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Resumo

Vérios mecanismos imunorreguladores tém sido propostos na infec¢do causada pelo
protozoario 7. cruzi como imunossupressao, apoptose e citocinas reguladoras. Recentemente,
foi identificada uma nova subpopulagdo de células B com caracteriticas reguladoras, capazes
de suprimir a progressdo e/ou melhorar a recuperacdo de inflamacdes mediadas pela
imunidade adquirida, principalmente pela producdo de IL-10 e TGF-f. Apesar de existirem
relatos sobre alguns marcadores para Bregs em camundongos, ndo hd uma definicdo clara de
uma combinacgdo especifica de marcadores para determinar a populagdo das células B
reguladoras humana. Atualmente, ainda ndo existem relatos sobre o papel ou mesmo a
presenca de células B reguladoras em pacientes portadores da doenga de Chagas. Diante
disso, nosso objetivo nesse trabalho foi avaliar o perfil fenotipico das células B reguladoras
em individuos portadores das formas clinicas indeterminada (IND) ou cardiaca (CARD) da
doenca de Chagas. Nossos resultados mostraram que pacientes apresentando a forma clinica
IND possuem maior percentual de células B CD19°CD21°CDI1d", uma das subpopulagio de
células B reguladoras descrita em modelo murino, no sangue periférico. Adicionalmente,
nossos dados mostraram que os pacientes do grupo IND também possuem maior percentual
de células B CD19'CD43°'CDI1d", outra subpopulagio de células B reguladoras, assim como
os pacientes do grupo CARD, apds estimulagdo in vitro com antigenos do 7. cruzi. Nossos
resultados mostraram ainda que as subpopulagdes de células B CD19°CD21" e CD19°CD43"
dos pacientes com a forma clinica CARD apresentaram maior expressao intracitoplasmatica
de IL-10. Por outro lado, a expressdo intracitoplasmatica de TGF-f foi maior nos linfocitos B
reguladores dos individuos do grupo NI. Além disso, as células B CD19" dos pacientes
portadores da doenca de Chagas apresentam maior expressao de marcadores de ativagao e de
apoptose. De fato, ainda sdo necessarios estudos adicionais para melhor compreender a
atividade funcional das células B reguladoras durante a infec¢do por 7 cruzi. No entanto,
nossos dados reforgam a importancia dos mecanismos de imunorregulacdo no
desenvolvimento da doenga de Chagas, sugerindo que a resposta imune contra o 7. cruzi pode
ser regulada por varios mecanismos supressores do hospedeiro € que os mecanismos
reguladores desenvolvidos pelos individuos portadores das diferentes formas clinicas sao

distintos.
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Abstract

Many immunoregulatory mechanisms have been proposed for the infection caused by
the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, including those that involve immunossupression,
apoptosis and regulatory citokines. Recently, a new subset of B cells, the regulatory B cells,
has been identified. The immune regulatory role of B cell includes suppressing adaptive
immune responses, manly by mechanisms IL-10 and TGF-3-dependent. Several studies have
reported potential markers identifying regulatory B cells, in mice. However, little is know
regarding the possible phenotypic profile to identify regulatory B cells in humans. Currently,
there are no reports of the role or even the presence of regulatory B cells in patients with
Chagas disease. In this study we evaluate the phenotypic profile of regulatory B cells in
patients with the indeterminate (IND) or cardiac (CARD) clinical forms of Chagas disease.
Our results showed that patients with the IND clinical form present an increase on the
percentage of CD19°CD21°CD1d" B cells, in the peripheral blood. Farther, the data show that
patients from the IND group also present an increase on the percentage of CD19'CD43
CD1d" B cells, as well as in patients from the CARD group, after in vitro stimulation with
antigens of 7. cruzi. Our results also revealed that subsets of regulatory B cells CD19'CD21"
and CD19'CD43" in patients with the CARD clinical form showed higher expression of
intracytoplasmic IL-10. On the other hand, the expression of intracytoplasmic TGF-f3 was
higher in B lymphocytes of subjects from the NI group. Moreover, CD19" B cells from
patients with Chagas disease presented higher expression of activation and apoptosis markers.
In fact, additional studies are needed to better understand the functional activity of regulatory
B cells during infection with 7. cruzi. However, our data emphasizes the importance of
immunoregulatory mechanisms for the development of Chagas disease, suggesting that the
immune response against 7. cruzi can be regulated by several suppressive mechanisms from
the host and that these regulatory mechanisms are distinct in the different clinical forms of

