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RESUMO

O beneficio do Benzonidazol (Bz) aos portadores cronicos da doenca de Chagas
(DC) ainda demonstra controvérsias, mas seu uso pode ter a finalidade de
prevenir/retardar a evolucdo da doenca para as formas mais graves. Um dos
principais fatores que pode influenciar na eficacia do tratamento é a possivel
cooperacao entre os efeitos da droga e a resposta imunoldgica do hospedeiro.
Nesse contexto, avaliamos a resposta imune de células aderentes obtidas de células
mononucleares de sanue periférico (PBMC) (de pacientes portadores da DC)
submetidas ao tratamento com Bz apés a infeccdo com T. cruzi. Amostras de
sangue de portadores cronicos da DC (n = 7) e de individuos ndo infectados (n = 6)
foram coletados para obtencdo de PBMCs. As células foram cultivadas com T. cruzi,
seguido de adicdo do Bz. Ap6s o tempo de cultivo, os sobrenadantes foram
coletados e armazenados, e as células foram avaliadas por citometria de fluxo,
guanto a expressdo de moléculas de superficie. Avaliamos também a producédo de
Oxido Nitrico (NO), a capacidade fagocitica, o indice de sobrevivéncia intracelular do
parasita e por fim a morte celular. Os resultados mostraram que o Bz induz a
regulacdo positiva de moléculas de ativacao (CD80), de apresentacdo de antigenos
(HLA-DR), e de fagocitose (CD64, CD35) e a morte celular das PBMCs pelo
processo de necrose. Entretanto, ndo influencia na resposta inflamatoria, nem na
producdo de NO, bem como, sobre a capacidade fagocitica e sobre o indice de
sobrevivéncia intracelular dos parasitas. A presenca do T. cruzi modulou
negativamente a expressao de moléculas fagociticas e inflamatoérias (CD16a, CD11b
e CD32) e positivamente a molécula fagocitica e de ativacdo CD64. Também induziu
a producdo de NO, pelas células aderentes. Os resultados apontam para a
relevancia do uso do Bz, por apresentar um conjunto de interacGes farmaco/resposta
imune importantes para o equilibrio imunolégico frente ao T. cruzi, bem como por ser
também um importante tripanocida.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas, Benzonidazol, Mondécitos/macrofagos.
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ABSTRACT

The benefit of Benzonidazole (Bz) to chronic carriers of Chagas' disease (CD) is still
controversial, but its use may be aimed at preventing/slowing the progression of the
disease to more severe forms. One of the main factors that may influence the
efficacy of the treatment is the possible cooperation between the effects of the drug
and the immune response of the host. In this context, we evaluated the immune
response of adherent cells obtained from peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
(from patients with CD) submitted to Bz treatment after infection with T. cruzi. Blood
samples from chronic CD (n = 7) and non-infected individuals (n = 6) were collected
to obtain PBMCs. Cells were cultured with T. cruzi, followed by addition of Bz. After
the culture time, the supernatants were collected and stored, and the cells were
evaluated by flow cytometry for the expression of surface molecules. We also
evaluated the production of nitric oxide (NO), phagocytic capacity, intracellular
survival rate of the parasite and, finally, cell death. The results showed that Bz
induces positive regulation of activation molecules (CD80), antigen presentation
(HLA-DR), and phagocytosis (CD64, CD35) and cell death of PBMCs by the necrosis
process. However, it does not influence the inflammatory response, nor the NO
production, as well as the phagocytic capacity and the intracellular survival rate of the
parasites. The presence of T. cruzi negatively modulated the expression of
phagocytic and inflammatory molecules (CD16a, CD11b and CD32) and positively
the phagocytic and CD64 activation molecule. It also induced the production of NO
by adherent cells. The results point to the relevance of the use of Bz because it
presents a set of important drug / immune response interactions for the immune
balance against T. cruzi, as well as being an important trypanocidal agent.

Keywords: Chagas disease, Benzonidazole, Monocytes/macrophages.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) € uma das 17 doencas tropicais negligenciadas
listadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e permanece como uma das
mais importantes doencas infecto-parasitérias relacionadas a pobreza na América
Latina, com um numero de infectados no mundo de 6 - 7 milh6es de pessoas e com
menos de 1% dos individuos infectados recebendo tratamento etioldgico.

Muitos sdo os estudos sobre a resposta imune dos portadores da DC,
desenvolvimento e evolugao clinica da doencga, entretanto, pouco tem sido estudado
sobre a resposta desses portadores ao tratamento etiolégico. Estudos sobre a
resposta imune dos portadores da DC mostraram que individuos assintomaticos séao
capazes de reduzir o nimero de parasitas na fase inicial da infeccdo e possuem
mecanismos imunoregulatorios que limitam o desenvolvimento da doenca para as
formas mais graves da infeccdo. Por outro lado, individuos que desenvolvem as
manifestacdes cardiacas, apesar de serem capazes de controlar a parasitemia,
podem ndo serem capazes de elaborar uma resposta imunoregulatéria eficiente,
persistindo um perfil inflamatdério. Isto demonstra o papel da resposta imunolégica
especifica do hospedeiro frente a persisténcia do parasita nos tecidos, influenciando
a evolucao clinica na fase crénica. Estudos mostraram também que a cooperagao
entre a droga utilizada para o tratamento da DC e a resposta imune pode ser um
importante fator na determinacdo da eficacia do tratamento, entretanto, pouco se
conclui sobre qual o verdadeiro impacto do Benzonidazol (Bz) na resposta
imunolégica do hospedeiro, e se esta resposta imune potencializa ou ndo a acao do
Bz, ou vice-versa.

No Brasil encontra-se disponivel o farmaco Bz. Os resultados acerca do
tratamento com o Bz variam de acordo com a fase da doenca, o periodo de
tratamento e a dose, a idade e a origem geogréfica do paciente, com cerca de 70%
dos portadores tratados na fase aguda apresentando cura. O beneficio da
medicacdo aos portadores crénicos ainda € controverso. Evidéncias de atenuacao
no curso de miocardites em animais infectados com T. cruzi, bem como estudos
observacionais de individuos que mostraram negativacdo dos testes soroldgicos e
prevencdo de alteracdes clinicas e eletrocardiograficas, vem ratificar o papel do

tratamento etiolégico no controle do curso da doenca. Porém, estudos avaliando
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pacientes apods tratamento verificaram o fracasso da medicagédo na eliminacdo dos
parasitas na fase crénica, ndo interferindo na progresséo da doenca.

Diante das evidéncias da relacdo entre o Bz e a resposta imune, o presente
trabalho se prop0s avaliar a resposta imune de células aderentes obtidas de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes portadores da DC
submetidas ao tratamento com Bz ap0és a interacdo in vitro com o T. cruzi a fim de
observarmos as possiveis alteracdes dessas células. Com isso, compreender o0s
mecanismos envolvidos na interacdo parasita/hospedeiro que estejam associados a
droga antiparasitéria.

Conhecer os efeitos do Bz sobre esta importante célula da resposta imune
inata é de grande importancia para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas, potencializando ou melhorando a sua eficacia, além de aumentar o
conhecimento sobre os eventos decorrentes do tratamento etiolégico com esse

farmaco in vivo.
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2.1 A doenca de Chagas e sua epidemiologia
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A DC é caracterizada como sendo uma infeccdo tecidual e hematoldgica

causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A biologia do T. cruzi,

bem como seus vetores, reservatorios, clinica da doenca, epidemiologia e patologia,

foram descobertas pelo entdo pesquisador Carlos Chagas (1879-1934) em 1909 no
estado de Minas Gerais, Brasil (RASSI Jr.; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Essa € uma importante doenca negligenciada distribuida por 21 paises da

América Latina e estd associada as baixas condicbes socioecondmicas da

populacédo (Figura 1) (HOTEZ et al., 2007). Nessas regiées a DC é uma importante
causa de morbidade e mortalidade (HOTEZ et al., 2007, 2012).

Figura 1 - Paises endémicos na América Latina.
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Fonte: Andrade et al. (2011).

Aproximadamente, 6 - 7 milhdes de pessoas estdo infectadas em todo o

mundo e cerca de 15 mil mortes sdo relacionadas a doenca todos o0s anos
(BARRET; CROFT, 2012; ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015). No Brasil,

atualmente, predominam os casos cronicos decorrentes de infecgbes adquiridas no



Referencial Teorico |22

passado. As estimativas mais recentes no Brasil relativas ao nimero de pessoas
infectadas por T. cruzi variam de 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas (HOTEZ, FUGIWARA
2014; MARTINS-MELO et al., 2014). Com o0 aumento dos movimentos migratorios,
paises ndo endémicos como Japao (aproximadamente, 3.000 individuos infectados),
Estados Unidos (aproximadamente, 300.000 individuos infectados), Canada
(aproximadamente, 5.500 individuos infectados), Australia (aproximadamente, 1.500
individuos infectados) e paises da Europa (aproximadamente, 80.000 individuos
infectados) relatam numeros crescentes de casos da doenga em seus territorios
(SCHMUNIS; YADON, 2010). Esses dados geram preocupacdo com relacdo aos
métodos de deteccdo e tratamento nesses paises, pois, por ser uma doenca nao
endémica nesses locais, torna-se muito importante que os profissionais de saude
estejam capacitados para reconhecer a doencga, assegurando assim a interrupgao
de novos casos.

Esses dados demonstram que a DC nao se trata mais de uma doenca restrita
apenas a América Latina, mas sim, uma preocupacdo mundial que sem a adequada
contencédo, pode vir a ter consequéncias graves para a saude humana (COURA;
VINAS 2010). O Brasil também tem recebido consideraveis fluxos migratorios de
outros paises endémicos, como a Bolivia (SILVEIRA et al., 2013), levantando um
alerta, no pais, sobre politicas publicas de saude que visem aumentar o nivel de
atencao a esta populacdo de imigrantes (MARTES et al., 2013; SILVEIRA et al.,
2013).

Atualmente, hd um claro deslocamento da prevaléncia da infec¢do pelo T.
cruzi para faixas etarias mais avancadas no pais (BRASIL, 2016). A via classica de
transmissao € a vetorial que ocorre através da inoculacdo das fezes contaminadas
de insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, sendo o
Triatoma infestans, o vetor mais importante da doenca. Outras vias de infec¢éo
também podem ocorrer, como as vias oral, congénita, transfusional, transplante de
orgaos contaminados e por acidentes laboratoriais (BRASIL, 2005).

O ciclo de vida do T. cruzi inicia através do repasto sanguineo do inseto vetor,
popularmente conhecido como barbeiro. Ao se alimentar, o inseto elimina suas
excretas contendo o parasita na forma de tripomastigota metaciclico (Figura 2A) que
apresenta uma caracteristica morfolégica alongada. Ao entrar na pele lesionada, o
parasita inicia o ciclo de infeccdo das células do hospedeiro. A forma intracelular do

parasita é chamada de amastigota (Figura 2B), e caracteriza-se por apresentar
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forma arredondada. Enquanto amastigota, o parasita inicia o processo de replicacéo
por divisdo binaria. Apos sucessivas replicaces, o interior celular fica repleto de
parasitas, que novamente mudam de forma, passando a tripomastigotas sanguineos
(Figura 2C). Com a ruptura celular, os tripomastigotas sanguineos reiniciam o ciclo
com a infeccdo de novas células. No vetor, o ciclo bioldgico se inicia quando o inseto
se alimenta no homem ou em algum animal infectado e as formas tripomastigotas
sanguineas (Figura 2D) s&o ingeridas junto com o sangue. No intestino, o parasita
muda mais uma vez a sua morfologia, passando entdo para a forma epimastigota
(Figura 2E). Nesta forma eles se multiplicam, por divisdo bindria em ciclos de
aproximadamente 12 horas, e passam para a forma tripomastigota metaciclico
(Figura 2F), forma infectante pronta para ser eliminada junto com as excretas do
inseto (REY, 2001).

No Brasil, o controle vetorial por inseticidas foi instituido com o objetivo de
conter a transmissao vetorial da doenca a partir de 1975. Esse controle apresentou
uma expressiva diminuicdo da transmissdo do T. cruzi ao homem. Em 2006, o pais
recebeu a certificacdo internacional de interrupcao da transmissao da doenca pelo T.
infestans, concedida pela Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS) e OMS
(BRASIL, 2016). Apesar do expressivo controle vetorial, casos e surtos da doenga
por transmissao vetorial e oral (por ingestdo de alimentos contaminados) ainda
ocorrem em alguns estados do Brasil (BRASIL, 2016). Para os anos de 2000 a 2013
(Sinan, 2000 a 2013), verificou-se que a forma de transmissdo oral foi a mais
frequente em todos os anos (1.081, 68,9%), seguida pela transmissdo vetorial em
100 casos (6,4%).
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Figura 2 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Ribeiro (2016).

2.2 Manifestagdes clinicas e aspectos laboratoriais da doenca de Chagas

A partir da avaliacdo de manifestacdes clinicas e laboratoriais apresentadas
por portadores da DC, podemos classifica-la em duas fases: aguda e cronica. Na
maioria dos casos, a fase aguda esta associada com a alta parasitemia, além de
sintomas como febre, mal-estar, astenia, edema subcutaneo, linfoadenomegalia,
esplenomegalia e hepatomegalia (ANDRADE et al., 2011).

Devido a alta mortalidade em criancas e jovens (DIAS, 1987), o tratamento
etiolégico nessa fase é indicado, qualquer que tenha sido o mecanismo da infeccéo
(ANDRADE et al.,, 2011; BRASIL, 2016). Com a alta parasitemia, o diagndéstico
laboratorial nessa fase ocorre através de meétodos parasitologicos para deteccédo do
parasita circulante na corrente sanguinea (BRASIL, 2016). A evolucdo da fase
aguda para a fase cronica ocorre a partir da diminuicdo das manifestacfes clinicas e
da parasitemia. Portanto, a fase crdnica, caracteriza-se principalmente pela baixa
parasitemia, chegando a ser indetectavel através de métodos parasitolégicos diretos
(LUQUETTI, 1987; ANDRADE et al., 2011; BRASIL, 2016). Por isso, o diagnéstico
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pode ser realizado atraves de testes soroldgicos para detecgcdo de anticorpos anti-
lgG (BRASIL, 2016).

Ainda com relagcdo a fase crbnica, trés formas clinicas principais de grande
importancia médica podem ser descritas, as formas indeterminada (IND), cardiaca
(CARD) e digestiva (DIG), que podem comprometer 6rgaos vitais do organismo. A
forma IND foi reconhecida, ja& em 1916, por Carlos Chagas, e por ele conceituada
para designar a infeccdo na “auséncia de qualquer das sindromes clinicas
predominantes”. Esta forma clinica caracteriza-se por apresentar eletrocardiograma
e exames radioldgicos do térax, eséfago e célon normais (BRASIL, 2016).

A forma CARD é considerada a principal responsavel pela elevada morbidade
e mortalidade da doenca, ocorrendo na maioria dos pacientes sintomaticos da fase
cronica (DIAS, 1989; BRASIL, 2016). Sua expressao clinica é caracterizada pela
presenca de sintomas, sinais fisicos e alteracdes de exames laboratoriais simples,
eletrocardiograma e a radiografia toracica (DIAS, 1989). A forma DIG, pode
apresentar como principais manifestacdes clinicas, dilatacbes do esbdfago
(megaesb6fago) e/ou colon (megacodlon) que tém como caracteristicas, infiltracao
linfocitica focal e degeneracdo neuronal com desnervacdo (COURA; BORGES-
PEREIRA, 2010; BRASIL, 2016).

No entanto, ndo € possivel prever a evolucao clinica dos portadores. Cerca de
60-70% dos pacientes apresentam a forma IND ou assintomatica da doenca, 20-
30% desenvolvem a forma CARD e 8-10% apresentam a forma DIG (RASSI Jr,;
RASSI; MARIN-NETO, 2010).

As diferentes manifestacdes clinicas nessa fase podem ser conseqiéncias de
mecanismos multifatoriais relacionados tanto ao parasita quanto ao hospedeiro. O
tropismo, a antigenicidade e o tamanho do in6culo sdo aspectos relevantes
relacionados ao T. cruzi (ANDRADE et al., 2002). Quanto ao hospedeiro, é
importante considerar a faixa etaria, o estado nutricional e, especialmente, as
caracteristicas imunolégicas e genéticas (DIAS, 2000). O tratamento etioldgico
nessa fase ainda € controverso, devido aos baixos niveis de cura parasitologica
(COURA et al., 1997).
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2.3 Tratamento etioldgico

2.3.1 Benzonidazol

O Bz é um composto derivado de 2-nitroimidazéis, os quais possuem
atividade anti-parasitaria comprovada na literatura desde a sua introducdo para o
tratamento da DC na década de 70. Sua estrutura quimica ainda atrai a atencéo de
muitos devido a sua semelhangca com VAarios grupamentos presentes em
constituintes fundamentais como proteinas e &cidos nucleicos (MAYENCEA et al.,
2011), entretanto, os mecanismos por tras de seus efeitos tripanocidas bem como
sobre as células do hospedeiro ainda ndo foram totalmente elucidados. Acredita-se
que esta droga leva a formacdo de metabdlitos redutores que causam efeitos
deletérios incluindo danos irreversiveis ao DNA do T.cruzi (HALL; WILKINSON,
2011).

Como resultado o Bz leva a geracdo de radicais livres e/ou metabdlitos
eletroliticos, os quais tém potencial de afetar todas as macromoléculas do parasita.
Entretanto, a falta de especificidade do Bz pode causar efeitos sistémicos graves
levando muitas vezes a suspensao e abandono do tratamento (CEVEY et al., 2016).
Estes efeitos adversos incluem anorexia, vémito, polineuropatia, perda de peso, e
dermopatias  alérgicas, provavelmente em consequéncia dos efeitos
redutores/oxidativos danosos as células do hospedeiro (BRASIL, 2005). Por ser o
Unico farmaco disponivel, a resisténcia natural do parasita ao Bz pode ocorrer,
influenciando também na sua eficacia em diferentes areas geograficas (YUN et al.,
2009).

Apesar dos seus efeitos toxicos, até o presente momento ndo existem drogas
superiores ao Bz para o tratamento da DC. Numerosos compostos naturais e
sintéticos, tais como os derivados do alopurinol, ketaconazol e itraconazol tém sido
testados, alguns destes, potentes inibidores da sintese de esterol e outras vias
metabdlicas do parasita. No entanto, por diversas razoes, tais como insensibilidade
ou resisténcia do parasita, solubilidade, toxidade ou baixa eficacia clinica, a maioria
destes compostos tem se mostrado inferiores ao Bz.

Estudos mais aprofundados sobre os efeitos a nivel clinico e celular séo

bastante escassos, e por fim, as controversas com relacdo ao uso sao agravadas
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devido a auséncia de exames que assegurem a total erradicacdo do parasita
confirmando a cura da enfermidade apds o tratamento (ANDRADE et al., 2011).

Indica-se o tratamento para todas as criancas com idade igual ou inferior a 12
anos em sua fase crbnica, para os casos de infeccdo congénita, casos agudos, de
pacientes na fase cronica recente, ou seja, de 5 a 12 anos apés a infec¢do inicial, e
para aqueles que estejam com a IND, CARD leve (sem dilatacdo da area cardiaca, e
com fracéo de ejecao >55%) e DIG (BRASIL, 2016).

Tem sido demonstrado que a sua eficicia pode variar de acordo com a fase
da doenca, o periodo de tratamento, a dose, a idade e a origem geogréfica do
paciente e o perfil imunolégico do paciente (COURA; CASTRO, 2002). Cerca de
70% dos portadores tratados na fase aguda apresentam cura (MARIN-NETO et al.,
2009), entretanto, na fase crénica a eficacia do Bz ainda é bastante controversa.
Em adultos, a taxa de cura nédo ultrapassa 35% e em criangas, 60% (MOLINA et al.,
2014; ROMANHA et al., 2010).

Diversos estudos tém demonstrado que o tratamento pode ser benéfico ao
paciente, evitando a progresséao clinica da doenca, independente da eliminacao total
do parasita (FRAGATA FILHO et al., 1995; GALLERANO; SOSA, 2001; GARCIA et
al., 2005). Murcia et al. (2016), analisando o perfil parasitolégico de 455 pacientes
com DC crdnica, através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) demonstraram
o efeito benéfico do Bz na negativacédo da parasitemia na maioria dos pacientes 7
anos apos o término do tratamento. Estudos clinicos preliminares sugerem que esse
farmaco pode auxiliar na melhoria ou na estabilizacdo do quadro clinico do paciente,
sendo por isso, uma possivel alternativa para a melhoria do prognadstico clinico na
fase cronica (VIOTTI et al., 1994; CANCADO et al., 2002; MARIN-NETO et al., 2008;
MARIN-NETO et al., 2009).

