarem da pesquisa. Se o(a) Sr(a) aceitar
participar, estara confribuindo para a geracdo de conhecimento sobre o
tratamento com Benzonidazol e consequentemente para auxiliar a conduta
médica relacionada ao fratamento do paciente. Caso ofa) Sr(a) ndo aceite

Av. Professor Moraes Rego. sin - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax- (BL) 3453-1911
wianw. cpgam fiscruz br



Blirbsierie da Sadde

FIDERUZ
Fundagie Dewalds Cruz

Canlra de Praquisa Aggen Magalhlies
participar da pesquisa o atendimento de seu familiar no ambulatorio continuara
acontecendo nomalmente.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de refirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do
motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (@) Sr (a) ndo tera nenhuma
despesa e também nac recebera nenhuma remuneracdo. Os resuliados da
pesquisa serao analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada,
sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacdo, o (a) Sr (a) podera
entrar em contato através do enderego Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Campus da UFPE, Av. Moraes Rego, s/n, pelo telefone
(81) 2101-2566, ou podera entrar em contate com o Comité de Etica em Pesqguisa
— CEP/CPgAM/FIOCRUZ, telefone (81) 2101-2639.

Consentimento Pos-Informagdo

Eu, , fui
informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha
colaboragdo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em participar do
projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser.

Eu autorizo a utilizagdo dessas amostras estocadas: { ) com a necessidade de
um novo contato e assinatura de um novo TCLE; ( ) dispenso a necessidade de
um novo contato e assinatura de um novo TCLE.

Este documento & emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e
pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Data: / /

Assinatura do participante ou Impresso do dedo polegar

S v’!:'i.'l. g~ TI YN AU (D,

\irginia Maria Bamos de Lorena
CPgAM/Fiocruz
Pesquizadora Rezponsdavel
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa/CPgAM

&

<

Comité de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Avaliagéo 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: CPgAM/FIOCRUZ

Data de apresentagdo ao CEP: 10/09/12

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 29/12

Registro no CAAE: 07511612.2.0000.5190

PARECER N° 26/2013

O Comité avaliou as modificagbes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questéo estdo 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 formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 05 de junho de 2016. Em
caso de necessidade de renovagédo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizagéo do projeto.

Recife, 05 de junho de 2013.

7

(€ = o /Q A et G A

( Coordengdora do CEP/CPGAM

Observacéo:
Anexos:
« Orientagbes ao pesquisador para projetos aprovados;
* Modelo de relatério 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 G
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 M

Recife - PE - Brasil AGGEU =
comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Saude
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