Chagas disease.
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1 INTRODUCAO
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A doencga de Chagas foi descoberta por Carlos Chagas, em 1909, que descreveu pela

primeira vez seu agente etioldgico, o protozoario Trypanosoma cruzi, € o inseto que o
transmitia, triatomineo conhecido como “barbeiro”. O “feito” de Chagas ¢ considerado Uinico
na histéria da medicina e constitui um marco decisivo na histéria da ciéncia e da saude
brasileira. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude existem aproximadamente 15 milhdes
de individuos infectados na América Latina, apresentando o Brasil cerca de 5 milhdes de
pacientes portadores da doenga de Chagas (WHO, 2003).

Estima-se que durante a fase cronica da doenga cerca de 60% dos individuos
infectados apresentam a forma clinica indeterminada, com auséncia de sinais e sintomas.
Entretanto, 30% dos individuos desenvolvem a forma cardiaca, resultante de danos
progressivos do miocéardio levando a cardiopatia chagéasica (Dias, 1989). Apesar da
transmissdo da doenga de Chagas pelo Triatoma infestans ja ter sido controlada no Brasil, os
casos de individuos cronicos remanescentes ainda representam um sério problema de satde
publica e econdmico em muitos paises da América Latina.

Viarios estudos buscam compreender os mecanismos envolvidos no controle e/ou
desenvolvimento das formas graves da doenga de Chagas na tentativa de encontrar
marcardor(es) de prognoéstico de evolugdo da morbidade, permitindo, assim, a identificacao de
pacientes que possam ser acompanhados mais intensamente, ¢ que deverdo receber
tratamentos alternativos, quando disponiveis.

A participagdo de componentes imunologicos na instalagdo, desenvolvimento ou
manutengdo da patogénese chagasica constitui, ainda, um ponto de grande importancia a ser
investigado. Com relacdo as formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenga de Chagas,
ndo existem trabalhos que correlacionam o papel das células B reguladoras com o
desenvolvimento da miocardiopatia chagasica. Nesse sentido, estudamos e analisamos o
fenotipo celular das células B reguladoras no sangue total de pacientes portadores da doenga

de Chagas.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral:

Determinar o perfil fenotipico das células B reguladoras no sangue periférico de
pacientes cronicos portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca de

Chagas.

2.2 Objetivos especificos:

Caracterizar o fendtipo das células B reguladoras através da expressao das moléculas de
superficie (CD1d, CD21, CD43) no sangue periférico de pacientes portadores da doenca de
Chagas no contexto ex vivo e apoOs estimulagdo in vitro com antigenos da forma

tripomastigota (TRIPO) do T. cruzi,

Caracterizar o perfil de secre¢do de citocinas intracitoplasmaticas (IL-10 e TGF-) das células
B reguladoras no sangue periférico de pacientes portadores da doenga de Chagas antes e apos

estimulagao in vitro com TRIPO;

Avaliar a expressdo de moléculas co-estimulatorias (CD80 e CD86) nas células B no sangue
periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas no contexto ex vivo e apods

estimulagao in vitro com TRIPO;
Caracterizar a presenca de marcadores de apoptose (Granzima B e Caspase 3) nas células B

no sangue periférico de pacientes portadores da doenga de Chagas no contexto ex vivo e apos

estimulagao in vitro com TRIPO.
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A doenga de Chagas foi primeiramente descrita em 1909 por Carlos Chagas, que

reportou seus elementos clinicos, anatomopatologicos, epidemioldgicos, bem como seu
agente etiologico, Trypanosoma cruzi, transmitido por inseto da ordem Hemiptera (Chagas,
1909). Apds um século de sua descoberta, a doenga de Chagas continua a ser um sério
problema de saude e econdmico em muitos paises da América Latina. Além disso, devido o
crescimento da migracdo populacional, um maior nimero de casos de doenga de Chagas,
importados da America Latina, tem sido detectado em &reas nao-endémicas, tais como
América do Norte e muitas partes da Europa, Asia e Oceania (Schmunis, 2007; Schmunis &
Yadon, 2009; Tanowitz et al., 2009). Segundo a Organizagdo Mundial de Satde existem
aproximadamente 15 milhdes de individuos infectados na América Latina, dos quais, 5
milhdes estdo no Brasil (WHO, 2003). Apesar dos grandes avangos obtidos no controle da
transmissao natural, cerca de 50.000 novos casos ocorrem a cada ano (Dias et al., 2008).