Em uma avaliagdo, parte de um estudo maior o Benefit - Benznidazole
Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis, multicéntrico, randomizado e
prospectivo que contou com 2854 pacientes portadores da cardiomiopatia
chagasica, tratados com Bz ou placebo por um periodo de 80 dias e acompanhados
por aproximadamente 5 anos, foi demonstrado que a terapia tripanocida com o Bz
reduziu significativamente a detec¢do do parasita no soro através da PCR, mas néo
reduziu de forma estatisticamente significativa a deterioragdo clinica cardiaca
guando foi realizada a avaliacdo pelos 5 anos de acompanhamento (MORILLO et
al., 2015).
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2.4 Resposta imune na doenca de Chagas

A resposta imune do hospedeiro frente ao T. cruzi € de grande importancia na
evolucado da DC. Os mecanismos imunoldgicos sdo responsaveis pelo controle do
parasita, mas também, responséveis pela reacao inflamatoria localizada em alguns
orgaos especificos (TEIXEIRA et al., 2002). A auséncia de sintomas, ou o
predominio da forma IND, pode estar associada com a capacidade individual de

regular a resposta imune anti-T. cruzi.

2.4.1 Resposta imune inata

Na reposta imune inata, 0s mecanismos envolvidos no controle do
parasitismo intracelular do T. cruzi, durante a fase aguda, se iniciam com a producgao
dos interferons do tipo | (DE AVALOS et al.,, 2002), além de outras citocinas que
terdo como principal acdo a ativacdo de macrofagos que produzirdo moléculas
efetoras tripanocidas, como o oOxido nitrico (NO) que estd envolvido com a
resisténcia do hospedeiro a diversos patdgenos, estando intimamente relacionado a
destruicdo dos parasitas na DC (TEIXEIRA et al., 2002; KAYAMA; TAKEDA 2010).
Células dendriticas, macrofagos e as células Natural Killer (NK), tém papel
fundamental na defesa anti-T. cruzi. (TARLETON, 2007).

O controle da infeccdo pelo T. cruzi se inicia pela resposta imune inata com
um importante papel na diminuigdo da replicagdo parasitéria e consequentemente na
migracado do parasita para os tecidos do hospedeiro (KAYAMA; TAKEDA 2010). A
resposta imune inata apresenta a capacidade de discriminar patdégenos via
Receptores de Reconhecimento Padrédo (PRRS), que sao receptores desenvolvidos
para reconhecer diferentes tipos de Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos
conhecidos como PAMPs. Diferentes classes de microorganismos, incluindo o T.
cruzi, expressam diferentes PAMPs e acionam/ativam a resposta inata do
hospedeiro (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). O sistema imune inato também
tem a capacidade de reconhecer moléculas endbégenas produzidas por células
danificadas ou mortas conhecidas como Padrdes Moleculares Associados a Danos
(DAMPs) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).
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Os PRRs sao expressos por fagocitos, células dendriticas, células epiteliais e
muitos outros tipos celulares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). Estao localizados
na membrana plasmatica ou na membrana endossémica e também no citoplasma.

Um exemplo de PRRs séo os receptores Toll-like (TLRS) que apresentam
especificidade para padrbes de componentes microbianos, tais como estruturas de
acido nucleico, componentes da parede celular bacteriana e proteinas estruturais
(ISHII et al., 2008). A associacdo dos PRRs com os PAMPs e DAMPs desencadeia
eventos que promovem as fun¢des antimicrobianas e pro-inflamatorias das células
em gue sao expressas além de orquestrar o desenvolvimento da resposta imune
adaptativa (VAZQUEZ et al., 2014; KUMAR et al., 2011). Existem diferentes classes
de TLRs, que reconhecem diferentes tipos de PAMPs. Esses receptores sao
compostos de multiplas repeticbes ricas em leucina que sdo Uteis para o
reconhecimento de varios PAMPs. A familia de TLRs € constituida por pelo menos
10 membros (TLR1-TLR10) (BAFICA et al., 2006).

O primeiro TLR descrito no envolvimento da DC foi o TLR2, que juntamente
com TLR4 e TLR9 sé&o os TLRs mais importantes para a defesa inicial contra a
infeccdo pelo T. cruzi (DOS SANTOS et al, 2016). Experimentos in vitro
demonstraram que a baixa viruléncia de cepas de T. cruzi poderia levar a um
aumento da producédo de citocinas do tipo Thl, tais como IL-12 e TNF-a através de
expressdo elevada de TLR4. Cepas com elevada viruléncia induziram a uma
diminuicdo da producéo de TNF-a quando ocorreu uma baixa expressdo de TLR4
(DA COSTA; SILVA; MENDES, 2014).

A resposta imune inata também apresenta receptores de reconhecimento
para deteccdo de infec¢cdes ou danos celulares no citoplasma. Uma das classes
principais sdo a de receptores semelhantes a NOD-like (proteina contendo dominio
de oligomerizacdo nucleotidica) (NLR). O reconhecimento de infeccdes
intracelulares é de grande importancia, ja que, um grande numero de
microorganismos apresenta parte do seu ciclo normal de vida dentro da célula. A
familia NLR apresenta os subtipos moleculares NOD1 e NOD2 que estao presentes
no citoplasma de diversos tipos celulares e respondem a peptidoglicanas da parede
celular bacteriana (KAYAMA; TAKEDA, 2010).

Silva et al. (2010), demonstraram que camundongos NOD1"- foram altamente

susceptiveis a infeccao por T. cruzi, além de apresentarem aumento da parasitemia
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e elevada mortalidade. Estes resultados sugerem que NOD1 é imprescindivel no
reconhecimento intracelular do T. cruzi (KAYAMA; TAKEDA, 2010).

2.4.1.1 Mondcitos/Macrofagos

A resposta imune inata apresenta diversos mecanismos associados para
combater e/ou controlar a infeccdo inicial. Uma das principais células envolvidas
nesse estagio da resposta imune € o Macréfago. A ativagcdo dos macrofagos é
importante para matar a forma intracelular obrigatoria do T. cruzi, as amastigotas
(Figura 3) (DOS SANTOS et al., 2016).

Figura 3 - Macréfago infectado com formas intracelulares de T. cruzi.

Macréfago — Amastigotas
Célula —Formas

aderente intracelulares
infectada. do T. cruzi.

Fonte: Autora, 2015.

Com o inicio do processo de fagocitose, o fagossomo, um vacuolo formado
pela invaginagdo da membrana celular e pelo material ingerido, amadurece para se
tornar um fagolisossomo, uma organela membranar que se forma quando um
fagossomo se funde com um lisossomo. Nessa organela o patbgeno é morto por
uma grande variedade de mecanismos microbicidas, entre eles: intermediarios
reativos de oxigénio e nitrogénio e peptideos toxicos. Os patdbgenos mortos sédo
digeridos, principalmente através da acao de hidrolases, e os peptideos microbianos

alcancam o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) Il. Os peptideos
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ligam-se a molécula de MHC, e os complexos sao transferidos para a superficie
celular, onde o complexo péptido/MHC Il liga-se ao seu receptor de célula T
resultando na ativacdo dos linfocitos (ADEREM; UNDERHILL, 1999).

O processo de fagocitose mediado pelos macrofagos é capaz de estimular a
producao de citocinas como IL-12 e TNF-a que estimulardo também a produgéo da
citocina IFN-y (SILVA et al.,1992). Na DC experimental, a IFN- y tem sido relatada
como um fator de resisténcia ao parasita por apresentar uma importante funcéo de
contengdo da parasitemia em camundongos infectados (MINOPRIO et al., 1986;
REED, 1988; TORRICO et al.,, 1991). Entretanto, na DC humana, niveis elevados
dessa citocina tém sido associados com a gravidade da doenca cardiaca em
pacientes na fase cronica (DUTRA et al., 1997; GOMES et al.,, 2003; BARROS-
MAZON et al., 2004; LORENA et al., 2010). Macrofagos ativados pelo IFN-y,
controlam o crescimento parasitario intracelular através da producdo NO (MAYA et
al., 2010; BERGERON; OLIVIER 2016).

Na DC o IFN-y apresenta um importante papel na resposta imune contra o T.
cruzi uma vez que € um dos principais mecanismos responsaveis pela eliminacéo da
forma intracelular deste parasita, apresentando acao citotoxica e citostatica em
parasitas intracelulares (VESPA; CUNHA; SILVA, 1994; SAEFTEL; FLEISCHER,;
HOERAUF, 2001). Entretanto, seu acumulo pode provocar danos teciduais
(TATAKIHARA et al.,, 2015). Além de ser um importante mediador citotoxico de
células imunes efetoras ativadas, possui, ainda, um papel como
mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais (DUSSE;
VIEIRA; CARVALHO, 2003).

Os macréfagos (CD14*) também sd&o conhecidos como Células
Apresentadoras de Antigenos (APC) e/ou Células Aderentes por necessitarem de
adesdo a uma superficie de contato para que possam iniciar a proliferacdo em
cultura. Essas células tém papel essencial no controle da infec¢ao pelo T. cruzi., por
apresentarem como funcbes a secrecdo de citocinas e mediadores quimicos, a
captura, processamento e apresentacdo de antigenos para as células T (Figura 4).
Os macrofagos apresentam em sua superficie moléculas co-estimulatorias (CD80,
CD86), que sao importantes para promover a ativagcdo e a diferenciacdo dos
linfécitos T (FREEMAN et al., 1993a, 1993b).

A populacdo de mondcitos/macréfagos no sangue ndo € homogénea,

apresentando subtipos baseados nas diferentes expressdes das moléculas de
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superficie CD14* e CD16* (DAYYANI et al.,, 2003). As subpopula¢gbes de
monacitos/macréfagos sdo caracterizadas por CD14*CD16™ mondcitos classicos que
representam aproximadamente 90-95% dos mondcitos circulantes, e CD14*CD16*
mondocitos pro-inflamatérios que correspondem apenas 10% do total de mondcitos
(ZIEGLER-HEITBROCK, 1996). Estas subpopulacdes divergem em alguns aspectos,
tais como expressdo de moléculas de adesédo e receptores de quimiocinas. Os
monacitos pro-inflamatorios CD14*CD16* produzem concentracfes elevadas da
citocina TNF-a mas nao da citocina IL-10, apds estimulacdo com LPS (BELGE et al.,
2002). Szaflarska et al., (2004), mostraram que apo6s estimulacdo destas
subpopulagdes de mondcitos com células tumorais in vitro, foram encontradas
expressdes mais elevadas de NO sintase e producdo de NO por mondcitos
CD14*CD16".

Figura 4 - Apresentacao de antigenos para células T.

( CD 28
APC . MHCIl © CD 4

Fonte: Autora, 2014.

Nota: Quando antigenos proteicos presentes no meio extracelular sé&o
fagocitados pelas APCs e confinados em vesiculas citoplasmaticas, sé&o
transformados em peptideos que passam a serem exibidos pelas moléculas do
MHC de classe Il que apresentam 0s antigenos aos receptores expressos na
superficie dos linfécitos CD4*. Além disso, as APCs expressam em sua
superficie moléculas co-estimulatérias (CD80* e CD86*) que sdo reconhecidas
por um receptor chamado de CD28", expresso em praticamente todas as células
T.

Em 2007, Molica, estudou o fendtipo de células mononucleares totais e
células ndo aderentes, demonstrando que células CD14* expressam moléculas
HLA-DR* (MHC de classe II), CD80* e CD86" com intensidade semelhante entre as
formas clinicas nas culturas estimuladas ou ndo com T. cruzi. Entretanto, apesar de
ndo haver diferenca estatistica foi possivel observar no grupo dos pacientes

portadores da forma IND uma expressdo menor de moléculas HLA-DR*™ e CD80"
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sugerindo que a ativacdo dos linfécitos T por essas células poderia estar mais
controlada.

Souza et al., (2004), quando estimularam células aderentes obtidas de PBMC
com tripomastigotas vivos, observaram que mondcitos de pacientes com a forma
IND estéo relacionados com a producéo de IL-10, enquanto monécitos de pacientes
com a forma CARD expressam TNF-a. A citocina IL-10 poderia estar associada com
a protecdo do hospedeiro portador da forma IND contra o desenvolvimento das
formas crbnicas sintométicas (GOMES et al., 2003). Diante desses achados, os
autores sugerem que pacientes portadores da IND, os quais sdo capazes de manter
baixos niveis de IFN-y e altos niveis de IL-10, poderiam ndo desenvolver a doenca
cardiaca.

Apesar de todo o empenho do sistema imunolégico em combater o T. cruzi,
na fase crdnica, o parasita ainda persiste no organismo do hospedeiro em niveis
baixos. Isso demonstra que o T. cruzi desenvolve mecanismos capazes de se evadir
do sistema imunologico (NAGAJYOTHI et al., 2012), persistindo no hospedeiro na
forma intracelular. Alguns Glico-inositol-fosfolipidios, encontrados na membrana
celular de formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas, podem apresentar
funcdo supressiva na ativagdo das APCs, inibindo a secre¢cdo de citocinas como
TNF-a e IL-12 (SILVA et al.,1998; VAN OVERTVELT et al.,1999; ZAMBRANO-VILLA
et al., 2002) e também induzindo a diminuicdo da expressdo das moléculas co-
estimulatorias (CD80, CD86) (BRODSKYN et al., 2002). Antigenos liberados pelo
parasita, como trans-sialidase e HSP70, induzem a apoptose de linfécitos
(LEGUIZAMON et al., 1999; MARANON et al., 2000). Portanto, é possivel que o
parasita explore a apoptose das células hospedeiras para evadir da resposta imune
(DOS REIS; LOPES 2009).

Estes mecanismos de inibicdo podem ser adicionados a uma lista de outros
mecanismos de escape utilizados pelo T. cruzi para reduzir a eficacia da resposta
imune do hospedeiro podendo explicar também a persisténcia dos parasitas e a
leséo tecidual (RUSSO et al., 1993; KAYE et al., 1994; REINER, 1994; SAHA et al.,
1995; LA FLAMME et al., 1997; OVERTVELT et al., 1999; PLANELLES et al., 2003;
GOTO; LINDOSO 2004; BRODSKYN et al.,2002; ZAMBRANO-VILLA et al.,2002).
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2.5 Resposta imune versus Benzonidazol

Poucos séo os estudos que relatam a influéncia do tratamento etiologico da
DC sobre a resposta imune do hospedeiro. O que se sabe € que um dos principais
fatores que podem influenciar na eficacia do tratamento da DC é a possivel
cooperacdo entre os efeitos da droga e a resposta imunoldgica do hospedeiro
(OLIVIERI et al., 2002). Além disso, o tempo decorrido entre a infeccdo inicial e o
inicio da quimioterapia também podem influenciar (SOSA-ESTANI et al., 2009).
Divergéncias quanto a cura no tratamento etioldgico da DC séo recorrentes (DUFFY
et al., 2009; AGUIAR et al.,, 2011; LAURIA-PIRES et al., 2000), entretanto, ha
convergéncia quanto a sua utilidade, a depender de circunstancias, como: fase da
doenca, idade do paciente e condicbes associadas (BRASIL, 2005; FRAGATA
FILHO et al., 1995; GALLERANO; SOSA, 2001).

A deteccdo de baixos niveis de parasitas circulantes em uma significativa
parcela de individuos cronicamente infectados (GUTIERREZ et al., 2009) sugere
gue o ciclo de vida intracelular do parasita é ativo, intermitente, e pode ser a base
para a terapia antiparasitaria em individuos cronicamente infectados.

Bahia-Oliveira et al. (2000), demonstraram que individuos considerados
curados apoOs o tratamento com Bz produziram altos niveis de IFN-y quando
comparados ao grupo de nao tratados. O tratamento com Bz conduz para um tipo de
modulagao positiva da resposta imune Thl, sendo a IL-10 um 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
especifico (SATHLER-AVELAR et al., 2006).

Ao avaliar o fenotipo celular de seis criangas portadoras da forma IND
submetidas ao tratamento, foi verificado que o Bz levou a uma maior ativagdo de
mondcitos circulantes, mas este fendmeno foi negativamente associado com o
namero de células CD14*IL-12* (SATHLER-AVELAR et al., 2008). Por outro lado,
Laucella et al. (2009), verificaram que pacientes submetidos ao tratamento
apresentaram declinio de IFN-y apds 12 meses do tratamento sugerindo que o Bz
induz uma mudanca de fendtipo de linfocitos T efetores para células de memoria.
Cutrullis et al. (2011), estudaram a acéao do tratamento com o Bz sobre a producéo
de auto-anticorpos anti-M2 do receptor muscarinico (anti-M2R AABS) com atividade
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colinérgica e adrenérgica, associados com a patogénese em hospedeiros do T.
cruzi, e o perfil de IFN-y em 30 criangas na fase inicial da DC e 19 criangas nao
infectadas. Os resultados demonstraram que anti-M2R AABS e IFN-y aumentam
precocemente durante a infecgdo em criangas e com a utilizagcdo do Bz, esse perfil
altera, observando uma diminuicdo de anti-M2R AABS e IFN-y. Os autores sugerem
a utilidade do tratamento precoce com o Bz, ndo apenas com o objetivo de eliminar
0 parasita, mas também para reduzir respostas imunes exacerbadas.

Bahia et al. (2012), demonstraram que em avaliacdo in vivo com
camundongos infectados com uma cepa resistente de T. cruzi (cepa Colombiana), o
Bz reduziu o numero de células inflamatérias na fase cronica da infeccéo
experimental quando comparado aos animais néo tratados.

Apesar dos estudos existentes, pouco se conclui sobre qual o verdadeiro
impacto do Bz na resposta imunoldgica do hospedeiro, e se esta resposta imune
potencializa ou ndo a acdo do Bz. Por isso, estudos que possam elucidar essas
lacunas ainda existentes com relacdo a acdo do Bz sobre a resposta imune do

hospedeiro sdo de grande importancia para uma adequacgao terapéutica eficiente.
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3 JUSTIFICATIVA

Devido ao fato da DC ser uma doenca altamente negligenciada pela industria
farmacéutica e ao limitado potencial comercial das drogas usadas para o seu
tratamento, o desenvolvimento de novos farmacos para esta doenca ndo seja,
talvez, uma perspectiva muito proxima. O Bz continua sendo a Unica alternativa
disponivel no Brasil para o tratamento da DC.

O Brasil apresenta aproximadamente de 1,9 a 4,6 milhdes de individuos
portadores da DC (MARTINS-MELO et al., 2014; HOTEZ, FUGIWARA 2014). No
entanto, o uso do Bz por pacientes crénicos ainda é controverso e pouco estudado.
As evidéncias apresentadas na literatura nos sugerem que o tratamento com esse
farmaco seja uma ferramenta benéfica ao paciente cronicamente infectado,
melhorando seu estado clinico e aumentando sua sobrevida. Apés mais de 100 anos
da descoberta da doenca, um estudo multicéntrico chamado Benefit (Benznidazole
Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) (MARIN-NETO et al., 2008; MARIN-
NETO et al., 2009; MOREIRA et al., 2012; MORILLO et al., 2015) para avaliar a
eficacia do Bz em portadores da doenca crbnica foi realizado e suas conclusfes
estdo sendo divulgadas agora, gerando grandes expectativas sobre a
recomendacdo do Bz de forma consensual no tratamento da DC crbénica. Os
resultados podem auxiliar estes e outros estudos em andamento, no intuito de
comprovar a indicagdo ou ndo do uso do Bz em pacientes cronicos.

Conhecer os fen6menos decorrentes da interacdo de formas tripomastigotas
do T. cruzi com células da resposta imune inata de individuos portadores da
infeccdo chagasica associado ao Bz tem grande importancia para o entendimento
dos primeiros eventos que ocorrem entre o parasito e o hospedeiro. Portanto,
esperamos descrever alguns mecanismos que possam estar relacionados a
resposta imune inata de individuos cronicamente infectados e submetidos ao
tratamento com o Bz, além de contribuir através da identificacdo de possiveis
estratégias futuras para a melhoria da adequacéo do tratamento, como também para

diminuir a disseminacdo do parasita e a progressdo da doenca sintomatica.
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4 HIPOTESE

Existe alteracdo no perfil fenotipico e na resposta imunolégica de células
aderentes de portadores crénicos da doenca de Chagas, apdés a exposicdo ao

tratamento com o Benzonidazol.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imune de células aderentes obtidas de PBMC (de

pacientes portadores da DC) submetidas ao tratamento com Bz apds a infecgcdo com

formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.

5.2 Objetivos especificos

a) Otimizar e padronizar as condi¢cbes experimentais;

b) Avaliar o perfil imunocelular das células aderentes obtidas de PBMC tratadas

d)

f)

com Bz apds exposicao a tripomastigotas (Avaliar a expressao das moléculas
CD14*, CD11b*, CD16a*, CD32*, CD35", CD64*, HLA-DR*, CD80*, CD86 *

em células aderentes);

Dosar os niveis de 6xido nitrico no sobrenadante de cultura de células
aderentes e ndo aderentes tratadas com Bz ap0s exposicao a tripomastigotas

de T. cruzi;

Avaliar o efeito do tratamento com o Bz sobre a forma intracelular amastigota,

apos infeccdo das células aderentes pelos tripomastigotas;

Avaliar a capacidade fagocitica das células aderentes na presenca ou

auséncia de Bz;

Avaliar a morte celular por necrose ou apoptose em células aderentes

tratadas com Bz ap0s exposicao a tripomastigotas de T. cruzi.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Obtencéao de formas tripomastigostas de T. cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas conforme descrito no item 6.1.2, para
posterior infeccdo das células aderentes humanas. Todo o processo ocorreu em
duas etapas, sendo a primeira o cultivo das células Vero, e a segunda a infec¢cao

dessas células com as formas tripomastigotas.