A principal forma de transmissdo da doengca ao homem ¢ a transmissdo vetorial,
considerada, ainda hoje, responsdvel por mais de 70% dos casos em paises em que ndo existe
controle vetorial sistematico (Coura & Dias, 2009). A transmissdo se da pelo contato do
hospedeiro vertebrado com as fezes e/ou urina do inseto vetor, contaminadas com as formas
tripomastigotas do 7. cruzi (Barreto, 1979). A infeccao dos insetos ocorre durante a suc¢do do
sangue do hospedeiro vertebrado infectado, quando os tripomastigotas sanguineos sao
ingeridos e, uma vez no intestino do inseto, passam por alteragdes morfologicas e fisioldgicas
transformando-se em formas epimastigotas e, posteriormente, em tripomastigotas
metaciclicas. Os tripomastigotas metaciclicos sdo expelidos com as fezes e/ou urina do inseto
vetor no local da picada, apds o repasto sanguineo, e penetram no hospedeiro através da pele
lesada ou da mucosa. As formas tripomastigotas se desenvolvem no interior de diferentes
tipos de células do hospedeiro vertebrado, onde se transformam em formas amastigotas que se
multiplicam por sucessivas divisdes bindrias, evoluindo, posteriormente, para as formas
tripomastigotas. As células infectadas rompem-se e os parasitos livres invadem células
préoximas ou alcangam a corrente sanguinea disseminando a infec¢ao para os diferentes 6rgaos
e sistemas (Dias, 2000).

Outras formas de transmissdo também ja foram descritas, como transfusional,
congénita, por transplante de 6rgdos ou acidentes laboratoriais (Bittencourt, 1976; Brener,
1987; Schmunis, 1991; Dias, 2000). Recentemente, ocorreram surtos da doenca de Chagas
aguda e morte apos ingestdo de bebidas, como suco de cana e agai, contaminados com as
formas tripomastigotas. Essa contaminagdo ocorreu, provavelmente, no momento do preparo

dos sucos quando os insetos vetores silvestres infectados foram triturados ou suas fezes
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contaminaram o alimento, conforme divulgado no Guia de Vigilancia Epidemiolégica do
Ministério da Satde (Brasil, 2005).

A doenga de Chagas possui duas fases sucessivas: aguda e cronica. A fase aguda ¢
muitas vezes assintomatica ou pode se limitar a uma doenca febril que dura de 4 a 8 semanas
(Coura, 2007; Moncayo & Silveira, 2009). Apos um periodo minimo de incubaciao de uma ou
duas semanas, alguns individuos recentemente infectados podem desenvolver sinais e
sintomas graves, tais como febre, calafrios, ndusea e vOmito, diarréia, erup¢do cutinea e
irritagdo da meninge. Podem apresentar ainda, uma lesao inflamatéria no local da entrada do
parasito (chagoma), edema periorbital unilateral (sinal de Romafa), conjuntivite,
linfodenopatia e hepatoesplenomegalia. Anormalidades laboratoriais nao sdo especificas e
podem incluir anemia, trombocitopenia e elevacdo das enzimas hepaticas e cardiacas
(Tanowitz et al., 2009).

Em muitos pacientes, com o desenvolvimento da resposta imune especifica tanto
celular como humoral, a parasitemia diminui e os sinais e sintomas siao resolvidos
completamente em cerca de 2 a 4 meses, ocorrendo a recuperacdo de um estado
aparentemente saudavel (Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et al., 2009). Esses individuos
entram, entdo, na fase cronica da doencga de Chagas que perdura por toda a vida do individuo
infectado.

Do ponto de vista clinico, as manifestagdes desenvolvidas durante a fase cronica
permitem a classificagdo dos pacientes em diferentes formas clinicas: indeterminada (IND),
cardiaca (CARD), digestiva (DIG) ou cardiodigestiva (CDG). A forma clinica IND ¢
observada na maioria dos pacientes infectados (50-60%). Esses pacientes apresentam testes
soroldgicos e/ou parasitologicos positivos para o 7. cruzi e exames clinicos como
eletrocardiograficos e radiologicos (silhueta cardiaca, esdéfago e colon) normais (Dias, 1989;
Macedo, 1997; Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et al., 2009). No entanto, exames
adicionais mais sofisticados podem demonstrar nesses pacientes algumas alteracdes e
anormalidades, geralmente discretas, que podem significar tanto uma evolucao no curso da
infeccdo como resquicios do processo inflamatdrio agudo ou cronico inicial, ja cicatrizado e
sem progressao clinica ou anatdmica evidente (Dias, 2000).