6.1.1 Cultivo de células Vero

As Células Vero (Oriundas de células epiteliais renais do macaco-verde
africano - Cercopithecus aethiops) sdo muito utilizadas em cultivo celular como
célula hospedeira de parasitas eucariotos, especialmente os Tripanosomatideos, por
desenvolverem bem o ciclo desses parasitas (CAMARA et al., 2013). As células
criopreservadas em meio RPMI 1640 (Sigma™) suplementado (soro bovino fetal -
SBF - 10%) contendo DMSO a 10% foram descongeladas em banho-maria,
resuspendidas em 5ml de RPMI 1640 (Sigma™) suplementado (10% SBF) e
centrifugadas a 400 x g por 10 minutos a 22°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento contendo as células foi ressuspendido em 5ml do meio RPMI 1640
(Sigma™) suplementado (10% SBF). A suspenséo celular foi depositada em frascos
de cultura contendo 5ml de meio RPMI 1640 (Sigma™) suplementado (10% SBF) e

incubada (37°C/5% CO) até a confluéncia total das células.

6.1.2 Obtencao de tripomastigotas para Infeccdo das células Vero

As formas tripomastigotas, da cepa Y, criopreservadas (107
tripomastigotas/ml) foram descongeladas em banho-maria a 37°C. Apos o
descongelamento, os tripomastigotas foram distribuidos em tubos Falcon (15ml) e
10ml 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 5ml de meio RPMI

1640 (Sigma™) suplementado (2% SBF). A suspensao foi distribuida em garrafas de
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cultura contendo células VERO e incubada por 24 horas em estufa (37°C/5% CO.).
Ao fim da incubacdo, o sobrenadante foi retirado para remocédo 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 microscépio invertido para
verificacdo da multiplicacdo dos parasitas intracelulares. Apds a ruptura celular, os
tripomastigotas foram coletados para posteriores infeccdes das células Vero e das

células nao aderentes.

6.2 Populacédo do estudo

Sete portadores cronicos da DC (INFEC) (Quadro 01) foram selecionados no
Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro
Cardioldgico de Pernambuco (PROCAPE) do Hospital Universitario Oswaldo Cruz
(HUOC), Recife - PE, da Universidade de Pernambuco (UPE). Os INFEC incluidos

no estudo atenderam os seguintes critérios:

a) Possuir sorologia reagente para a infecgédo pelo T. cruzi através de dois testes
imunoenzimaticos com preparacdes antigénicas diferentes ou dois testes com
principios metodoldgicos diferentes;

b) Possuir exames clinicos para caracterizacao da forma clinica;

c) Nao ter sido submetido ao tratamento etiolégico;

d) N&o ter apresentado queixas digestivas como disfagia e/ou constipacéo;

e) Nao ter apresentado alteracdo leucocitaria no hemograma.

Para a caracterizagdo clinica dos INFEC (n = 7), foram realizados exames
fisicos e laboratoriais, como eletrocardiograma, ecocardiograma, radiografia de térax
e esofago, além do enema opaco, quando necessario. Os exames clinicos
permitiram a caracterizacdo dos INFEC estabelecida pela | Diretriz Latino-Americana
para Diagnéstico e Tratamento da Cardiopatia Chagasica (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011). Desta forma, os INFEC inclusos no estudo,
foram classificados como: indeterminado A (ndo apresentaram sintomatologia

clinica, nem alteracdes eletrocardiogréaficas) e cardiaco B1 (apresentaram alteracdes
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eletrocardiograficas, alterac6es ecocardiograficas discretas, mas que ndo possuiam
disfuncédo ventricular). Todas as informacdes acerca dos aspectos clinicos dos
INFEC (forma clinica apresentada e presenca de comorbidades) foram registradas
no formulario de pesquisa especifico, obtidas através dos prontuérios e informadas
pelos médicos responsaveis. Nesse formuldrio também foram registradas
informacdes sociodemograficas como: idade, género e municipio de residéncia e de
origem.

Foram selecionados também dezesseis individuos nado infectados para
realizacdo das padronizagdes e para parte dos experimentos (CNP = 16) e seis
individuos, também néo infectados, para os experimentos de imunofenotipagem e
dosagem de oOxido nitrico (CN = 6) (Quadro 01). Os individuos nédo infectados
atenderam os seguintes critérios de inclusdo: ndo habitaram em areas endémicas;
nunca receberam transfusdo de sangue; apresentaram sorologia negativa para a
infeccdo pelo T. cruzi. Além disso, todos assinaram o TCLE e também forneceram

informacdes para o preenchimento do formuléario de pesquisa.
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Quadro 1: Individuos patrticipantes do estudo.
Grupos Objetivos

PAD | IMUNOF | NO | AMA | FAG | NEC/APO

CN/CNP
CNPO1
CNPO2
CNPO3
CNPO4
CNPO5
CNPO6
CNPO7
CNPO8
CNPO9
CNP10
CNP11
CNP12
CNP13
CNP14
CNP15 X
CNP16 X
CNO1
CNO2
CNO3
CNO6
CNO7
CNO8
INFEC
HOUC458
HOUC459
HOUCA460
HOUC464
HOUC465
HOUC468
HOUC470

Fonte: Autora, 2017.

Nota: CNP: controle negativo para padroniza¢des; CN: controle
negativo; INFEC: infectados; HUOC: Hospital Universitario
Oswaldo Cruz; PAD: padronizagdes; IMUNOF:
imunofenotipagem; NO: avaliacdo de dosagem de 6xido nitrico;
AMA: avaliacdo de contagem de amastigotas intracelulares;
FAG: avaliacdo da capacidade fagocitica das células aderentes
e NEC/APO: avaliacdo de necrose e/ou apoptose celular.

X| X[ X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X| X
X| X| X| X| X| X
X

X| X| X| X| X| X| X
X X X| X| X| X| X
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6.3 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 sangue
em tubo seco para obtencdo de soro para a confirmacéo da sorologia para infeccéao
pelo T. cruzi. Apoés 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.

6.4 Confirmacéo da sorologia para a infeccao pelo T. cruzi

Foram utilizados dois testes imunoenzimaticos com preparacdes antigénicas
diferentes para a confirmacdo da infeccdo chagéasica: o primeiro é constituido de
uma mistura de extratos totais do T. cruzi adsorvidos a placa de microtitulacdo
(Chagas test ELISA I1ll) proveniente de Bioschile Ingenieria Genetica S. A™ e o
segundo utiliza Ag-Recs adsorvidos a placa (Imuno-ELISA Chagas) proveniente de
Wama Diagnostica™. Foram considerados reagentes os resultados reativos nos
dois testes utilizados e ndao-reagentes o0s resultados que apresentaram nao-
reatividade nos dois testes (BRASIL, 2005). Todos os protocolos experimentais
foram realizados segundo instru¢fes do fabricante. Amostras que se mantiverem
discordantes mesmo apoés repeticdo dos testes foram interpretadas como

inconclusivas, sendo excluidas da pesquisa.

6.5 Isolamento de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC)

Para realizacdo do nosso estudo, obtivemos as Células Mononucleares de
Sangue periférico que sdo os linfécitos (Células n&o aderentes) e os
monacitos/macréfagos (células aderentes). Para obtencdo das células, utilizamos a
técnica de centrifugacdo do sangue em gradiente de densidade. O sangue coletado
com heparina foi adicionado a tubos Falcon de 50ml (BD Falcon™), seguido da
adicdo da solugdo Phosphate-buffered saline (PBS) filtrado e estéril (pH 7,2), sendo

a proporcdo de sangue/PBS de 1:2. Quinze mililitros dessa solucdo foram
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adicionados a tubos de polipropileno (BD Falcon™; 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
separacdo entre o Ficoll-Paque PLUS™ (Amersham Biosciences) e o sangue (1:2
sangue/PBS e Ficoll) (Figura 5A). Apés a centrifugacdo 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 e colocado em tubos de polipropileno (BD Falcon™ 15 ml). As
células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo a 400 x g por 10 minutos em 14
ml de meio RPMI 1640 (Sigma™) incompleto. Ap6s 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 106 células/ml.

para obtencdo de PBMC.

Figura 5 - Etapas do procedimento

Fonte: Autora, 2014.
Legenda: (A) separacido entre o Ficoll-Pague PLUS™ (Amersham  Biosciences)
e o sangue; (B) formacao do anel leucocitario.

6.6 Otimizacéo e padronizacao das condi¢cdes experimentais

6.6.1 Otimizacdo dos protocolos de Co-cultivo de PBMC, T. cruzi e adigao de Bz
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Para alcancarmos nossos objetivos, padronizamos o protocolo de cultivo
celular para que a cultura fosse realizada da seguinte forma: as culturas de PBMC
foram realizadas em placas de 48 pocos de poliestireno contendo meio RPMI 1640
(Sigma™) suplementado (10% SBF) para adesédo das células aderentes (Figura 6 -
Poco 1). Em seguida, as células ndo aderentes foram removidas e, posteriormente,
as formas tripomastigotas foram adicionadas aos pogos na concentracédo de 10°
tripos/ml para infeccéo das células aderentes (Figura 6 - Poco 2). Apos o periodo de
incubacdo, as células ndo aderentes foram readicionadas ao cultivo, juntamente com
o farmaco Bz na concentragdo de 1ug/ml e as placas incubadas (Figura 6 - Poco 3).
Apés 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.

Figura 6 - Esquema do co-cultivo - Células aderentes, ndo aderentes,
tripomastigotas e Bz.
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Fonte: Autora, 2015.

Legenda: Poco 1 - Apenas células aderentes e ndo aderentes; Poco 2 -
células aderentes, ndo aderentes e a adi¢do do tripomastigota; Poco 3 -
células aderentes, ndo aderentes e a adigdo do tripomastigota e
Benzonidazol; Pogo 4 - células aderentes, ndo aderentes e adi¢do de
Benzonidazol.
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6.6.2 Otimizac&o do tempo ideal de agitacédo das placas de cultura

Quando as PBMC sao adicionadas aos pocos das placas de cultivo, as
células ndo aderentes tendem a se depositar no fundo do pogo juntamente com as
células aderentes. Com o objetivo de diminuir essa deposicdo, 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. Aos pocos, foi adicionado 1ml de solugdo contendo 106
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 agitacéo) e a outra de 30 em 30 minutos (dois momentos de agitacéo), durante 1
hora. Para verificar a porcentagem de células aderentes e ndo aderentes presentes
na cultura, o sobrenadante contendo as células ndo aderentes foi retirado dos pogos
e adicionado em tubos de polipropileno (BD Falcon™ 15 ml). Apds a retirada dessas
células, 1ml de meio RPMI 1640 (Sigma™) completo (10% SBF) foi adicionado aos
pocos. Os tubos contendo as células ndo aderentes e as placas contendo as células
aderentes foram incubados em estufa (37°C/5%CQO2) por um periodo de 24 horas.
Apoés o tempo de cultivo, as células aderentes foram removidas dos po¢cos com a
adicao de 500 pl da solucéo de tripsina/EDTA (solucéo salina tamponada contendo
2% de Tripsina — Fibco® e 0,2% de EDTA - Sigma™) por um periodo de 3 minutos
sendo 2 minutos na estufa e 1 minuto sob forte agitacdo. As células foram colocadas
em tubos de polipropileno (BD Falcon™; 15 ml) e, para bloquear a ac¢édo 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,
nao aderentes e das PBMC utilizando 2,5 pl de anti-CD3 (conjugado ao fluorocromo
PerCP) para marcacao das células ndo aderentes e 2,0 pl de anti-CD14 (conjugado

ao fluorocromo FITC) para marcacéo das células aderentes (conforme o item 6.6.3).
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6.6.3 Otimizacao do protocolo para a retirada das células da placa apoés a cultura

Para otimizar o processo de retirada das ceélulas aderentes, foram utilizados

dois métodos diferentes com a finalidade de retirar a maior quantidade possivel de

células. Para isso, amostras de sangue de um individuo saudavel foram coletadas

em tubos contendo heparina para obtencdo de PBMC (conforme o item 6.5). 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%CO2) por 24 horas. Foram utilizados os

seguintes métodos:

a)

b)

Método 1: solucado de tripsina/EDTA (2%) tempo 1 + 30 minutos de agitacéo
no agitador mecanico (Incubator Shaker Series — Innova® 40) - Apés o tempo
de cultivo, foi retirado o sobrenadante de cultura do poco e colocado em tubo
de polipropileno (BD Falcon™ 15 ml) identificado. Em seguida, o poco foi
lavado com meio RPMI 1640 (Sigma™) incompleto e a solucéo foi depositada
nos tubos Falcon (BD Falcon™) ja identificados. Aos pocos foi adicionado
500 ul de tripsina, incubacgéo por 3 minutos na estufa e forte agitacao por 1
minuto. As células foram transferidas para o tubo de polipropileno (BD
Falcon™ 15 ml) e a acdo 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
(Incubator Shaker Series — Innova® 40). ApGs a incubacédo 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 suspenséao celular.

Método 2: solucdo de tripsina/EDTA (2%) tempo 1 + 60 minutos de agitacao
no agitador mecanico (Incubator Shaker Series — Innova® 40) - O protocolo
foi seguido conforme o item "a - método 1" anterior com excec¢ao do tempo de
incubacao final que foi de 60 minutos.

Método 3: solucéo de tripsina/EDTA (2%) tempo 2 + 30 minutos de agitacéao
no agitador mecéanico (Incubator Shaker Series — Innova® 40) - Apos o tempo
de cultivo, foi retirado o sobrenadante de cultura do poco e colocado em tubo
de polipropileno (BD Falcon™ 15 ml) identificado. Em seguida, o poco foi

lavado com meio RPMI 1640 (Sigma™) incompleto e a solucéo foi depositada
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nos tubos Falcon (BD Falcon™) ja identificados. Aos pocos foi adicionado
500 pl de tripsina, incubacdo por 3 minutos na estufa e forte agitacado por 3
minutos. As células foram transferidas para o tubo de polipropileno (BD
Falcon™ 15 ml) e a acdo 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
(Incubator Shaker Series — Innova® 40). Apos a incubacédo. As células foram
lavadas com mais 8 ml de PBS-Wash e centrifugadas por 10 minutos a 400 x
g. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi retirado com o auxilio da bomba a
vacuo, deixando cerca de 1 ml de suspenséo celular.

d) Método 4: solucéo de tripsina/EDTA (2%) tempo 2 + 60 minutos de agitacéo
no agitador mecanico (Incubator Shaker Series — Innova® 40) - O protocolo
foi seguido conforme o item "c - método 3" anterior com excec¢do do tempo de

incubacao final que foi de 60 minutos.

Por fim, para verificarmos qual método (1, 2, 3 ou 4) atenderia aos nossos
objetivos para os estudos das células aderentes, realizamos uma imunofenotipagem
(conforme o item 6.6.8) das células CD14" (anti-CD14 conjugado a FITC - 1,5ul).

6.6.4 Otimizacdo da infec¢éao das células aderentes

Para a infeccdo das células aderentes, formas tripomastigotas de T. cruzi
(Cepa Y) foram obtidas a partir de cultura de células Vero infectadas. O
sobrenadante de cultura dessas células infectadas foi retirado e depositado em tubo
de polipropileno (BD Falcon™; 15 ml). Cinco mililitros de meio RPMI incompleto foi
adicionado para lavagem dos tripomastigotas por centrifugacdo (400 x g a 22°C por
10 minutos). Apos as lavagens, os parasitas foram ressuspendidos em 1ml de meio
RPMI 1640 (Sigma™) suplementado (10% SBF) e, posteriormente, contados em
camara de Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan (Sigma™) em uma diluicéo
de 1:10 (10 pl da suspenséao de células e 90 pl do corante). Em seguida, as formas
tripomastigotas foram adicionadas as placas de 48 pocos contendo as células
aderentes, na concentracdo de 10° tripos/ml, segundo Souza et al., (2004). As

células foram cultivadas por um periodo de 2 horas para a interiorizacdo dos



Materiais e Métodos |49

tripomastigotas, onde os parasitas que nao penetraram foram removidos por
lavagem com meio RPMI 1640 (Sigma™) suplementado (10% SBF).

6.6.5 Otimizacéo da dose de Benzonidazol

Com a finalidade de definir a melhor dose de uso do Bz, foi realizada uma
otimizacdo usando duas concentracdes 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 otimizacdo, amostras de
sangue de um individuo saudavel foram coletadas em tubos contendo heparina para
obtencdo de PBMC (conforme o item 6.5). Em seguida, 1ml da suspenséao de células
foi adicionado a cada poco com uma concentragdo de 10° células/ml. Ao todo, foram
6 pocos em cada placa de 48 pocos (foram usadas 5 placas). As células foram
cultivadas em estufa (37°C/5%CO0O2) durante 1 hora para adesdao das células
aderentes. Apés a adesdo, as células ndo aderentes foram retiradas de todos os
pocos e colocadas em tubo de polipropileno (BD Falcon™; 15 ml). Em seguida, os
tripomastigotas foram adicionados aos pogos (conforme o item 6.6.4). Os tubos
contendo as células ndo aderentes e as placas contendo as células
aderentes/tripomastigotas foram incubados na estufa por 2 horas. Subsequente ao
tempo de incubagdo, os pocos foram lavados com meio RPMI 1640 (Sigma™)
incompleto para retirada dos parasitas que nao penetraram nas células e as células
nao aderentes foram readicionadas aos pocos, juntamente com as doses do Bz (0,5
ug/ml e 1,0 ug/ml). Em seguida, as placas foram levadas a estufa e as células foram
cultivadas durante 16h, 24h, 48h, 72h e 5 dias (Figura 7).

Ao final de cada tempo de cultivo, foi adicionado 500ul da solucdo de
tripsina/EDTA para retirar as células aderentes dos pocos. As células foram
transferidas para o tubo de polipropileno (BD FalconTM 15 ml) e a acdo da tripsina
foi blogueada adicionando ao tubo 4ml de meio RPMI 1640 (Sigma™) suplementado
(10% SBF). As células foram lavadas com mais 8ml de PBS-Wash e centrifugadas
por 10 minutos a 400 x g. ApGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado com o
auxilio da bomba a vacuo, deixando cerca de 1ml de suspensdo celular. Em

seguida, foi realizado o procedimento de imunofenotipagem (conforme o item 6.6.3)
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e de CBA (Cytometric Beads Array) para avaliar as citocinas presentes no
sobrenadante de cultura (IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2) (conforme o item 6.6.9).

Figura 7 - Co-cultivo de PBMC, T. cruzi e adi¢cdo de tratamento com dose 6tima e sub-6tima do

Bz.
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Fonte: Autora, 2014.

Legenda — Poco 1: Células aderentes e células ndo aderentes; Poco 2: Células aderentes, ndo
aderentes e tripomastigotas de T. cruzi; Pogo 3: Células aderentes, nao aderentes e BzSO;
Poco 4: Células aderentes, células ndo aderentes, tripomastigotas de T. cruzi e BzSO; Poco 5:
Células aderentes, ndo aderentes e BzO; Poco 6: Células aderentes, ndo aderentes,
tripomastigotas de T. cruzi e BzO.

6.6.6 Otimizacdo da cinética de tempo de Co-cultivo versus concentragdo do

Benzonidazol

Para definirmos o tempo ideal para o co-cultivo das células, realizamos um
ensaio com a amostra de um individuo saudavel para avaliacdo da cinética, e a
amostra de um individuo infectado para avaliar as doses do Bz. Foram coletados,
aproximadamente, 40ml de sangue, e a partir dessa amostra foi obtido o PBMC, de
acordo com o item 6.5. Apos a obtencdo do PBMC, foi realizada a etapa de adesao
celular, descrito no item 6.6.1, utilizando o intervalo de agitacdo de 30 minutos. Apds
a adesdo, as células ndo aderentes foram retiradas de todos os pogos e colocadas
em tubo de polipropileno (BD Falcon™; 15 ml). Em seguida, os tripomastigotas
foram adicionados aos poc¢os (conforme o item 6.6.4). Os tubos contendo as células
nao aderentes e as placas contendo as células aderentes/tripomastigotas foram

incubados na estufa por 2 horas. Subsequente ao tempo de incubacéo, os pocos
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foram lavados com meio RPMI 1640 (Sigma™) incompleto para retirada dos
parasitas que ndo penetraram nas células e as células ndo aderentes foram
readicionadas aos pocos, juntamente com a dose do Bz (1,0 pg/ml). Em seguida, 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, foi adicionado 500ul da solucdo de
tripsina/EDTA para retirar as células aderentes dos pocos. As células foram
transferidas para o tubo de polipropileno (BD FalconTM 15 ml) e a acdo da tripsina
foi blogueada adicionando ao tubo 4ml de meio RPMI 1640 (Sigma™) suplementado
(10% SBF). As células foram lavadas com mais 8ml 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 1ml de suspensdo celular. Em
seguida, foi realizado o procedimento de imunofenotipagem (conforme o item 6.6.3)
e de CBA (Cytometric Beads Array) para avaliar as citocinas presentes no
sobrenadante de cultura (IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2) (conforme o item 6.6.9).

6.6.7 Coleta de sobrenadante de cultura

O sobrenadante de cultura foi coletado das placas antes da retirada das
células aderentes para a realizacdo da dosagem de NO. O sobrenadante foi
estocado imediatamente a -20°C.

6.6.8 Imunofenotipagem

Para realizacdo da imunofenotipagem, 500ul da suspensao celular foi
depositado em tubo de poliestireno (BD Systems™, 5ml), seguido de lavagem com
adicdo de 2 ml de PBS-Wash e centrifugacdo (400 x g por 5 minutos). Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e os anticorpos monoclonais de
superficie (Quadro 2) conjugados a diferentes fluorocromos e previamente titulados,
foram adicionados aos tubos e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente
(T.A.) e ao abrigo da luz. Com o fim do tempo de incubacéo, foram realizadas mais 2
lavagens sucessivas com a adicao de 2ml de PBS-Wash e centrifugagéo a 400 x g

por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células foram fixadas por 15
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minutos com 150 pl da solucdo Cytofix (BD™ Systems). Em seguida, as células
foram lavadas com 2ml de PBS-Wash e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e 300ul de PBS-Wash foi adicionado a cada tubo. Os
tubos foram armazenados a 4°C até o momento da leitura no citbmetro de fluxo
FACScalibur (Beckton Dickson).

Quadro 2 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados nos ensaios de
otimizacdo e padronizacao por citometria de fluxo.

Anticorpos | Fluorocromo Clone Volume (ul) | Fabricante
CD3 PerCP S4.1(AKA 7D6) 15 Invitrogen
CDh4 PerCP S3.5 15 Invitrogen
CD28 PE 10F3 15 Invitrogen
CXCR3 PE 1C6/CXCR3 5 BD
CD14 FITC TUK4 15 Invitrogen

Fonte: Autora, 2017.

Nota: CD: Cluster of differentiation; HLA-DR: Antigeno leucocitario humano; APC:
Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCP: Peridinin
chlorophyll protein complex.

6.6.8.1 Aquisicdo e analise dos dados por Citometria de fluxo

O citbmetro de fluxo utlizado foi o FACSCalibur™ (Becton Dickson
Immunocytometry Systems), localizada no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
(NPT) - CPgAM/Fiocruz. Para as analisarmos a porcentagem de células marcadas
da populacédo de células aderentes foi selecionado um gate R1 através de dot plot
SSC versus FL1, sendo adquiridos 500 eventos dentro de R1. ApGs a selecdo da
janela de interesse (R1), as células CD14*, bem como as outras marcacdes de
superficie (quadro 3) foram analisadas pela obtencdo de gréaficos bidimensionais de
distribuicdo pontual de fluorescéncia. Para realizar a analise da porcentagem das
células CD14* com expressado das moléculas de superficie foi selecionada a janela
de interesse (R2) no gréfico FL1 versus FL3 ou versus FL4 (dependendo da
molécula a ser analisada), obtendo gréaficos bidimensionais representativos das

células triplamente marcadas (Figura 8).
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Figura 8 - Exemplo de gréafico dot plot da aquisicao das células aderentes no
citdmetro de fluxo.
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Fonte: A autora a partir de Becton Dickson Immunocytometry Systems™, 2016.
Legenda: SSC versus FL1, demonstrando a marcacao para células CD14*; FL1
versus FL3 ou FL4, demonstrando a marcacdo de CD14" versus CD16a* ou
HLA-DR* (para FL3) ou versus CD11b* (para FL4), sendo a partir desse grafico,
selecionadas as células duplo marcadas (R2), para posterior andlise com as
moléculas de superficie.

Para quantificarmos a intensidade de expressdo das moléculas na superficie
das células aderentes avaliamos os dados através de histogramas pela Média de
Intensidade de Fluorescéncia (MIF). Selecionamos a MIF para a expressédo do
CD14* a partir do gate R1 através de dot plot SSC versus FL1. Para avaliarmos as
triplas marcacgdes, obtivemos a MIF da molécula de interesse (FL3, FL2 ou FL4 -
dependendo da molécula a ser analisada) através da janela de interesse (R2) no
gréfico FL1 versus FL3, FL2 ou FL4 (dependendo da molécula a ser analisada),

obtendo histogramas representativos das células triplamente marcadas (Figura 9).
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Figura 9 - Exemplo de andlise de histograma das células aderentes no citdmetro de fluxo.
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Fonte: A autora a partir de Becton Dickson Immunocytometry Systems™, 2016.

Legenda: SSC versus FL1, demonstrando a marcacdo para células CD14"; FL1 versus
FL3 ou FL4, demonstrando a marcagédo de CD14* versus CD16a* ou HLA-DR* (para FL3)
ou versus CD11b* (para FL4), sendo a partir desse grafico, selecionadas as células duplo
marcadas (R2), para andlise por histograma. MIF: Média de intensidade de fluorescéncia;
CN: controle negativo.

Para verificarmos a capacidade fagocitica das células aderentes, foi
selecionado um gate R1 através de dot plot SSC versus FL1, sendo adquiridos 500
eventos dentro de R1. ApGs a selecdo da janela de interesse (R1) dentro da
populacdo das células CD14*, as beads fagocitadas foram analisadas através da
obtencdo de graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia, FL1
versus FL3 (Figura 10).
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Figura 10 - Exemplo de gréfico dot plot da aquisicdo das células aderentes apés fagocitose das
beads no citbmetro de fluxo.
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Fonte: A autora a partir de Becton Dickson Immunocytometry Systems™, 2016.
Legenda: SSC versus FL1, demonstrando a marcacéo para células CD14"; FL1 versus FL3,
demonstrando a marcagdo de CD14*beads (para FL3).

Para avaliarmos o0 processo de necrose ou apoptose das células estudadas,
realizamos as analises através do citdmetro de fluxo. Esta técnica € destinada a
deteccdo de apoptose pela dosagem de fosfatidilserina (que esta translocada para a
camada externa da célula no processo de apoptose) através da ligacdo com a
Anexina V e da necrose através do iodeto de propidio que é uma molécula que se
intercala em qualquer DNA, desde que a membrana celular esteja permeavel, ou
seja, desde que esteja em um processo de necrose celular.

Para aquisicdo e andlise das amostras, selecionamos dois gates, um gate R1
através de dot plot SSC versus FSC para as células ndo aderentes sendo adquiridos
(10.000 eventos) dentro de R1, e um gate R2 também através do dot plot SSC
versus FSC para as células aderentes (1.000 eventos) dentro de R2. Apés a selecdo
das janelas de interesse (R1 e R2), as células, foram analisadas pela obtencéo de
graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia. Para realizar a
analise da presenca da Anexina V e/ou do lodeto de Propidio foi selecionada a
janela de interesse (R1 ou R2) no dot plot SSC versus FSC para a obtencdo do
gréfico FL1 versus FL2, obtendo graficos bidimensionais representativos da

presenca da Anexina V e/ou do lodeto de Propidio nas células (Figura 11).
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Figura 11 - Exemplo de aquisicdo e andlise para a avaliacdo de necrose

apoptose no citdmetro de fluxo.
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Fonte: A autora a partir de Becton Dickson Immunocytometry Systems™,

2016.

Legenda: SSC versus FSC, demonstrando a marcacao para células de
tamanho e granulosidade, respectivamente; FL1 versus FL2, demonstrando
a marcacao de necrose e apoptose, respectivamente. Sendo R1 a janela de
interesse marcando a populacdo de linfécitos ou células ndo aderentes e
R2 a janela de interesse marcando a populacdo de mondcitos ou células

aderentes.

6.6.9 Deteccdo dos niveis de citocinas através da técnica de Cytometric Beads Array

A técnica de Cytometric Beads Array - CBA foi utilizada para mensurar

guantitativamente as citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2. Essa técnica

utiliza esferas de poliestireno, com diferentes intensidades de fluorescéncias,

recobertas com anticorpos especificos para as citocinas humanas detectadas no

canal FL-2. Todo o protocolo foi seguido conforme as orientacdes do fabricante.

6.7 Co-cultivo células/tripomastigotas/Benzonidazol de INFEC e CN

Para alcancarmos o objetivo de avaliar a imunofenotipagem das células

aderentes obtidas de portadores crénicos da DC associado ao Bz, cultivamos as

células em placas de poliestireno de 48 pocos juntamente com os tripomastigotas e
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0 Bz nas seguintes condi¢des experimentais: po¢o 1 - contendo apenas as células
aderentes e ndo aderentes; poco 2 - contendo células + tripomastigotas; poco 3 -
células + tripomastigotas + Bz e poco 4 - contendo células + Bz. As células foram
adicionadas aos pocos em uma concentracdo de 108 células/ml em meio RPMI 1640
(Sigma™) suplementado (10% SBF). Para adesdo celular, as células foram
incubadas por 1 hora, sendo agitadas em intervalos de 30 minutos. Apds a
incubacdo, o sobrenadante contendo as células ndo aderentes foi retirado e
depositado em tubos de fundo coénico de polipropileno (BD Falcon™; 15 ml)
previamente identificados. Ap06s a retirada do sobrenadante, os tripomastigotas
foram adicionados na concentracdo de 10° tripomastigotas/ml de meio RPMI 1640
(Sigma™) suplementado (10% SBF) e incubados por 2 horas. Passada a incubacéo,
0s parasitas que permaneceram fora das células foram retirados através da adicao
de 1 ml de meio RPMI 1640 (Sigma™) suplementado (10% SBF), e desprezados.
Apés a lavagem dos pocos para retirada dos parasitas remanescentes, as células
nao aderentes foram readicionadas aos poc¢os juntamente com o farmaco Bz na

concentracéo de 1 pg/ml e as células foram incubadas por 24 horas e 5 dias.

6.8 Producéo de Oxido Nitrico

O NO constitui um dos mais importantes mediadores de processos intra e
extracelulares, sendo um potente parasiticida na DC produzido principalmente pelos
macrofagos.

A dosagem de NO nos sobrenadantes de cultura foi realizada de forma
indireta através da reacdo de Griess (GREEN et al., 1981), que detecta a presenca
de um dos produtos estaveis da sintese de NO — o nitrito (NO2). Cem microlitros do
sobrenadante de cultura de cada condi¢do, foram distribuidos em placas de
microtitulagdo de 96 pocos, acrescido de igual volume do reagente de Griess (1% de
sulfanilamida a 0,1% com solucdo de naftilenodiamida a 0,1% ambas em &cido
fosforico 2,5%) e incubadas a T.A. por 10 minutos. A leitura foi realizada a 550 nm
em espectrofotdmetro e a concentracdo de nitrito determinada em referéncia a curva
padrao de 0,078 a 10-yM de NaNO2.
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6.9 Imunofenotipagem - Marcacdes de Superficie

Para realizacdo da imunofenotipagem, 500ul da suspensao celular foi
depositado em tubo de poliestireno (BD Systems™, 5ml), seguido de lavagem com
adicdo de 2 ml de PBS-Wash e centrifugacdo (400 x g por 5 minutos). Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e os anticorpos monoclonais de
superficie (Quadro 3) previamente otimizados quanto aos volumes, foram
adicionados aos tubos e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente (T.A.) e
ao abrigo da luz. Com o fim do tempo de incubacéo, foram realizadas mais 2
lavagens sucessivas com a adicdo de 2ml de PBS-Wash e centrifugacédo a 400 x ¢
por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células foram fixadas por 15
minutos com 150 pl da solugdo Cytofix (BD™ Systems). Em seguida, as células
foram lavadas com 2ml de PBS-Wash e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e 300ul de PBS-Wash foi adicionado a cada tubo. Os
tubos foram armazenados a 4°C até o momento da leitura no citbmetro de fluxo
FACScalibur (Beckton Dickson). As caracteristicas dos marcadores de superficie
foram descritas no Quadro 4.

Quadro 3 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados nos ensaios de
citometria de fluxo.

Anticorpos | Fluorocromo Clone Volume (ul) | Fabricante
CD14 FITC TUK4 1,5 Invitrogen
CD64 PE 10.1 5,0 BD
CD1l6a PE-CY’ 3G8 1,5 BD
CD11b APC D12 1,5 BD
CD32 APC FL18.26 10,0 BD
CD35 PE E1l1l 10,0 BD

HLA-DR PerCP Tu36 15 Invitrogen
CD80 PE MEM-233 15 Invitrogen
CD86 PE 2331 (FUN-1) 1,5 BD

Fonte: Autora, 2017.

Legenda: CD: Cluster of differentiation; HLA-DR: Antigeno leucocitario humano; APC:
Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCP: Peridinin
chlorophyll protein complex.
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Quadro 4 - Funcdo de cada molécula de superficie.
Anticorpos Funcéo

Liga complexo de LPS e de proteina ligante de LPS; necessério para ativacédo de

CD14 macrofagos induzida por LPS.
CD64 Funcédo na fagocitose, ativacdo de macroéfago.
CD16a Funcao na fagocitose e citotoxicidade celular dependente de anticorpo.

Regula a adesao de leucdcitos e a migracéo para a mediagdo da resposta

CD11b inflamatéria; funcao na fagocitose de particulas revestidas com iC3b.

CD32 Funcéo na fagocitose.

Funcao na fagocitose de particulas revestidas com C3b ou C4b e complexos

CD35 imunolégicos; regula a ativagéo do Sistema Complemento.

MHC de classe Il responsavel pela apresentacao de antigenos extracelulares em

HLA-DR vesiculas endociticas.

CD80 B71/BB1 coestimulador para ativagéo de linfécito T; ligante para CD28 e CD152.

CD86 B72 coestimulador para ativacao de linfocito T; ligante para CD28 e CD152.

Fonte: A autora a partir de ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012.
Legenda: CD: Cluster of differentiation; HLA-DR: Antigeno leucocitario humano; LPS:
Lipopolisacarideo; MHC: Complexo Maior de Histocompatibilidade.

6.10 Avaliacdo do efeito do tratamento com o Bz sobre a forma intracelular

amastigota, apos infeccéo das células aderentes pelos tripomastigotas

Para avaliarmos a agao do Bz sobre os mecanismos de infecg&o intracelular
de macrofagos pelas formas intracelulares, amastigotas. Foi seguido o protocolo
descrito no tépico 6.7, com excecdo de adicionarmos laminulas de 13 mm no fundo
dos pocos antes de iniciar o cultivo. Apés o tempo de incubacdo de 24h, os
macrofagos aderidos nas laminulas de 13 mm e infectados com formas amastigotas
de T. cruzi cepa Y foram fixados em metanol por 5 minutos e corados em solugéao de
Giemsa (1:20) em agua destilada (Sigma-Aldrich, USA) por 20 minutos. As laminulas
foram lavadas e montadas em laminas com entellan. As formas amastigotas foram
contadas em triplicatas. Sendo realizada a contagem de 300 macréfagos por

laminula.
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6.11 Avaliacéo da capacidade fagocitica das células aderentes apds exposicdo

ao Benzonidazol

Para avaliamos a capacidade fagocitica das células aderentes nos coletamos
0 sangue de trés individuos ndo infectados e cultivamos como descrito no topico 6.7
(com algumas alteracdes), entretanto na presenca de microesferas fluorescentes de
poliestireno. Expomos as células ao Bz (1ug/ml) por 24h, 48h e 5d. Logo apds os
tempos de incubacdo expomos as células a microesferas de poliestireno (beads)
diluidas em meio RPMI 1640 (Sigma™) suplementado (10% SBF), na concentracédo
de 6x10° beads/ml por um periodo de 1h. A concentracdo de beads adicionadas a
cada condicéo de cultivo, foi calculada segundo Pacheco et al., 2012, que indicava o
uso de 25 particulas por célula. Sendo assim, temos 2,5x10% mondcitos/ml que
multiplicado por 25 bedas obtivemos o valor de 6,2X10° beads/ml. Apés a exposicéo,
as células foram retiradas dos pocos e adicionadas aos tubos de poliestireno (BD
Systems™, 5ml); foram lavadas com 1ml PBS e centrifugadas a 400 x g. Apés a
lavagem, o sobrenadante foi descartado e adicionamos 300ul de PBS para posterior

analise no citdbmetro de fluxo.

6.12 Avaliacdo da necrose e/ou apoptose em células aderentes

Para realizacdo da avaliacdo de morte celular, por necrose ou apoptose,
coletamos o sangue de trés individuos néo infectados e realizamos todo o protocolo
de co-cultivo celular descrito no item 6.7. Apds o periodo de incubacéo das células
(24h e 5 dias), retiramos as células de cada poco, depositando 1 ml da suspenséao
celular em tubos de poliestireno (BD Systems™, 5ml), seguido de duas lavagens
com adicdo de 1 ml de PBS e centrifugacdo (800 x g por 10 minutos). Apos a
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em
300ul de PBS. A aquisicdo das amostras foi realizada no Citdmetro de fluxo
FACScalibur (Beckton Dickson). Para a avalicdo utilizamos o kit AnnexinV-
FITC Apoptosis Detection comercializado pela BD Pharmingen™. No momento da
aquisicado, adicionamos a cada tudo 2 pul do lodeto de Propidio (marcador de

necrose) e 2 pl da Anexina V (marcador de Apoptose). Incubamos por 15 minutos a
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T.A. ao abrigo da luz e por fim, analisamos através da citometria. Todas as amostras

foram analisadas em duplicata.

6.13 Aspetos éticos

As abordagens utilizadas no presente estudo foram aprovadas pelo Comité de
Etica em Pesquisa do CPgAM/Fiocruz (ANEXO A) (CAEE 07511612.2.0000.5190).

6.14 Anédlises Estatisticas

A analise estatistica dos dados de perfil celular foi realizada através do
software PRISM 5.0 Windows® (E.U.A.). Para confirmacdo do pressuposto de
homogeneidade foi utilizado o teste de D'Agostino. Para comparar as médias de
expressao de moléculas de superficie entre os grupos INFEC e CNP/CN utilizamos o
teste para médias Anova seguido do teste de Tukey, quando o pressuposto de
homogeneidade foi confirmado. Quando o pressuposto de homogeneidade nao foi
confirmado, utilizamos o teste de Mann-Whitney para avaliacdo entre grupos. Os
resultados entre as condigdes experimentais foram avaliados através do teste de
Wilcoxon (para amostras pareadas ndo paramétricas). Todas as conclusdes

estatisticas foram tomadas a um nivel de significancia de 5%.
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7 RESULTADOS

Devido a necessidade de estabelecermos um protocolo de cultivo para os
testes com o Bz e os tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, experimentos foram
realizados com a finalidade de padronizarmos e otimizarmos todas as etapas

envolvidas no modelo experimental.

7.1 Otimizacdo dos protocolos de Co-cultivo de PBMC e T. cruzi e adicao de

tratamento com Benzonidazol

7.1.1 Otimizacao do tempo ideal de agitacdo das placas de cultura

Para definirmos o melhor método de separacdo das células aderentes
(mondécitos) das ndo aderentes (linfocitos), realizamos a avaliacdo da presenca das
células CD3* (células ndo aderentes) das células CD14* (células aderentes) em
PBMC de individuos n&o infectados.

Os resultados mostraram uma menor porcentagem (10,23%) de expressédo da
molécula de superficie CD3*, nas células que ficaram na placa, no tempo de
agitacao de 30 em 30 minutos em comparacdo ao tempo de agitacdo de 15 em 15
minutos (36,55%) (Figura 12B). Além disso, observamos niveis aumentados de
CD14* (marcador de mondcitos - células aderentes) nas células aderentes no tempo
de agitacdo com intervalos de 30 minutos (9,21%) quando comparado ao tempo de
agitacao com intervalos de 15 minutos (3,07%) (Figura 12D). Com relacéo as células
nao aderentes, ndo observamos diferencas entre os tempos de agitacdo quando
avaliamos os niveis de células CD3* e CD14* (Figura 13A e C, respectivamente).
Desta forma, o tempo de agitacdo escolhido foi o de 30 em 30 minutos, devido a
menor quantidade de células ndo aderentes (CD3*) que se depositaram no fundo do
poco e, também, a maior porcentagem de células CD14* na populacdo de células

aderentes, em comparacao com a agitacéo de 15 em 15 minutos.
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Figura 12 - Comparagdo entre os niveis de expressdo das moléculas de
superficie CD3* e CD14* em PBMC, células aderentes e ndo aderentes
nos diferentes intervalos de agitacao.
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Fonte: Autora, 2015.

Legenda: (A) Porcentagem da expressao de CD3* no PBMC e em células
ndo aderentes nos diferentes intervalos de agitacéo; (B) Porcentagem da
expressdo de CD3* no PBMC e em células aderentes nos diferentes
intervalos de agitacdo; (C) Expressdo de CD14" no PBMC e em células
ndo aderentes nos diferentes intervalos de agitacéo; (D) Expressédo de
CD14* no PBMC e em células aderentes nos diferentes intervalos de

agitacéo

7.1.2 Otimizacéao do protocolo para a retirada das células da placa apos a cultura

Também otimizamos o0 processo de retirada das células aderentes com o

objetivo de ndo ocasionar danos as células, ndo afetando assim as andlises de

imunofenotipagem.

Com relacdo aos métodos de retiradas das células ndo aderentes das placas

apos o cultivo, ndo verificamos diferencas significativas quanto ao nivel de
expressdo das células CD14* entre os métodos utilizados (Figura 13A, B, C e D).
Entretanto, observamos um aumento na populacéo de células CD14* (FL1) quando
visualizamos o dot plot SSC x FL1 (Figura 13B). Desta forma, o método escolhido
para ser usado nos protocolos foi 0 método 2 (Tripsina/EDTA - 2% - 60 minutos de

agitacao a 37°C).
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Figura 13 - Gréafico dot plot exibindo a expressdo da molécula de superficie CD14* apés a
exposicédo a tripsina/EDTA em diferentes tempos de retirada e incubacéo.
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Fonte: A autora a partir de Becton Dickson Immunocytometry Systems ™ (2014).

Legenda: SSC (Side Scartter - Dispersao lateral) versus FL1 (Fluorescence 1), demonstrando a
marcacao no gate R1 para monocitos. (A) Expressdo de CD14* (FL1) solucéo de tripsina/EDTA
(2%) tempo 1 + 30 minutos de agitacdo no agitador mecanico 37°C; (B) expressdo de CD14*
(FL1) apds exposicdo solugdo de tripsina/EDTA (2%) tempo 1 + 60 minutos de agitagdo no
agitador mecanico a 37°C); (C) expressdo de CD14* (FL1) apds a exposicdo a solucdo de
tripsina/EDTA (2%) tempo 2 + 30 minutos de agitacdo no agitador mecénico a 37°C; (D)
expressdo de CD14* (FL1) apds a exposicdo a solucdo de tripsina/EDTA (2%) tempo 2 + 30
minutos de agitac@o no agitador mecénico a 37°C.

7.1.3 Otimizacéo da dose de Benzonidazol

Quanto a dose do Bz, ndo observamos diferencas quando comparamos 0S
niveis de linfocitos T CD4* e CD28* entre as duas concentracdes utilizadas (BzO e

BzSO) na cultura C+T+Bz nos tempos de cultivos avaliados (Figura 14).
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Figura 14 - Avaliagdo da concentracdo do Bz através da deteccdo dos niveis dos linfécitos T CD4* e
CD28* presentes no co-cultivo e adi¢do de BzO e BzSO.
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Fonte: Autora, 2014.
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 concentracbes analisadas
guanto a producdo de citocinas no sobrenadante de cultura nos tempos de cultivos
avaliados (Figura 15). Desta forma, a dose do Bz escolhida foi a de 1 ug/ml, uma vez
gue essa € a concentracdo preconizada para o0 uso desse farmaco em ensaios in
vitro (ROMANHA et al., 2010).
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Figura 15 - Avaliagdo da concentracdo 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 com BzO e BzSO.
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Fonte: Autora, 2014.
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.

7.1.4 Otimizacdo da cinética de tempo de Co-cultivo versus concentracdo do

Benzonidazol

Com relacdo a otimizagcédo do tempo de cultivo versus resposta, avaliamos o0s
niveis dos linfécitos T CD4* e CD28* presentes no co-cultivo de PBMC,
tripomastigotas e Bz e, avaliamos também, a producéo de citocinas no sobrenadante
desse cultivo. Verificamos que os niveis dos linfocitos T CD4* e CD28* aumentaram

conforme maiores foram os tempos de cultivos (Figura 16A e B, respectivamente).
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Figura 16 - Avaliacdo dos tempos de cultivo versus resposta através da deteccdo dos
niveis dos linfécitos T CD4* e CD28* presentes no co-cultivo.
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Fonte: Autora, 2014.
Legenda: (A) Linfécitos T CD4*; (B) Linfécitos T CD28*.

Com relacéo a producao de citocinas no sobrenadante de cultura, verificamos
gue houve maior producdo de algumas citocinas no inicio do (Figura 17B, C e D)
cultivo, enquanto outras expressaram um pico de producdo apds alguns dias de
cultivo (Figura 17A, E e F). Sendo assim, em virtude disso, foram escolhidos para
nossas avaliacdes dois tempos de cultivos: 24h e 5d.
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Figura 17 - Avaliagcdo dos tempos de cultivo versus resposta
através da detecgéo da producdo das citocinas IFN-y, TNF, IL-10,
IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante do co-cultivo.
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Fonte: A autora, 2014.
Legenda: (A) IFN-y; (B) TNF; (C) IL-10; (D) IL-6; (E) IL-4; (F) IL-2.

7.2 Avaliacdo do perfil imunoldgico das células aderentes obtidas de PBMC

tratadas com Bz ap0s exposicao a tripomastigotas

Para facilitar a interpretacdo dos dados, identificamos as condi¢des de cultivo
celular da seguinte forma: poco 1 - continha apenas células (C); poco 2 - continha
células e tripomastigotas (C+T); poco 3 - continha células, tripomastigotas e Bz
(C+T+B2z) e por fim o0 poco 4 - continha células e Bz (C+Bz). Além disso, os cultivos

foram realizados em dois tempos diferentes, 24 horas (24h) e 5 dias (5d).
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7.2.1 Avaliacdo do perfil de ativagdo e apresentacdo de antigenos das células
aderentes CD14*

Para avaliarmos o perfil de ativacdo e apresentacdo de antigenos das células
aderentes CD14", verificamos em sua superficie a expressdo das moléculas HLA-
DR e das co-estimulatorias CD80 e CD86.

N&o observamos diferencas estatisticamente significativas quando
comparamos a porcentagem de células CD14*HLA-DR* de INFEC entre as
condicOes de cultivo e entre os dois tempos (Figura 18A e B).

Quando comparamos INFEC com CN, verificamos que houve um aumento na
porcentagem de células CD14*HLA-DR* na condicdo C+T+Bz em comparacdo com
0 grupo CN, no tempo de 24h (p = 0,0081) (Figura 18A). O mesmo fendmeno foi
observado no tempo de 5d nas condi¢gbes C+T+Bz (p = 0,0087) e C+Bz (p = 0,0159)
(Figura 18B), confirmando a acdo do Bz sobre a porcentagem de células marcadas
de INFEC.

Figura 18 - Comparacao da porcentagem de células aderentes CD14"HLA-DR* entre INFEC e
CN nos tempos de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos néo infectados (n = 6). C — células; C+ T
— células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz.
(A) %CD14*HLA-DR* em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) %CD14*HLA-DR* em INFEC e
CN no tempo de 5d. As barras horizontais representam a mediana e as verticais o limite
inferior e superior. Numeros idénticos acima das barras indicam diferenca estatistica com
p=<0,05,

Quando avaliamos a MIF dos receptores HLA-DR expressos na célula CD14*

de INFEC, ndo observamos diferencas significativas na frequéncia de distribuicao
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dessa molécula, entre as condi¢des de cultivo e entre os tempos (Figura 19A e B).

N&o observamos alteracdo também quando comparamos INFEC com CN.

Figura 19 - Comparac¢édo da MIF da molécula HLA-DR em células CD14" entre INFEC e CN nos
tempos de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos n&o infectados (n = 6). C — células; C+ T
— células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz.
(A) MIF CD14*HLA-DR* em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) MIF CD14"HLA-DR* em INFEC
e CN no tempo de 5d. As barras horizontais representam a mediana e as verticais o limite
inferior e superior.

Avaliamos a porcentagem de células CD14"HLA-DR* expressando as
moléculas co-estimulatorias de superficie CD80 e CD86 com a finalidade de
verificarmos o perfil de ativacao dessas células.

Ao avaliarmos a porcentagem de células CD14*HLA-DR*CD80*, verificamos
um aumento dos niveis dessa célula na condicdo C+T+Bz em comparagcdo com C (p
= 0,0156) e C+Bz (p = 0,0156) no tempo de 24h (Figura 20A). Esse achado sugere
gue o Bz possa estar modulando negativamente a frequéncia dessa célula. Quando
comparamos INFEC com CN, verificamos diferencga estatisticamente significativa, no
tempo de 24h, niveis mais elevados dessas células foram encontrados em INFEC
guando comparamos todas as condi¢cdes de cultivo com CN (C/C - p = 0,0012;
C+T/C+T - p = 0,0140; C+T+Bz/C+T+Bz - p = 0,012; C+Bz/C+Bz - p = 0,0023)
(Figura 20A).
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Figura 20 - Comparagdo da porcentagem de células aderentes CD14*HLA-DR*CD80* entre
INFEC e CN nos tempos de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos n&o infectados (n = 6). C — células; C+ T
— células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz.
(A) %CD14"HLA-DR*CD80" em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) %CD14*HLA-DR*CD80" em
INFEC e CN no tempo de 5d. As barras horizontais representam a mediana e as verticais o
limite inferior e superior. NUmeros idénticos acima das barras indicam diferenca estatistica com
p=<0,05, entre INFEC e CN. As diferengas significativas com p<0,05 para comparagdes entre as
condicdes de cultivo durante o mesmo tempo em INFEC séo indicadas por setas.

Com relagcdo a MIF da molécula CD80, verificamos padrdo semelhante ao
encontrado na porcentagem de células marcadas. Observamos que no tempo de
24h, a expressdo dessa molécula foi significativamente maior na condicdo C+Bz (p =
0,0173) em INFEC quando comparado com CN. No tempo de 5d, observamos que
na condicdo C+T+Bz de INFEC, a expressdo dessa molécula foi maior em
comparagao com as condi¢gées C (p = 0,0313) e C+Bz (p = 0,0313) (Figura 21B).
Esse resultado mostra que a administracdo do Bz durante o processo de infeccéo
pode estar elevando a expressdo dessa molécula regulatéria de ativacdo na

superficie celular.
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Figura 21 - Comparacé@o da MIF da molécula CD80 em células CD14" entre INFEC e CN nos
tempos de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos n&o infectados (n = 6). C — células; C+ T
— células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz.
(A) MIF CD14'HLA-DR*CD80" em INFEC e individuos CN no tempo de 24h; (B) MIF
CD14*HLA-DR* CD80* em INFEC e CN no tempo de 5d. As barras horizontais representam a
mediana e as verticais o limite inferior e superior. Nimeros idénticos acima das barras indicam
diferenca estatistica com p=<0,05, entre os grupos INFEC e CN. As diferencas significativas com
p<0,05 para comparagdes entre as condi¢des de cultivo durante o mesmo tempo em INFEC séo
indicadas por setas.

Quando avaliamos a porcentagem de células CD14*HLA-DR*CD86" em
INFEC, ndo observamos diferencas estatisticas significativas quando comparamos
entre as condi¢des de cultivo e entre os dois tempos (Figura 22A e B).

Ao compararmos a porcentagem dessas células em INFEC versus CN,
observamos que no tempo de 24h, niveis mais elevados dessa célula foram
encontrados no grupo INFEC, em todas as condi¢es de cultivo (C/C - p = 0,0162;
C+T/C+T - p = 0,0370; C+T+BZ/C+T+Bz — p = 0,0033; C+Bz/C+Bz — p = 0,0079)
(Figura 22A). No tempo de 5d, ndo observamos diferencas significativas entre os
dois grupos, com excecdo da condicdo C - C, que esteve significativamente mais
elevada em INFEC quando comparado a CN (p = 0,0087) (Figura 22B).
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Figura 22 - Comparacédo da porcentagem de células aderentes CD14*HLA-DR*CD86* entre
INFEC e CN nos tempos de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos nao infectados (n = 6). C — células; C+ T
— células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz.
(A) %CD14*HLA-DR*CD86" em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) %CD14*HLA-DR* CD86*
em INFEC e CN no tempo de 5d. As barras horizontais representam a mediana e as verticais o
limite inferior e superior. NUmeros idénticos acima das barras indicam diferenca estatistica com
p=<0,05, entre os grupos INFEC versus CN. Simbolos (*) acima das barras indicam diferencga
estatistica com p=<0,05, entre condigdes de INFEC nos tempos de 24h versus 5d.

Nao verificamos diferencas estatisticas significativas na MIF da molécula

CD86 (Figura 23A e B).

Figura 23 - Comparacédo da MIF da molécula CD86 em células CD14" entre INFEC e CN nos

tempos de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos néo infectados (n = 6). C —
células; C + T — células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz -
células e Bz. (A) MIF CD14"HLA-DR*CD86" em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) MIF
CD14*HLA-DR* CD86* em INFEC e CN no tempo de 5d. As barras horizontais representam a
mediana e as verticais o limite inferior e superior.
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7.2.2 Avaliagdo do perfil fagocitico e inflamatério das células aderentes
CDl14*CDl6a*

Para analisarmos o perfil inflamatorio, das células CD14* avaliamos a
expressao de superficie das moléculas CD16a, CD35, CD11b, CD64 e CD32.

Inicialmente avaliamos a porcentagem de células CD14*CD16a* de INFEC e
verificamos que o nivel dessas células esteve aumentado apds exposi¢cdo ao T. cruzi
(C+T) no tempo de 24h em comparacdo com C (p = 0,0469) (Figura 24A). Ao
compararmos os dois tempos de INFEC, observamos que nas condicbes que
continham T. cruzi ocorreu uma diminuicdo significativa no tempo de 5d (C+T/C+T —
p = 0,0313; C+T+Bz/C+T+Bz — p = 0,0313). Ao compararmos INFEC com CN no
tempo de 24h, houve um aumento da porcentagem dessa célula em C+T (p =
0,0221) de INFEC quando comparado com a mesma condi¢cdo em CN.

No tempo de 5d, houve uma reversdo do fenbmeno. Observamos uma
diminuicdo estatisticamente significativa na porcentagem dessa célula, nas
condicbes que continham tripomastigotas, em comparagdao com as outras condi¢cdes
no mesmo tempo (C/C+T - p = 0,0313; C/C+T+Bz - p = 0,0313; C+Bz/C+T - p =
0,0313; C+Bz/C+T+Bz - p = 0,0313) (Figura 24B). Esse resultado mostra que a
presenca do T. cruzi é um determinante na modulacdo da frequéncia dessa célula.

Entretanto, concluimos que o Bz n&o exerce influéncia nos niveis dessas células.
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Figura 24 - Comparacédo da porcentagem de células aderentes CD14"CD16a* entre INFEC e CN
nos tempos de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos nédo infectados (n = 6). C — células; C + T —
células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz. (A)
%CD14*CD16a* em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) %CD14*CD16a" em INFEC e CN no
tempo de 5d. As barras horizontais representam a mediana e as verticais o limite inferior e
superior. Simbolos (*, #) acima das barras indicam diferenca estatistica com p<0,05, entre
condicdes de INFEC nos tempos de 24h versus 5d. Niumeros idénticos acima das barras indicam
diferencga estatistica com p<0,05, entre os grupos INFEC versus CN. As diferencas significativas

com p<0,05 para comparagdes entre as condigdes de cultivo durante o0 mesmo tempo em INFEC
séo indicadas por setas.

Ao avaliarmos a MIF da expressdo de CD16a, observamos uma diminuicao
da expressdo dessa molécula em INFEC, quando comparamos as condicdes
C+T/C+T (p = 0,0313) e C+T+Bz/C+T+Bz (p = 0,0313) entre os dois tempos de
cultivo (Figura 25A e B). Também encontramos no tempo de 24h uma diminui¢do da
distribuicdo desse receptor na condicdo C+Bz (p = 0,0159) quando comparamos
INFEC com CN (Figura 25A).

No tempo de 5d, quando avaliamos o grupo INFEC observamos que nas
condicbes que continham T. cruzi a distribuicdo da expressdo dessa molécula
esteve diminuida quando comparamos C/C+T (p = 0,0313), C/C+T+Bz (p = 0,0313),
C+T+Bz/C+T (p = 0,0313) e C+Bz/C+T+Bz (0,0313) (Figura 25B). Esses dados
mostram que a presencga do T. cruzi induz a uma diminuigdo da distribuicdo de

expressdo dessa molécula na superficie das células CD14".
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Figura 25 - Comparacdo da MIF da molécula CD16a em células CD14" entre INFEC e CN nos
tempos de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos néo infectados (n = 6). C — células; C+ T
— células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz. (A)
MIF CD14"CD16a* em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) MIF CD14*CD16a* em INFEC e CN
no tempo de 5d. As barras horizontais representam a mediana e as verticais o limite inferior e
superior. Simbolos (*) acima das barras indicam diferengca estatistica com p<0,05, entre
condi¢Bes de INFEC nos tempos de 24h versus 5d. As diferengas significativas com p<0,05
para comparacdes entre as condi¢des de cultivo durante o mesmo tempo em INFEC séo
indicadas por setas.

A porcentagem de células CD14*CD16a*CD11b* em INFEC apresentou niveis
diminuidos na condicao de cultivo que continha T. cruzi (C+T) em comparagcdo com
as condic¢oes C (p = 0,0313) e C+Bz (p = 0,0313), no tempo de 5d (Figura 26A). N&o
observamos a acdo do Bz sobre esta célula (Figura 26A e B). Também verificamos a
MIF dessa molécula e observamos que a expressédo da molécula CD11b, no tempo
de 5d esteve diminuida em INFEC quando comparamos as condicbes C/C+T (p =
0,0313) e C+Bz/C+T (p = 0,0313) (Figura 27B). Esse resultado mostra que o0 a
exposicao ao T. cruzi pode modular negativamente tanto a porcentagem de células
CD14*CD16a*CD11b* como a distribuicdo de expressdo dessa molécula na
superficie celular. O Bz ndo exerce nenhuma influéncia sobre a distribuicdo de
expressdo dessa molécula em células CD14*CD16a* (Figura 27A e B).

Com relagdo a porcentagem de células CD14*CD16a*CD32* de INFEC,
verificamos uma diminuicdo em seus niveis, no tempo de 5d, apds exposicdo ao T.
cruzi em comparagcao com a condicdo C+Bz (C+Bz/C+T - p = 0,0313; C+T+Bz/C+Bz
- p = 0,0313) (Figura 26D). Também verificamos que ao compararmos as culturas de
INFEC nos dois tempos, ocorreu uma diminuicdo significativa da frequéncia dessa
célula no tempo de 5d (C+T/C+T — p = 0,0313; C+T+Bz/C+T+Bz — p = 0,0313)
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(Figura 26C e D), podendo ser devido a presenca do T. cruzi. Quando comparamos
as células de INFEC com CN, na condicdo C+T+Bz, verificamos uma diminuicdo dos
niveis dessa célula em INFEC (p = 0,0381) no tempo de 5d. Ao avaliarmos a MIF
dessa molécula, observamos que no tempo de 24h, essa molécula teve niveis de
distribuicdo aumentados em INFEC na condicdo C+T+Bz/C+T+Bz (p = 0,0313)
guando comparamos com o tempo de 5d (Figura 27C e D). Esse dado, em conjunto
com os achados da porcentagem de células marcadas, sugere que o T. cruzi pode
estar interferindo no padréo de distribuicdo dessa molécula.

Com relacdo a porcentagem de células CD14*CD16a*CD35*, néo
observamos diferencas entre as condicbes de cultivo e/ou entre os tempos em
INFEC (Figura 26E e F). No entanto, ao comparamos INFEC com CN, verificamos
gue no tempo de 24h, as células de INFEC estavam significativamente aumentadas
apos exposicao ao T. cruzi (C+T/C+T p = 0,0047; C+T+Bz/C+T+Bz — p = 0,0023)
(Figura 26E). No tempo de 5d observarmos um aumento significativo dessa célula
em INFEC na condi¢cdo C+Bz (p = 0,0043) quando comparado com CN (Figura 26F),
sugerindo uma modulacao positiva dessa ceélula pelo Bz em INFEC. Com relacdo a
MIF, observamos um equilibrio na expressdao dessa molécula entre todas as
condi¢bes, tempos e grupos, com excecao da condicdo C+T+Bz de INFEC, 24h, que
apresentou uma diminuicdo da sua distribuicdo quando comprado com a condicédo C
(p = 0,0469) (Figura 27E e F). Esse resultado, em conjunto com o padrdo de
expressdo no tempo de 5d (resultado sem significancia estatistica), nos leva a crer
gue quando associamos o0 Bz ao processo de infeccdo, ha uma diminuicdo da
expressao dessa molécula em células CD14*CD16a*.

As células CD14*CD16a*CD64* de INFEC estiveram significativamente mais
elevadas na condicdo C+T em comparacao com C (p = 0,0313) (Figura 26G), no
tempo de 5d, sugerindo que o T. cruzi modulou positivamente a expressao dessa
célula. Quando comparamos a porcentagem dessas células entre INFEC e CN,
observamos que em todas as condicdes, as células estiveram significativamente
mais elevadas em INFEC nos dois tempos (24h: C/C - p = 0,0012; C+T/C+T - p =
0,0034; C+T+Bz/C+T+Bz - p = 0,0012; C+Bz/C+Bz - p = 0,0012; 5d: C+T/C+T - p =
0,0209; C+T+Bz/C+T+Bz - p = 0,0139; C+Bz/C+Bz - p = 0,0095) (Figura 27G e H).
Ao avaliarmos a MIF, observamos que na condicdo C+Bz essa molécula esteve
aumentada em INFEC quando comparamos com a condicdo C (p = 0,0156) no

tempo de 24h (Figura 27G). Também observamos que nesse tempo, a expressao
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dessa molécula esteve diminuida na condicdo C+T+Bz (p = 0,0313) quando
comparamos com o tempo de 5d (Figura 27G e H). Podendo este aumento na
condicdo C+T+Bz de INFEC no tempo de 5d estar relacionado com a presenca do

Bz ao processo de infecgéo.



Figura 26 -
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Comparacdo da porcentagem de células aderentes CD14"CD16a'CD11b*,

CD14*CD16a*CD32*, CD14*CD16a*CD35* e CD14*CD16a*CD64*entre INFEC e CN nos tempos
de 24h e 5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos néo infectados (n = 6). C — células; C + T —
células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz. (A)
%CD14"HLA-DR*CD11b* em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) %CD14"HLA-DR* CD11b" em
INFEC e CN no tempo de 5d. (C) %CD14*HLA-DR*CD32* em INFEC e CN no tempo de 24h; (D)
%CD14*HLA-DR*CD32" em INFEC e CN no tempo de 5d; (E) %CD14*HLA-DR*CD35* em INFEC e
CN no tempo de 24h; (F) %CD14"HLA-DR*CD35" em INFEC e CN no tempo de 5d; (G)
%CD14*HLA-DR*CD64" em INFEC e CN no tempo de 24h; (H) %CD14*HLA-DR* CD64* em INFEC
e CN no tempo de 5d. As barras horizontais representam a mediana e as verticais o limite inferior e
superior. Simbolos (*) acima das barras indicam diferenga estatistica com p<0,05, entre condigdes
de INFEC nos tempos de 24h versus 5d. As diferengas significativas com p<0,05 para comparagdes
entre as condi¢Bes de cultivo durante o mesmo tempo em INFEC séo indicadas por setas.
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Figura 27 - Comparac¢@o da MIF das moléculas CD35, CD11b, CD64 e CD32 na superficie de
células CD14*CD16a" entre INFEC e CN nos tempos de 24h e 5d.
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Fonte: A autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos néo infectados (n = 6). C — células; C+ T —
células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz. (A) MIF
CD14"HLA-DR*CD11b* em INFEC e CN no tempo de 24h; (B) MIF CD14"HLA-DR" CD11b* em
INFEC e CN no tempo de 5d. (C) MIF CD14*HLA-DR*CD32* em INFEC e CN no tempo de 24h;
(D) MIF CD14*HLA-DR*CD32*em INFEC e CN no tempo de 5d; (E) MIF CD14*HLA-DR*CD35*em
INFEC e CN no tempo de 24h; (F) MIF CD14*HLA-DR*CD35*em INFEC e CN no tempo de 5d; (G)
MIF CD14*HLA-DR*CD64* em INFEC e CN no tempo de 24h; (H) MIF CD14*HLA-DR*CD64* em
INFEC e CN no tempo de 5d. As barras horizontais representam a mediana e as verticais o limite
inferior e superior. Simbolos (*) acima das barras indicam diferenga estatistica com p<0,05, entre
condi¢Bes de INFEC nos tempos de 24h versus 5d. As diferengas significativas com p<0,05 para
comparacdes entre as condi¢cdes de cultivo durante o mesmo tempo em INFEC s&o indicadas por

setas.

7.2.3 Dosagem dos niveis de o6xido nitrico (NO) no sobrenadante de cultura de
células aderentes e ndo aderentes tratadas com Bz apds exposicdo a
tripomastigotas de T. cruzi

Para verificarmos o possivel efeito imunomodulador do Bz sobre as células
aderentes expostas ao T. cruzi, avaliamos também a producdo de NO atravées da
guantificacdo da concentragcao de nitrito nos tempos de 24h e 5d (Figura 28A e B).

Nossos resultados mostram que nos dois tempos o Bz ndo agiu sobre a
producdo desse mediador, no entanto, como ja era de se esperar, ocorreu um
aumento de NO na condicdo C+T no tempo de 24h em comparacdo com a condi¢cao
C no grupo INFEC. Também foi observado um aumento na produgcdo de NO na
condicdo C+T no tempo de 24h em comparacdo com o tempo de 5d. Quando
comparamos a producdo desse mediador entre INFEC e CN, observamos também
gue as células de INFEC na condicdo C+T produziram mais NO em comparacao

com as células na mesma condi¢céao do grupo CN no tempo de 24h.
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Figura 28 - Avaliacdo da producdo de NO através da quantificacdo de nitrito nos tempos de 24h e
5d.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: INFEC — pacientes (n = 7); CN - individuos néo infectados (n = 6). C — células; C + T —
células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz. As
barras horizontais representam a mediana e as verticais o limite inferior e superior. NUmeros
idénticos acima das barras indicam diferenga estatistica com p<0,05, entre os grupos INFEC
versus CN. Simbolos (¥, #, &) acima das barras indicam diferenga estatistica com p=<0,05, entre
condigdes de INFEC nos tempos de 24h versus 5d. As diferengas significativas com p<0,05 para
comparac@es entre as condi¢cfes de cultivo durante o0 mesmo tempo em INFEC séo indicadas por
setas.

7.2.4 Avaliacdo do efeito do tratamento com o Bz sobre a forma intracelular

amastigota, apos infeccéo das células aderentes pelos tripomastigotas

Para verificarmos a agao do Bz (0,5ug/ml e 1,0 ug/ml) sobre a infecgédo com o
T. cruzi, realizamos a contagem das amastigotas, como também a contagem de
Células aderentes infectadas no tempo de 24h (Figura 29). Nao pudemos realizar as
respectivas contagens no tempo de 5d, devido a impossibilidade da visualizacao das
Células aderentes nas condi¢cdes que continham Bz (Figura 30B e D).

N&o observamos diferencas estatisticas significativas quando contamos as
formas amastigotas intracelulares nas duas concentracfes avaliadas comprando-se
as células infectadas expostas ao Bz versus células infectadas ndo expostas ao Bz
(Figuras 29A e B). Entretanto, podemos observar uma tendéncia nao significativa a
diminuicdo da quantidade de parasitas nas condi¢cdes que continham Bz (Figuras
29A e B).

Ao verificarmos a quantidade de células aderentes infectadas, também né&o
observamos diferencas estatisticas significativas quando comparamos as células

infectadas expostas ao Bz versus células infectadas ndo expostas ao Bz (Figuras
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29C e D). Apesar da falta de diferenca significativa, também observamos uma
tendéncia a diminuicdo da quantidade dessas células nas condi¢cdes que continham
Bz (Figuras 29C e D).

Figura 29 - Avaliacdo do efeito do tratamento com o Bz sobre a forma intracelular amastigota,
apos infeccao das células aderentes pelos tripomastigotas.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: CN (n = 3). A - Quantidade de amastigotas por células aderentes cultivadas sem Bz e
com Bz na concentragado de 0,5ug/ml; B - quantidade de amastigotas por células aderentes
cultivadas sem Bz e com Bz na concentragdo de 1,0ug/ml; C — quantidade de macréfagos
infectados cultivados sem Bz e com Bz na concentragdo de 0,5ug/ml; D — quantidade de
macrofagos infectados cultivados sem Bz e com Bz na concentragdo de 1,0ug/ml. Condigbes C
+ T — células e tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz. As barras
horizontais representam a mediana e as verticais o limite inferior e superior.

Através da microscopia 6ptica (aumento de 100x) observamos a falta da
integridade celular (Figura 30). Ao compararmos as imagens Bz versus sem Bz,
observamos que nas condicbes que continham Bz nos tempos de 24h e 5d as
células ndo apresentavam morfologia definida, chegando a n&o conseguirmos
identifica-las (Figura 30B e D). Ja nas condicdes sem Bz, as células foram

observadas morfologicamente bem definidas (Figura 30A e C).
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Figura 30 - Microscopia 6ptica (100x) das células aderentes apds exposicdo ao Bz.

[ ]

Fonte: Autora, 2016.

Legenda: A e C — células cultivadas sem Bz; B e D — Células cultivadas com 0 Bz. Ae B —
células cultivadas por 24h e C e D — células cultivadas por 5d. Todas as imagens foram feitas
no microscopio Optico de campo claro com um aumento de 100x.

7.2.5 Avaliacdo da capacidade fagocitica das células aderentes na presenca ou

auséncia de Bz

Apoés verificarmos uma tendéncia a diminuicdo da quantidade de amastigotas
intracelulares e das células aderentes infectadas, decidimos avaliar se apos a
exposicdo ao Bz as células sofriam alguma alteracdo quanto a sua funcdo de
fagocitose.

Ao verificarmos a MIF das beads fagocitadas, ndo verificamos diferencas
estatisticamente significativas quando comparamos entre os tempos de 24h, 48h e
5d as condi¢des Células+beads; Células+beads+Bz na concentragéo de 0,5 ug/ml e
Células+beads+Bz na concentragao de 1,0 ug/ml (Figura 31A, B e C). Também nao
encontramos diferencas estatisticamente significativas quando comparamos a
porcentagem da média de intensidade de fluorescéncia das beads fagocitadas das

condi¢cdes Células+beads versus Células+beads+Bz na concentragao de 0,5 pg/ml
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versus Células+beads+Bz na concentracao de 1,0 yg/ml para cada tempo, 24h, 48h
e bd (Figura 31D, E e F).

Figura 31 - Avaliacdo da capacidade fagocitica das células aderentes antes e ap6s exposicao
ao Bz.
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Fonte: Autora, 2016.

Legenda: CN (n = 3). A - % da média de intensidade de fluorescéncia da quantidade de beads
fagocitadas por células aderentes cultivadas sem Bz comparando entre os tempos de 24h 48h e
5d; B - % da média de intensidade de fluorescéncia da quantidade de beads fagocitadas por
células aderentes cultivadas com Bz na concentragdo de 0,5 pg/ml comparando entre os
tempos de 24h 48h e 5d; C — % da média de intensidade de fluorescéncia da quantidade de
beads fagocitadas por células aderentes cultivadas com Bz na concentracdo de 1,0 pg/ml
comparando entre os tempos de 24h 48h e 5d; D, E e F — % da média de intensidade de
fluorescéncia da quantidade de beads fagocitadas por células aderentes cultivadas sem Bz e
com Bz nas concentragdes 0,5 uyg/ml e 1,0 pg/ml, comparando entre os tempos de 24h 48h e 5d
respectivamente. Condi¢cdes C + Beads — células e microesferas; C + Beads + Bz — células,
tripomastigotas e Bz (0,5 pg/ml e 1,0 pg/ml, respectivamente). As barras horizontais
representam a mediana e as verticais o limite inferior e superior.

7.2.6 Avaliacdo de morte celular por necrose ou apoptose em células aderentes

tratadas com Bz apés exposicao a tripomastigotas de T. cruzi

Apos a avaliagdo da infecgdo das células aderentes, percebemos através da
microscopia Optica que as células estavam aparentemente sofrendo algum tipo de
dano celular, e sabendo que a perda da integridade da membrana € uma das
principais caracteristicas de morte celular por necrose, decidimos verificar o padrdo
de morte celular que estava sendo induzido pelo Bz.

Avaliamos o perfil de morte celular das PBMC e observamos que com relagéo

aos linfécitos, as condicdes C+Bz (nas duas doses) apresentaram um aumento de
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necrose estatisticamente significativa quando comparado com as condigbes C e
C+T, no tempo de 24h (Figura 32B). No tempo de 5d, também observamos que nas
condicbes C+Bz (nas doses sub-6tima e Otima) ocorreu um aumento
estatisticamente significativo do processo de necrose quando comparado com a
condicéo C (Figura 32B).

Quando investigamos o0s macréfagos, nado encontramos diferencas
estatisticas significativas, no entanto, um resultado bastante curioso observado, foi a
auséncia do processo de apoptose no tempo de 24h e a presenca, nao significativa,
do processo de necrose em todas as condi¢cdes de cultivo (Figura 32C). Resultado
semelhante foi observado no tempo de 5d (Figura 32D). Apesar da presenca do
processo de necrose fortemente observado nos macréfagos, nenhum resultado
estatisticamente significativo foi encontrado. Nossos resultados apontam que o Bz

esta induzindo necrose em ambas as células avaliadas.

Figura 32 - Avaliagdo do processo de apoptose e necrose em linfocitos e mondécitos nos
tempos de 24h e5d.
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Fonte: Autora, 2017.

Legenda: [_1 apoptose; MM necrose. CNP (n = 3). C — células; C + T — células e
tripomastigotas; C + T + Bz — células, tripomastigotas e Bz; C + Bz - células e Bz. As barras
horizontais representam a mediana e as verticais o limite inferior e superior. As diferencas
significativas com p<0,05 para comparagdes entre as condi¢gdes de cultivo sio indicadas por

retas.
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8 DISCUSSAO

Em nosso trabalho realizamos o co-cultivo de PBMC e T. cruzi na presenca
de Bz, com o objetivo de avaliarmos a acdo desse farmaco sobre o perfil
imunomodulatério dos mondcitos, que neste trabalho temos nos referido como
células aderentes. Para conhecermos a acdo do Bz no momento da infeccéao,
expusemos as células a infec¢do pelo T. cruzi. Sabe-se que a presenca do parasita,
associada com a resposta imune desequilibrada pode acarretar danos teciduais que
sdo causados por uma resposta inflamatdria exacerbada (DUTRA et al., 2008).
Portanto entender qual a atuacdo do Bz nessa triade, hospedeiro/parasita/farmaco,
€ de extrema importancia para a evolucdo do tratamento etiologico existente, como

também para a evolucao de possiveis novos tratamentos.

8.1 Avaliacédo do perfil imunofenotipico das células aderentes obtidas de PBMC

tratadas com Bz apds exposicao a tripomastigotas

Como j& dito no Referencial Teérico, as células aderentes apresentam
padrbes diferenciados de resposta. Ou seja, a resposta dessas células dependera
do estimulo recebido. Elas podem apresentar um perfil de expressao de receptores
de ativacao e apresentacdo de antigenos (FREEMAN, et al., 1993a; FREEMAN, et
al., 1993b), como também um perfil de receptores inflamatérios e fagociticos
(ZIEGLER-HEITBROCK, 1996; BELGE et al., 2002). Para a melhor compreenséo
dos nossos dados da imunofenotipagem, dividimos a discusséo dos resultados com

base nesses perfis de expressao dos receptores.

8.1.1 Avaliacdo do perfil de ativacdo e apresentacdo de antigenos das células
aderentes CD14*

As moléculas CD80 e CD86, expressas na superficie das células aderentes
sao reconhecidas pelo receptor CD28, que é expresso em quase todas as células T
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). A cascata de sinalizacao induzida pela ligagéao
de moléculas co-estimulatérias ao receptor CD28 atua em conjunto com o
desencadeado pela interacdo do receptor de células T e co-receptor com 0
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) na superficie das APCs (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012). A molécula HLA-DR faz parte desse MHC de classe I
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(MHC 11) e é responsavel pelo processamento de antigenos endocitados (TURLEY
et al., 2000).

Em nossos resultados, observamos que em INFEC, ap0s exposi¢cédo ao Bz, a
porcentagem de células expressando a molécula HLA-DR foi maior no INFEC do
gque em CN. Entretanto, a MIF n&o sofreu alteracdo. Magalhdes et al., (2015),
afirmam que o aumento inicial da frequéncia de expressao da célula CD14*HLA-DR*
pode ser devido a precoce ativacdo dessa molécula apds estimulacao.

Quando avaliamos a porcentagem de células CD14*HLA-DR*CD80* e MIF
conseguimos observar que o Bz induziu o aumento da expressdo dessa molécula
em INFEC. Podemos observar através da MIF que o Bz esta modulando a
expressao desses receptores ao observarmos a condicdo C+T+Bz e C+Bz dos
INFEC. Na comparacdo INFEC com CN, observamos também uma modulacdo da
expressdo dessa molécula na condigdo C+Bz de INFEC.

Com relacdo a molécula CD86, ndo identificamos influéncia do Bz sobre a
expressao desta molécula, no entanto sua frequéncia foi significativamente maior em
INFEC quando comparado com CN em todas as condi¢cdes de cultivo.

Magalhées et al. (2015), observaram que mondcitos infectados com as cepas
Y ou Colombiana do T. cruzi, apresentaram um aumento da expressao da molécula
HLA-DR em comparacdo com células néo infectadas apos cultivo de 15 horas. Em
estudo recente do nosso grupo, Soares et al., (2016), mostraram que células
CD14"HLA-DR*CD80* cultivadas por 24h estavam aumentadas apo0s estimulo com
antigenos especificos de T. cruzi. Entretanto, divergindo dos nossos resultados,
observaram que a molécula co-estimulatéria CD86, presente na superficie dos
mondcitos CD14"HLA-DR™, diminuiu no grupo de portadores da forma CARD.

Souza et al. (2007), em um estudo com humanos, observaram um aumento
na expressao da molécula CD80 na superficie de mondcitos apos a infeccdo de
células aderentes pelo T. cruzi. Esses trabalhos demonstram que a presenca do T.
cruzi ou de seus antigenos sao capazes de ativar mondcitos sanguineos in vitro. No
presente estudo, ndo observamos acao do T. cruzi sobre essas moléculas.

Corroborando com os resultados, dados encontrados por nosso grupo de
pesquisa, reforcam a acdo do Bz sobre mecanismos de ativacdo de células da
resposta imune. Foi verificado um aumento da expressao da molécula CTLA-4 em
linfécitos T CD8" e T CD4" de pacientes ap0s exposicdo ao Bz (NEVES, 2015). A

ativacao dos linfocitos T requer sinais que sao oriundos das APCs. O primeiro sinal &
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o reconhecimento dos antigenos peptidicos associados ao MHC, pelo TCR. O
segundo sinal é realizado pela interacdo entre as moléculas co-estimulatérias CD80
e CDB86, expressas na superficie das APCs, e a molécula CD28 expressa
constitutivamente na superficie dos linfocitos T virgens (CARRENO; COLLINS,
2002). 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). Esse resultado reforca o
nosso achado com relacao a acéo do Bz sobre as moléculas HLA-DR e CD80, como
um fator importante para a ativacao linfocitaria.

Avaliando os resultados obtidos por Neves (2015), em conjunto com 0s
nossos, podemos sugerir que o Bz pode estar regulando a ativacdo dos linfocitos T
CD8" e T CD4" através do aumento da expressdo da molécula CTLA-4 nessas

células.

8.1.2 Avaliacdo do perfil fagocitico e inflamatorio das células aderentes
CDl14*CD1l6a*

O sinergismo entre a resposta imune do hospedeiro e 0 Bz, pode ser crucial
na eficacia do tratamento (ALBAREDA; LAUCELLA, 2015; CUTRULLIS et al, 2011;
OLIVIERI et al., 2002). No processo de infec¢do pelo T. cruzi, cada fase da doenca
apresenta uma resposta imunolégica especifica (KAYAMA e TAKEDA 2010).
Conhecer a resposta desencadeada pelo Bz nas células da resposta imune € um
grande passo no entendimento de mecanismos de acéo desse farmaco.

Alguns autores acreditam que ha uma hipotese geral de que o tratamento
etiolégico contribui para reduzir o parasitismo e reorganizar a resposta imune do
hospedeiro, levando a uma resposta inflamatéria equilibrada, o que seria crucial para
o controle da morbidade da DC (VIOTTI et al 1994; GARCIA et al. 2005; SATHLER-
AVELAR et al 2006; SATHLER-AVELAR et al 2008).

Os fagocitos humanos apresentam uma grande capacidade para internalizar
particulas através do auxilio de componentes séricos. Isso indica que estas células
tém receptores de superficie celular associados com um mecanismo dependente do
Sistema Complemento encontrado no soro (CD35) (GOMES et al.,, 2012). No

entanto, essas ceélulas também possuem mecanismos de fagocitose independentes
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da presenca de componentes séricos (Receptores FC-y: CD16a, CD32, CD64)
(GOMES et al., 2012).

O receptor CD164a, esta associado com a fagocitose e a citotoxidade celular
dependente de anticorpo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). Nossos resultados
mostram que a célula CD14*CD16a* ndo sofreu alteracdo na sua expressao apos
exposicao ao Bz. J4 a presenca do parasita modulou negativamente sua expressao
em células de INFEC como observado nas condicdes C+T e C+T+Bz das avaliacbes
de frequéncia e de MIF em ambos os tempos de cultivo.

Os dados, sugerem que, a diminuicdo da expressdo dessas moléculas de
fagocitose e de resposta inflamatoria, apds exposicdo ao T. cruzi, poderia ser
explicada através de mecanismos de fuga do parasita. O T. cruzi, desenvolveu
estratégias fascinantes para evitar e/ou subverter o sistema imunitario do hospedeiro
mamifero, dando continuidade ao processo de infeccao.

Uma das estratégias bastante estudada é através da invasao celular na fase
inicial da infeccdo. Essa invasdo pode ocorrer através de duas vias, a primeira pela
via dependente de lisossoma, e a segunda pela via de invaginacdo da membrana
plasmatica seguida pela fusdo intracelular com lisossomas. Entdo, no momento da
infecgdo o T. cruzi libera fatores e mediadores solUveis capazes de induzir respostas
diferenciadas nas células e desse modo, progredir com a infeccéo intracelular. Se
assim for, esta inibicdo pode ser adicionada a uma lista de outros mecanismos de
escape utilizados por esse parasita, para reduzir a eficacia da resposta imune do
hospedeiro (OVERTVELT et al., 1999; PLANELLES et al., 2003; GOTO; LINDOSO
2004; DOSREIS, 2011; NARDY; FREIRE-DE-LIMA; MORROT, 2014; CARDOSO, et
al., 2016).

Com relacdo ao Bz, os resultados mostram que esse farmaco modulou a
expressdo de algumas das células de perfil fagocitico estudadas. A expressao de
CD14*CD16a*CD64" esteve significativamente aumentada em todas as condi¢cbes
de cultivo em INFEC quando comparado com o grupo CN, no tempo de 24h.
Fendmeno semelhante observamos, aos 5 dias de cultivo. Quando avaliamos a MIF
dessa molécula em INFEC, verificamos que o Bz induziu o aumento significativo da
expressdo dessa molécula em C+Bz quando comparado com C. Além disso,
observamos que a presenca do Bz no processo de infecgdo pode estar modulando

positivamente a expressao dessa célula, juntamente com o T. cruzi.
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No caso da célula CD14*CD16a*CD35" na condicdo de cultivo C+Bz de
INFEC no tempo de 5d, observamos que essas células estdo aumentadas
significativamente em comparacédo com o CN, indicando, a partir das condicbes C+T
e C+T+Bz no tempo de 24h, que inicialmente essa célula sofreu a influéncia do
parasita, no entanto, aos 5d de cultivo, o Bz induziu um aumento significativo de sua
expressdo em INFEC quando comparado com CN.

Quanto a expressdo da molécula CD11b, importante receptor da resposta
inflamatoria, nossos resultados mostram que o Bz ndo induziu alteragcdo na
expressdo dessa molécula. Por outro lado, na presenca do parasita essa molécula
apresenta uma diminuicdo em sua expressdo, quando comparada as demais
condicdes de cultivo.

A interacdo entre o T. cruzi e os fagocitos € um evento importante na
regulacdo da reatividade celular na DC. Tem sido demonstrado que estas células
podem influenciar na evolucao clinica diferencial e na evolugéo clinica dos pacientes
portadores da DC (MOLINA; KIERSZENBAUM 1989; KIERSZENBAUM; RAMIREZ
1990). Mondcitos circulantes de pacientes apresentam diferencas fenotipicas e
funcionais com relacdo aos individuos saudaveis (SOUZA et al., 2004; SOUZA et al.,
2007; GOMES et al., 2012). Portanto, apesar de observarmos a a¢édo do T. cruzi
sobre esses receptores, 0 Bz pode ser um fator importante para o auxiliou da
manutencdo de uma resposta fagocitica equilibrada.

Com relacdo a resposta inflamatéria, em um estudo realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, avaliando a acao do Bz sobre a producdo de quimiocinas e a
expressao de seus receptores em PBMCs de pacientes, foi verificado que o Bz
induziu uma diminuicdo da producdo da quimiocina CCL2 no sobrenadante de
cultura de PBMCs experimentalmente expostas ao T. cruzi (NASCIMENTO, 2015).
As quimiocinas e seus receptores estdo relacionados com o recrutamento
leucocitario durante o processo inflamatorio, além de estarem envolvidos na
modulacio das respostas Thl e Th2 (FLOREZ; MARTIN; GONZALEZ, 2012). Esse
resultado corrobora com o0s nossos resultados, mostrando que o Bz néo esta
envolvido na inducdo da resposta inflamatéria exacerbada, pelo contrario, esta
auxiliando no equilibrio/manutengéo dessa resposta.

Corroborando com os achados, Campi-Azevedo et al. (2015), em um estudo
com pacientes tratados, verificou que o tratamento com Bz restaurou a expressao da

molécula CD35 em pacientes portadores da forma IND, para um perfil observado em
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individuos sem a doenga. Também foi investigada a expressdo de receptores Fc-y
(CD16, CD64), sendo observado que mondcitos de pacientes com a forma CARD
tratados apresentaram maior expressao de CD16, CD64 quando comparados com
CARD e individuos saudaveis. A expressdao de CD32 nao sofreu alteragdo apos o
tratamento.

A associacao dos resultados com os estudos citados sugere que o tratamento
com o Bz contribui para uma imunomodulacdo em pacientes portadores da DC,
entretanto ndo induz amplas alteracbes da resposta imune. Apesar disso, as
interacbes observadas entre a resposta imune e o Bz sdo compativeis com uma
possivel inducdo de um equilibrio da resposta imune, sugerindo uma possivel

protecdo imunologica.

8.2 Dosagem dos niveis de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante de cultura de
células aderentes e ndo aderentes tratadas com Bz apds exposicdo a

tripomastigotas de T. cruzi

Estudos indicam que a producdo de NO por células aderentes tem papel
essencial na resisténcia in vitro e in vivo anti-T. cruzi (GAZZINELLI et al., 1992;
VESPA et al., 1994; HOLSCHER et al., 1998). No entanto, quantidades excessivas
de NO podem ter efeitos nocivos devido a sua atividade pro-inflamatéria. Levando
em conta essas condi¢cdes, investigamos se 0 Bz poderia afetar a producéo de NO
por células aderentes infectadas com T. cruzi.

De acordo com Revelli et al., (1999), o Bz age diminuindo a producao de NO,
entretanto, os dados mostraram que esse farmaco ndo modificou a producdo de NO
pelas células aderentes. Revelli et al., (1999), mostraram que macréfagos da
linhagem RAW 264.7 de camundongos, ap0s exposi¢cado ao Bz e cultivados com LPS
e/ou IFN-y por 24h, apresentavam, independentemente de as células serem ou nao
estimuladas com LPS e/ou IFN-y, uma redugdo dos niveis de nitrito em qualquer
uma das concentracdes de Bz empregadas. Cevey et al., (2016), em um estudo com
camundongos, avaliaram cardiomidcitos infectados com T. cruzi (cepa RA) tratados
com Bz e estimulados com LPS e observaram que quando as células foram pré-
incubadas com Bz e estimuladas com LPS, ocorreu uma inibicao significativa tanto
da expressdo de NOS2 como o NOS2-dependente. E importante salientar que em

um estudo com camundongos infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi, foi
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observado que a gravidade do acometimento cardiaco estava correlacionada
positivamente com os niveis séricos de NO (PEREIRA et al., 2014). H4 uma linha de
estudo que considera que um bom farmaco para o tratamento da DC deveria ter
como um de seus mecanismos de acdo a indugdo de uma resposta imune através
da producéo de NO (GUEDES et al., 2010; SILVA et al., 2010).

No nosso estudo, ha um aspecto a ser mencionado que nos leva a considerar
o fato de que, apesar do Bz ndo agir aumentando os niveis de NO, ele também né&o
diminui significativamente os niveis desse mediador. O Bz manteve o equilibrio na
producdo de NO, evitando que um perfil pré-inflamatério exacerbado fosse
desencadeado. Desse modo, a administracdo do Bz poderia auxiliar na prevencao
da progressédo da doenca, ou pelo menos na estabilizacdo do quadro clinico, ja que
ndo s6 esse mediador, como também outras citocinas e mediadores pro-
inflamatorios tém sua producdo diminuida na presenca do Bz (GUTIERREZ et al.,
20009).

Na infeccdo pelo T. cruzi hA um aumento da producdo do NO com a
finalidade de conter a parasitemia (VESPA et al.1994; GUTIERREZ et al., 2009).
Sendo assim, nossos estudos estdo de acordo com a literatura, ja que a condicao
gue continha apenas T. cruzi apresentou niveis elevados desse mediador em
comparacao com a condicdo C. O que ja era de se esperar, devido a presenca do
parasita. Evidéncias substanciais mostram que o tecido cardiaco, importante alvo do
T. cruzi, produz quantidades acentuadas de citocinas, quimiocinas e enzimas,
incluindo NO-sintetase e metaloproteinases, resultando em inflamagdo e
remodelamento cardiaco em resposta a infeccdo parasitaria (MACHADO et al.,
2008; HOVSEPIAN et al., 2011). Na infeccdo aguda experimental com T. cruzi, as
citocinas IFN-y, TNF-a e outros varios mediadores sao produzidos, sendo estes
importantes na indugdo de INOS e na morte do parasita dependente de NO
(TALVANI et al., 2002; MACHADO et al., 2005; MACHADO et al., 2010). Ha dados
experimentais em camundongos, sugerindo um papel benéfico para o NO na
infeccdo pelo T. cruzi, mas nenhum dado definitivo em humanos (CHAN; FLYNN,
2004).
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8.3 Avaliacdo do efeito do tratamento com o Bz sobre a forma intracelular

amastigota, apos infeccéo das células aderentes pelos tripomastigotas

No combate inicial a DC, a ativagdo das células aderentes € fundamental na
morte das formas intracelulares do T. cruzi, as amastigotas (DOS SANTOS et al.,
2016). As amastigotas sdo de grande importancia na patogenia da DC uma vez que
constituem a forma intracelular do parasita encontrada nas células do hospedeiro
vertebrado.

Para avaliarmos a infeccdo das células aderentes, investigamos o indice de
sobrevivéncia das formas amastigotas. Os nossos resultados nos levam a supor que
0 Bz, possa estar induzindo diminuicdo na infeccdo, por observarmos uma queda
(porém sem significAncia estatistica) no numero de amastigotas presentes nas
células, bem como na contagem de células aderentes infectadas (sem significancia
estatistica).

Em estudo de Murta et al. (1999), camundongos tratados com o Bz foram
infectados com cepas diferentes do T. cruzi, sendo uma sensivel ao Bz e a outra
resistente. Apds o tempo de incubacédo, os macréfagos dos camundongos infectados
com a cepa sensivel ao Bz mostraram claramente um efeito tripanocida seletivo,
mostrando um declinio na percentagem de células infectadas apdés 24h de
incubacao.

Um dos grandes questionamentos sobre a administracdo do Bz esta no fato
desse farmaco nédo apresentar eficacia confirmada na destruicdo dos parasitas na
fase cronica (BRAGA et al., 2000). No entanto, na fase aguda, com os parasitas
circulantes o tratamento com o Bz tem um resultado positivo (BUCKNER, 2008;
URBINA, 1999). Em nosso estudo o Bz teve uma acdo direta sobre as células
infectadas, sem interferentes na sua acao contra o parasita. Além disso, mediadores
guimicos como NO e citocinas, também estavam presentes, ocorrendo um somatorio
de acdes que podem ter levado a morte do parasita ou diminuicdo de sua
multiplicacdo. Alguns estudos relatam que a baixa eficacia antiparasitaria dos
compostos nitro-heterociclicos, como o Bz, pode estar relacionada com as suas
propriedades farmacocinéticas, como tempo de meia-vida curta, solubilidade,
limitada penetragao tecidual (RAAFLAUB, 1980; WORKMAN et al., 1984; URBINA;
DOCAMPO, 2003).
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Todos o0s nossos resultados foram obtidos com o tempo de 24h jA que no
tempo de 5d ndo obtivemos células com morfologia conservada o suficiente para a
contagem de parasitas. Associamos esse achado a presenca do Bz, ja que as
células que foram cultivadas sem o Bz ndo apresentaram nenhuma alteragéo quanto
a sua morfologia. A partir esse achado, iniciamos também a investigacdo da
capacidade fagocitica e da avaliacdo de morte celular por necrose ou apoptose das

células expostas a esse farmaco.

8.4 Avaliacdo da capacidade fagocitica das células aderentes na presenca ou

auséncia de Bz

A fagocitose € um processo imunolégico de grande complexidade. Diversos
receptores estimulam a internalizacdo das particulas, os elementos do citoesqueleto
que medeiam a internalizacdo diferem pelo sistema receptor e a natureza do
patdgeno que esta sendo internalizado, e o resultado pode ser diferente para os
microorganismos (ADEREM; UNDERHILL, 1999). Os macrofagos séo as sentinelas
da resposta imune inata a espera do patégeno. Sua resposta fagocitica € definida
pela ativacdo de redes de sinalizagdo complexas que sao estimuladas por contato
microbiano a partir da identificacdo do patogeno (UNDERHILL; OZINSKY, 2002).

Entender a acdo do Bz sobre essas células é de extrema importancia, ja que
a diminuicdo do processo de fagocitose de uma forma geral € muito ruim para o
hospedeiro que perderia essa importante funcéo do sistema imune inato, o deixando
vulneravel a presenca do parasita.

Os resultados mostram que, ha uma ténue diminuicdo do processo de
fagocitose na presenca do Bz comparado as células sem tratamento, entretanto, ndo
observamos nenhuma diferenca estatistica significativa.  Portanto, diante dos
resultados encontrados, em associagdo com os resultados da imunofenotipagem,
ndo podemos sugerir que o Bz esteja agindo negativamente sobre a capacidade

fagocitica dessas células.
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8.5 Avaliacdo de morte celular por necrose ou apoptose em células aderentes

tratadas com Bz ap0s exposicao a tripomastigotas de T. cruzi

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas em: apoptose, autofagia, necrose, mitose
catastrofica e senescéncia (OKADA; MACK, 2004; CASTEDO et al., 2004). Devido a
importancia de identificarmos a acdo do Bz, de um modo geral, sobre as PBMCs,
avaliamos também a presenca de dois tipos de morte: apoptose e necrose.

A apoptose também pode ser chamada de morte celular programada. E um
processo fisioldgico essencial para a manutencdo do desenvolvimento dos seres
vivos, sendo importante para renovacdo dos tecidos e para a eliminacdo de células
dispensaveis ou defeituosas. Durante esse processo, a célula sofre alteracbes
morfoldgicas caracteristicas desse tipo de morte celular, sendo elas: retracéo celular,
perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacéo da
cromatina, fragmentacdo do DNA e formacédo dos corpos apoptéticos (GRIVICICH,;
REGNER; ROCHA, 2007). Uma caracteristica fundamental deste processo € que a
membrana celular permanece intacta, prevenindo o extravasamento do conteddo
celular e assegurando assim uma resposta nao inflamatéria (SAVILL et al., 1990;
OPFERMAN; KORSMEYER, 2003)

Ao avaliarmos o perfil de morte celular das células aderentes, né&o
observamos diferencas significativas entre as condi¢cdes de cultivo para os dois tipos
de morte celular. Ficou evidente que a morte por apoptose foi minima ou até mesmo
nenhuma, divergindo do processo de morte por necrose, que foi observado em
grande quantidade em ambos os tempos e em todas as condi¢cdes de cultivo.

No caso das células ndao aderentes, observamos uma mudanca no padréo de
morte. O processo de apoptose ocorreu em todas as condigdes de cultivo, mas, sem
apresentar diferencas estatisticas significativas. O processo de necrose foi
observado, principalmente, nas condi¢des de cultivo que o Bz esteve presente. Os
resultados foram estatisticamente significativos nas condi¢cbes que continham Bz em
comparacdo com as condicbes C e C+T. A apoptose das células hospedeiras
desempenha um importante papel regulador da imunidade em infec¢Ges parasitarias
(DOSREIS et al., 2009; DOS REIS; LOPES, 2009). Alguns autores concluiram que a
infeccdo com T. cruzi leva a apoptose dos linfocitos T e B (MARTINS et al., 1998;
ZUNIGA et al. 2002; MEIS et al. 2006), podendo acarretar em alteragcbes na
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resposta imune. Apesar disso, ndo observamos diferencas significativas no processo
de apoptose para ambas as células, quando expostas ao T. cruzi.

Por se tratar de um processo, na maioria das vezes, fisiologico, podemos
sugerir que a apoptose observada entre as células ndo aderentes, € resultante de
outros processos de inducéo, e ndo apenas pela acao do Bz e/ou do T. cruzi. Apesar
de utilizar outras linhagens celulares, os resultados de Calvo et al. (2013),
corroboram com os resultados encontrados concluindo que o Bz nédo induziu
diferencas significativas na apoptose entre as linhagens celulares leucémicas THP-1
e OCI/AMLS, tratadas e controles.

A necrose é um tipo de morte celular patolégica ou “acidental” na qual as
células sofrem um estimulo que resulta no aumento do volume celular, agregacéo da
cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana
plasmatica e consequente ruptura celular. Durante a necrose, o conteudo celular
liberado, causando dano as células vizinhas, pois, a liberacdo desse contetudo gera
substancias que atraem células do sistema imune, causando intensa reacao
inflamatéria: alguns leucécitos (em especial neutréfilos e macrofagos) convergem
para o tecido em necrose ingerindo as células mortas (ZIEGLER; GROSCURTH;
2004). A morte é patologica ou "acidental" quando a célula é impedida de manter
Seus processos Vitais por lesdes fisicas ou quimicas causadas por fatores externos,
como temperaturas extremas, radiacdo, traumas, produtos toxicos, lesbes por
microorganismos e falta de oxigénio. A inflamacdo, tipica da necrose, é importante
para limitar infeccBes e remover restos de células, mas a atividade e as secrecdes
dos leucdcitos podem também atingir tecidos normais vizinhos, as vezes de maneira
devastadora.

No presente estudo observamos que o Bz induziu a morte celular das PBMCs
através de necrose. Esse resultado fica claro quando verificamos diferencas
estatisticas significativas ao compararmos a necrose observada em células né&o
aderentes nos dois tempos de cultivo. Em ambos os tempos, observamos que as
condicbes que continham Bz estavam significativamente elevadas em comparacéo
com as condi¢des controle. Além disso, observamos alto percentual de necrose,
também entre as células aderentes, entretanto, ndo observamos diferencas
estatisticas significativas entre as condi¢des de cultivo.

Esse dado é de grande relevancia, pois, a indu¢cdo de morte celular por

necrose pode causar intensa reacao inflamatéria (ZIEGLER; GROSCURTH; 2004), o
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gue seria ruim para os portadores das formas clinicas crénicas mais graves. Apesar
desse importante achado, devemos destacar que com relacdo aos resultados de
imunofenotipagem, o Bz nao influenciou na expressao de receptores de superficie

relacionados com a resposta inflamatoria.
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9 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o tratamento com o Bz pode ser benéfico aos
pacientes, demonstrando um impacto relevante na resposta especifica ao T. cruzi. O
uso desse farmaco ndo desencadeou um perfil fagocitico e/ou inflamatdrio
exacerbado, aparentemente, agindo sobre o parasita, diminuindo assim a sua
proliferacdo. O Bz induziu a regulacédo positiva da molécula de ativacdo CD80 e de
apresentacdo de antigenos HLA-DR, bem como dos receptores de fagocitose
(CD64, CD35). Além disso, induziu morte por necrose das PBMCs. Entretanto, nao
exerceu influéncia sobre a resposta inflamatoria dos portadores crénicos da doenca
de Chagas, nao alterando a producéao de NO, além de nédo agir sobre o processo de
fagocitose.

Diante dos achados, acreditamos que a administragédo do Bz aos portadores
cronicos da DC pode ser benéfica, visto que o farmaco ndo promoveu um perfil
inflamatério exacerbado. Assim, os resultados do presente estudo, em conjunto com
os achados na literatura, podem fortalecer a hipotese de que o Bz possa prevenir
e/ou retardar a progressao para formas mais graves da DC, uma vez que a resposta
imune do hospedeiro pode influenciar diretamente na evolugcdo clinica dos
portadores da doenca. Por fim, estudos prospectivos que avaliem a carga parasitaria
apos a adicdo do Bz, juntamente com avaliacdo da acdo desse farmaco sobre
células da resposta imune, sdo necessarios para o entendimento dos mecanismos

envolvidos na triade resposta imune/T. cruzi/Bz.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o Paciente

. Rlirigierie dasaide
FlOCRUZ
Fundagio Bewaldo Cruz

Cenlen de Prsguisa Aggeo Magalhlines

TERMO 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 infecgido com
Trypanosoma cruzi, sob a responsabilidade da pesquisadora Virginia Lorena do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz, a qual
pretende analisar células do sangue diante do parasita causador da doenga de
Chagas (Trypanosoma cruzi) e do remédio usado para a doenca de Chagas
(Benzonidazol).

Sua participacdo é necessaria, pois, como portador da doenca de Chagas,
o (a) Sr (a) ja apresenta uma defesa do compo conira o parasito que causa essa
doenca. Sua participagdo € voluntaria e se dara atraves de trés itens: (1) coleta de
até 9 (nove) colheres de cha de sangue (45 ml) através de um tubo adaptado a
uma agulha, estéril e descartavel. Esse procedimento & praticamente isento de
risco, pois todo materal utilizado & descartavel, porém, podera causar dor ou
mancha vermelha (hematoma). O sangue sera utilizado para: obtengdo de soro
(parte liquida) para confirmacdo da infecgdo, para realizacdo do cultive das
células do sangue quando em contato com o parasito e com o remédio com o
objetivo de: (i) verificar producdo de citocinas e quimiocinas (substancias
envolvidas no sistema de defesa contra doencas), (i) analisar a presenca de
marcadores de superficie celular (que identifica quais células sdo e se houve
aumento ou diminuicdo da populaco de células), (i) dosar a quantidade de dxido
nifrico (que também estd envolvido na defesa contra as doencas). (2) Os
resultados dos seus exames clinicos como raio-X (térax e esdfago),
eletrocadiograma e ecocardiograma, entre outros, serdo consuliados através do
seu prontuario médico e avaliados pelos pesquisadores e seu médico. (3) Sera
preenchido um formulario de pesquisa, onde algumas perguntas sobre seus
habitos de vida e aspectos clinicos serdo analisados.

Um pouco da amostra de sangue [meia colher (2,5mL) de soro e meia
colher (2,5mL) de cultivo de celulas] sera guardada e armazenada a -20°C para
utilizacbes 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 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 futuro,
sua amostra amazenada for utilizada para outra pesquisa, poderemos entrar em
contato para preenchimento de outro TCLE. Informacdes 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
documenta.

Garantiremos a confidencialidade das informagdes prestadas, assim como
o anonimato de fodos que participarem da pesquisa. Se o(a) Sr(a) aceitar

Av. Professor Moraes Rego, sin - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax- (B1) 3453-1911
www. cpgam fiocruz be
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participar, estara confribuindo para a geragdo de conhecimento sobre o
tratamento com Benzonidazol e consequentemente para auxiliar a conduta
médica relacionada ac fratamento do paciente. Caso ofa) Sr(a) ndo aceite
participar da pesqguisa o seu atendimenio nc 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 e a liberdade de refirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do
motive e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) ndo tera 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 informacdo, o (a) Sr (a) podera
entrar em contato através do endereco 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/ICPgAM/FIOCRUZ, telefone (81) 2101-2639.

Consentimento Pos-Informacdo

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 utilizacio 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 Impressdo do dedo polegar

e

'zg_'_u"—'!_‘._-Lm_N n LU TR ¢, VP

Virginia Maria Bamos de Lorena
CPgAM/Fiocruz
Pesguisadora Responsavel

Ay Professor Moraes Rego, sin - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50 670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2800 Faxc (B1) 3453-1911
whenw. cpgam fiocruz br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
N&o 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 a infecgdo com
Trypanosoma cruzi, sob a responsabilidade da pesquisadora Virginia Lorena do
Centro de Pesguisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, a gqual
pretende analisar células do sangue diante do parasita causador da doenca de
Chagas (Trypanosoma cruzi) e do remédio usado para a doenga de Chagas
(Benzonidazol).

Sua participacdo é necessaria, pois, como ndo portador da doenca de
Chagas, o seu sangue sera ufilizado como controle negativo, fazendo uma
comparagdo com o sangue de um paciente que é portador da doenca. Sua
participacdo € voluntaria e se dara através de dois itens: (1) coleta de até 9 (nove)
colheres de cha de sangue (45 ml) atraveés de um tubo adaptado a uma agulha,
estéril e descartavel Esse procedimento & praticamente isento de risco, pois todo
material utilizado & descariavel, porem, podera causar dor ou mancha vermelha
{hematoma). O sangue sera utilizado para: obtengao de soro (parte liquida) para
confirmacgdo da infecgdo, para realizagdo do cultive das células do sangue
quando em contato com o parasito € com o remedio com o objetivo de: (i) verificar
producdo de citocinas e quimiocinas (substancias envolvidas no sistema de
defesa contra doencas), (i) analisar a presenca de marcadores de superficie
celular (que identifica quais células sdo e se houve aumenio ou diminuicdo da
populacdo de células), (i) dosar a quantidade de oxido nitrico (que também esta
envolvido na defesa contra as doencas). (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 e 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 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 evoluc&o 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 aperfeigoar 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 outro TCLE. Informacdes 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 informagdes prestadas, assim como
0 anonimato de todos que pariciparem da pesquisa. Se o(a) Sr{a) aceitar
participar, estara confribuindo para a geracdo de conhecimenio sobre o
tratamento com Benzonidazol e consequentemente para auxiliar a conduta
medica relacionada ao fratamento do paciente. Caso ofa) Srja) néo aceite

Av. Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitiria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax (EL) 3453-1911
www.cogam fiocruz. br
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parlicipar da pES(]UiSﬂ o atendimento de seu familiar no ambulatorio continuara
acontecendo normalmente.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (@) 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 pessoca. O (@) Sr (a) ndo tera 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 informacdo, o (a) Sr (a) podera
entrar em contato através do endereco Centro de Pesquisas Aggeu Magalh3es,
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/FIOCRUZ, telefone (81) 2101-2639.

Consentimento Pds-Informagao

Eu, fui
informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha
colaboracdo, e entendi a explicacdo. 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 nés.

Data: / !

Assinatura do participante ou Impresséo do dedo polegar

Qv* z - ;
e -f'!'\'[-mh (| LT T H‘.‘,“;{’J
Virginia Maria Bamros de Lorena
CPgAM/Fiocruz

Pesquisadora Responsdvel

Aw Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (E1) 2101-2500/2101-2600 Fax- (E1) 3453-1911
whanw. cpgam . fiocnuz.br
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Expression of co-stimulatory molecules CD80 and CD86
is altered in CD14'HLA-DR* monocytes from patients
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recepeor fousd on the surface dAPC- stsmulates the
adaptive sremene responee by proseating peptides to chuser
of defferentiation 4* (CD4) T W Co-sternalanary
molecules CDS0 and CD36 play a8 impectant rede in
promotng scuvaton and déferastotan of T lympbocyted®,
These mokecules are recogned by the CD2S receprog, whch
= expronsed on almost all T cels™. The wgnaling cmcade
cliciied by the bisdng of co-stimslatory molecules to CD2K
at in corguactos with e triggered by the isteraction
of the T-cell receptor 3d corcceptoe with the
hatocoespatibelity complex (MHC) on the mrface of ARCH,

Mout staches on the immune repome of paticras with CD
have wed soluble parmite astiges propanations. Tha may
provent the detection of 3 specific mmene epome 1 how
preparstions mchade 3 complex minture of mtigena. Thercfoes,
the use of defized paraiic reagents nch = recombent ant e
becormes an mmportast requeement for the westificeson of
molacules crtical for parsste-howt sseractioon s i stades of
the sremsoptholbogy of COM, Cytoplenic repestive antigen
(CRA) and flagellar repetitrve antgen (FRAM™™ bave been
usad by osr groep to study the development of i )
markers for the prognoss of chrosic chaical foesss of CD.
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We belicve that i cheonsc husas isfiction, the developenent/
rraintcrance of meunlogical memory n descrmened pravandy
bry CRA eather than by FRA, which = present in the flagellem
abdity of CDI4"HLA-DE® msorocytes obtained Som periphersl
hloed of patsents chromcally mfected with Trypanasama cract
Todo so, we smoncd the cxpramios of CDS0 snd CDES before
and shor (u vitro wtsrmlatios with 1. onet (A nd FRAL
The wady popelsion comested of 31 paticats with chrone
clemcal formm of CD secreed 2 the Emargency som Caediology
of Permamsboco (PROCAFE), Usvenay of Fersassbeco (UPE)
Rexife, Fermamsbocn, The poprdation reprosesied a comvenince
nos-peobubilatc wenple and was recnated betwees Janusy
2011 ard Jaremey 201 2. lachoson criena were postive saology
for Clags mioction = two ot with dffoos mahodelopcsd
penaple:; dnikal cormaratios for proper dusscienuatons of the
clemcal fores; lack of provios caclopcal tratrment; no dgotave
complamty, sech m dysphagia and comepution; no reported
charges in leskocyte count; and o blood menfoeon or opas
tramplarestion. Addisosally, bascd o ther medical records
arxd warvey forrm, paterts dad roe seport sy ofer decea., The
putaces inchaded in the CARDD groep fn = 14, 24 00 71 youn
old, four mace md dn wornen) bad dibsaton of the cardiac aea,
with = cpction fraction < 408, andior ssgrmentod lefl vestriaular
arca. Cloescieniztion of e cardiac dilestios wan performed
wan otarated by the Tachhol: mohod seng an eche-Doppler
mﬂhq’dclmby&mm
of Echocandiography. Paticats incleded i the CARDI group
(n= 10,41 %0 70 yearsold, froc men 3d soven woenen ) prownied
clactrocanbogren allermon and o dleation of the crdac mea,
with 2= gecton fraction > 5% in e echo-Deppler crdogran.
Pasents mcluded = the IND growg (ne= 7, 35 0 63 yeers old, Sour
men and e women) &4 ot show any candec and dgoene
slierations. The costrol growp (N) comsited of individuals
(n=T,36 0060 yoeokd, throe mon and four wormes) ot mnfactad by
T o snd wellocted sccond g o the fodlowsg crsenc they had o
lrvexd 2 2my tene in 2m aven enderrac Sor CL); they had never recemved
3 blood mnfisace; the serologcal toet for CD wa nqgatve;
ared they did not prosent aberatices s keukocyte Nood count
CRAz2d FRA were cbesinod s dewcnbad by Kesgger ctal®,
and were prepared o the Department of Diagaontic Rexgenty of
Boo-Mazguizhos before boryg sest w the lmmneparastology
Laboratery 3t Comtvw de Fenpatra Agpen MagoldenFundogds
Oxwaldo Crus (CPQAMMBIOCRUZL They were farther
carbobydrates, ax doscribed by Perara ot 2™
and ddued 1: 1 = |4l polypropylene tabes (BD Bioscicnces,
S Jome, CA, USA poostarurg PMI 1630 madum
with Lglstamine, 1% antibwotcs (viock wobason of 10,0000
permcilbe and 10,0000 secprossycis; Sigrra-Aldnch, St Losia,
MO, USA), md 107 fetal bovne seren (Sagres-Aldech ). Bilood
was stirrasiaied s dewcnibed by Lovena of 20N,
Afier in vitro incubation, oclls were treated with 2mM
cthylenodaenisctetraacetic acid (EDTA) (Sqgrra-Aldrch),

wanbod with phosphate-butornad wline | PES - Wash ( cortasning
0.5% bovine serem albumn md 1% sodum xode; Sigma-
Aldrich), and centrifuged 2 400 = g for 10 mn 2t 22.28%C,
The upermatant wax dacardad konvng 3 Saal voleme of Iml
= which the pellet wan rewspendad. Algeons ( 100ul.) of the
ﬂq—-m'hu‘-plmﬂulid. D
Hioncamoes) flacecscan s
aeti-CD14 (Cxt #: MA 132074; Spl) PerCPoconjugated
aeti-HLA-DR (Cat #: MHLDR3Y; 2.5a1), phycoerytheis-
conjugated m-cmo (Cat #: MAL-10285; 2.5ul), or
satiCDES (Cat 02 MAL-NN
or MHCDS80S; 2 Sl lsvitroges Corposataon, Carlabed, CA,
USA) mosociosal srtibodics asd mcshuted for )0 min 2 rocen
torperatere. Afer meshation, eryfarocyses were lysad by the
sddition of 2ml. lysieg soletion (25% wdam citrate, 3%
dictiylene ghyoel, 4% foemaldebryde 3%, (L hepans -
Unead Statex Pharracopeis - USP 100,000), Next, cells were
wanbed with PHS-Wadh and fised with 200l BD Cytofix™
(BD Bioscicaces). Sanplos were storad 2t 4°C sotal farther
smalyws by flow cytometry.

Sample scquistson and asalysiv were performed oa 3
FACScalbar flow cytomeser | BD Baose oo lsssssnocytoenctry
Systerma ). The populstion of CDIE" cclls was scloctad by wde
scatter (SSU) verwas FLI dot plot; 2 total of | 000 events were
scquired withis the R1 wandow, Afier sclecting the wisdow of
mrerent (R1), CD 14" mosecytes prosertang fhe warface HLA-DR
receplor were smalyzed by ploeting twodimczaneal graphs of
peotrt fluoroacence dienbetions, Som whick the percentage of
bbelad cells was denved. To arsdyre the exprovecn of nrface
moleculox an COIHLADE' monocytex, 3 window of wecront
(R2) wan scdectod m the FLI veman FLVFLA two-dencnaonal
graphs, allorwng rple-labelod colix o be detocted.

Stwtical azalywm of ool profile data wa performad wang
PRISM S0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). To
cosfirm the masmpean of bomogencty, fie Barthett tost was
usad. To comspare vakaes of serface molecsle cxprevaon ex vivo
= dn wvitro, the Wilcoson lewt for pasred serplox wan wed. All
concludorn were beoed on 2 5% sgneficance level.

Few, we secwecd the expromos of CD8) os CDASHLA-
DR* mosocytes before and after astgen stimulation. We
obscrvad that xfcr wrnubtaon with CRA 2nd FRA, cxpresicn
of CDS0 s wiro increasad sigraficastly m all grosps comsparad
0 ex wvo sarmples | Figmre EA-E L Only i IND paticonts treated
with FIA, ststiecal difforence could not be found ( Figare 1E)
Analyes of CIS6 cxprowmion os CDITHLA-DIC monocytes
(Figure 2) revesled a m docresae = indridusd with
the CARD form of CD, 1e., CARDI and CARDY, following
stizsulation with CRA (Figure 2A - Figare 20) compared o
ex vive sazsples | Figure 28 = Figure 200 Again, no statndical
difference wax obwerved m the IND group (Figure 2AL When
stirmulstod with FILA (Figare 1K - Figure 2H), we fousd
that oely the CARDI group showed 3 statntically wgificat
decrease of CIB6 compared 1o ex wive wenples (Figare 2F)

The indacton of an cffective srerse ropome depends
directly on activation of APCx, sasce stimulatson of T
cells requires micraction between their recepton mad the



Apéndices |121

Raw %oc Bras Mad Trop

f@ Bu @Hcm N
i = X
. . é g,
oo o CRA rwivo o CRA
® 5«- s ) ®§~ e a—
§ﬂ< é'.i
= . . . . '
I M B
;. J OB
b 4
g 5
‘0- '.-
. g. o ®§. e
i §e
‘: B ‘3
\:: arwa o CRA v vt CRA J

FICARE L S oo of CTM0 08 1 s of COMHLA-DR" pariphonsd blood colls Bom pustonn with CD alor almdation with (RA o FRA. Pusenn
e groped aocendiog WP ol Som ol CC G0 and B IND Gam T (8 s F) CARD pa = 105 (0 s ) CARDD (nm 140 and (1 and 1) N0 individuads,
fam 7y Susacally & Mosee valees wilh p < 008 v ndeated €0 Chuaer of Sfurvetanion; NEADI: b loulosyte st per-sntigen Oy (00 Chage
dovare, CRAL yNplasnn bpwtdae s igeeg § I Papellad sopet Sve aatgen INTL (adonmmaate, ( LRI candn: M sl (ol vidash,

peptde-MHO™, Next, we camed out fusctional stedsex of
CDISHLA-DR" mhmhwd

Dunsyg sntpen procoang asd peesentstsos, ARCy noad
wtenshi 0 exprows co-simulatory molecslen, wach ax CDSO
s=d CDAG, which are imsportant o proemote the activation snd

déferentizm of T lymphocyted™ ™, DI ix comtitatively

exprensed and, herefoee, it in more sbundare on e verfce
of monecytes than (DM, whch » cxprowed oely following
stizsalatioes ™0,

When we evabaatad the cxprewscn of these malecslox o the
surface of CDISHLA DR momocytos sissulatod with CRA o
FRA, we clwerved that cxpeewscn of CDE) was higher = all
groups (except for the IND group afier srmuben with FRA),
compared 0 ex vivo readmgy. Owr revelts are = agrecment
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wifh thone of Sowss et al™, who alw reported = increased
apresion of CD80 en the mrface of menocytes followng
I, et wiecton of adherent i Ourreadts showed 3 vigneficant
mereme i the peroentage of CDM-oxprosang COISHLA-DR!
morocytes afier sterubtics with both tgess 1 paterts with
CARD, This finding wagpests that incemed exprosaos of COS0
favors T cell trrasdaton, bexcbrg 1o 3 poschle bosad Thi profil™,

When evalusting the exprossion of the co-stimulstery
molecsle CDAG on the wirface of COIEHLA-DR® monocytes,
we found o was lower in pations with candac disical form
(CARDY sd CARDY) sormesbted with cither CIA or FIAL
Thewe fnchaggs arc in sgrecmsant with the rowslts repertad by Souns
o 3l m which 3 decreme m the exprovenn of CDS6 wan
chwerved in mosocytes of putieets with CARD forrma. Owr data,
together with fndings reporied by other authors, gt that
aslietions 1 the exprenecn of co-rmulsiory molecules are an
wmapoetare aiep = the deve boperere of 3 ool srernze rovpome
agannd [ oz, The Bty ooy redeme wolible immssnosppronye
factons 1o durspe e immmuse xywiom and provide 3 ocape
rrecharmen 10 evade the hoat snemune ropoaa N, Further
wudics evalmting the effect of co-dimuatery and inhebuory
molecelos on T cell actvanion willl be raprad w fully cucdse
the host evamon mochoniema developed by L oma,

In verrereery, here we sbow that dunang the cosne of chrosic
CD, there are importast differences 1= the expeewion prodile
of wrface molecales mvolved in astigen presestation, Thus,
prospective waadics lisking e exprovaon of wherabeoey (CD23)
sad ishsbrory (CTLAA) T el protcn, and of co-imubsoey
rrodocules CDS0 and CDES, mmay be srportart to axscxs the
ovolutios of CD imeunepathology.

Ethacad convderatom

The recruitmest of individualy and the expersmental
potecols were spproved by the Rewcach Fduoy Comentice
of CPAMFrocrss (CAEE: 0155,0.095.000-08). Al pascrax
includad = tha dudy sgned 32 nformed coment foem,

ot of btuiva
The sethonn ool Bt thon i i coullar of lsne.

Pl ! et

The oy smoned fasscil wppen fon B Canelbe Novand &
Ovvmedvinnie Comitlie ¢ Bumligho-ONRg  (Univesal  Sad
ANSTI0NN) wd (NN Vil ko Ooiddo Cra Sl
ATV 1ML G b ronanr i Sollom w00 NP Ve MO0
WL Durieg B ady, ALA Soaros scorved & Fondoyds v fpuws & Cldia #
T i b0 bl o N e AL VOw Whidad e

L Workd Headnd Orpasiaation, (hages Discase: Tact Shoct aad Poser.
Rowcanch and Tramieg ba Trapcd Discasce Conanc Workd Hoald

Onpariastion I3, Accomned Febouary 29, 208 Anslable: by
B e L T (e

Andeade L0, Machado (R, Chiant I, Pona S0, Macado AM.
Fyposonons onat: wk of dan peoasc backgreend e du
difeereial thase Sarbaon of parass el populitioes
Fap Paracrad 2000 MA209.075

Muriabe (R, IVlnpdrio Lima MR, Crione NG, Alvacce INL
Iafairce of acae-phon patmds kad aa pubolyy, patmian,
ol xctivasen of B lmeves oo & B e cheoelks phase of
o dincass. e bueman |99, £00-118

Soura PEA, Rocks MOC, Recha-Viera £, Maniss CAS, Chunes
ACL, Collob K, etal Miasocytes Dors pathents with indoterminae
ol cardoc forree of Clagad’ Jmaan Saplsy dwsea phactype
and faxtonal danscarstion saocatd wib metddiny, left
Imeman 204 TEGANL

Adbas AKX, Likheman AN lessckgls Colslar ¢ Maleculer,
T odiion. Rio do Lavwince Saundors Pl ber; 004, S80p,

Lalulle I3, Linas L Kriger MA, Souse-Padotn T, & Sessa W,
(wbdedbary S Saractars s cpromnk of 1aa 1) pamssan cradi
z—-ﬂn*”—m st @i
Bhachars Paraakel 1O, 25127104
Krigger NA, Alrseids |, Ovlemase W, Latulk 1L Powine 78,
Krbager I, ot ol Use of recomdioas stigens S the accurme
nmssedigreds of Chagadesme. Am J Trop Ned Syy 0
A0,

Porcwa VRA, Lovema VB, Nabazana M, S8va ANG, Mastarmepos
U, Cormaar-Ofiveiza B, ot al Bvahason of fu loemane roposss
W0 CRA s FRA seconblases stigens of Drypasasans cnal la
CETILSS mice, Ran S Bras Mol Taop 0K Sodis-440.
Lovems VMR, Lorens DVID, Bosx SOM, Malo AS, Meke NFAD,
Mo MOGAC, @ al Cywdine vl la sortous candiopady of
agas Jians afer i nrestimelitoe wih recorsd ous e goos
Dan IV ppenerims el Scand ) lomssel 2000, TEO0506,
Sours PEA, Racta MOC, Menss CAS, Codbe 5, O
AL, Gallob KL ot dl. Trypessssns ona lnfocses Inducw
Al maddaion of contimaluary malecelon 3ad cywkioe
By mosxcytos and T ool Dors pahonts with indescrmiat and
candiae Ohagan’ dlwasc. lakct louman 2007, TRINSE-100.
Loauhon DU, Sparfing AL Cosls M2, Fovomas G, R 1,
Dechor DC, @ &, DdMercnsal sp-sagelaion of the W1 and 172

veaizalaory mokodes afir b cemed copapra i by aaigen
1 lommaed 1904 1519901997,

Games JAS, Rabia-Obveirs LMG, Rocka NOC, Martewdilbo
OA, Gazilh G, Comea-Oliveina B Dvidoncs i devlopeaant
of sven andesyopluty B hemun Chage” dease s du
W 4 Thbguafs lmmese wqpuoess, lafer boeses 200K 71
s

La Plames AC, Kaba S, Rudeady AY, Vaa Voorkls WC,
Fiposscons crcriafoond mucsapbages an St i maar
Nueconpainley complen claw || smmgen peesatihan. Tar )
Iemancd 1997, 2200853004

Vae Overvwelt 1, Vanderbuyd N, Verhasads V, Semadl 1, De Vou
1, Gobdmaa M, ot ol Trypussscm crnai lnfoc hursan dondrn
s and provesms Ol matsraten: lahbises of oyvalines
HLA-DR, s comimalaory molkcouon. lndicr lmmss 1999, 472
A3-4000.



ANEXO A
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa/CPqAM

P
R&

Comité de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Avaliacéo 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 apresentagao ao CEP: 10/09/12

Registro no CEP/CPqQAM/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 renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizagdo do projeto.

Recife, 05 de junho de 2013.
Ve
L /
%\ A ’//Q g A i o

( Coordenadora do CEP/CPgAM

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