Os pacientes portadores da forma clinica indeterminada podem permanecer sem
manifestagdes clinicas graves atribuidas a persisténcia do parasito. Entretanto, cerca de 2 a
5% desses individuos irdo desenvolver a forma CARD a cada ano, enquanto uma menor
porcentagem ird apresentar a forma DIG (Macedo, 1980; Dias, 1989).

O envolvimento cardiaco ¢ a manifestagao mais séria e mais frequente da fase cronica

da doenca, afetando 20-40% de individuos, variando de alguns anos a décadas apds a infec¢ao
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inicial (Rassi Jr et al., 2000; Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et al., 2009). Pacientes
portadores da forma clinica CARD podem apresentar alteracdes -eletrocardiograficas
decorrentes da infec¢do chagésica, levando ao surgimento de arritmias e insuficiéncia
cardiaca (Brener, 1987). A cardiomiopatia chagasica cronica caracteriza-se por um infiltrado
de células mononucleares, destrui¢do de fibras cardiacas no foco inflamatério ¢
comprometimento dos plexos nervosos, levando ao aparecimento de fibrose no tecido
cardiaco (Andrade, 2000). Tais caracteristicas podem desencadear trés grandes sinais, que
podem coexistir no mesmo paciente: disritmia cardiaca, faléncia cardiaca e tromboembolismo
(sistémica e pulmonar) (Rassi Jr et al., 2000).

O quadro clinico varia muito de acordo com a extensdao e localizacdo das lesdes
cardiacas. Nos estagios iniciais, o paciente pode apresentar sintomas leves, relacionados a
distarbios de ritmo. Nos estagios intermedidrios, as manifestagdes clinicas persistem ou se
intensificam, podendo ser detectado aumento do coragdo, de grau leve a moderado. Nos
estagios finais, ha acentuado aumento do coracdo com grave insuficiéncia cardiaca
congestiva, fenomenos tromboembolicos e arritmias graves (Mady et al., 1994).

A forma clinica DIG apresenta uma prevaléncia de 6-9% em individuos acometidos
pela doenca de Chagas e tem como principais manifestacdes clinicas as dilatagdes do colon e
esofago, também chamadas de megacolon e megaesofago, respectivamente. A denominagao
de forma clinica DIG foi inicialmente proposta por Rezende (1959) para os casos de pacientes
que apresentavam a doenca de Chagas, sem a presenga de alteragcdes cardiacas, mas com
megacodlon e/ou megaesdfago bem caracterizados (Dias, 1989).

Embora ja se tenha um grande conhecimento sobre a doenca de Chagas e suas
consequéncias, ainda nao ¢ possivel explicar como alguns individuos infectados desenvolvem
formas graves da doenga e nem o fato das manifestagdes clinicas serem tdo heterogéneas.
Baseado na complexidade dos mecanismos envolvidos no estabelecimento/manuten¢do das
diferentes formas clinicas da doenga de Chagas, muitos grupos de pesquisa concentram seus
estudos na busca de marcadores de prognostico de evolugdo dessas manifestagdes clinicas
graves. Elementos ligados ao 7. cruzi (cepa, viruléncia, antigenicidade, tropismo, tamanho do
in6culo) e ao hospedeiro (idade, sexo, raga, estado nutricional, genética, perfil da resposta
imune) sdo apontados como possiveis fatores que ditariam as consequéncias finais da
infeccdo, mas parametros especificos preditivos ainda nao foram identificados (Rassi Jr et al.,
2006; Costa & Lorenzo, 2009).

O prolongado periodo de laténcia e a escassez no nimero de parasitos, contrapostos a
intensidade e a extensdo das lesOes, tém levado diversos autores a avaliarem o envolvimento

de fatores auto-imunes na patogénese da lesao chagasica (Wood et al., 1982; Acosta &
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Santos-Buch, 1985; Kierszenbaum, 1986; Van Voorhis & Eisen, 1989; Levitus et al., 1991;
Cunha-Neto ef al., 1995; Kalil & Cunha-Neto, 1996; Al-Sabbagh et al., 1998; Ribeiro dos
Santos et al., 2001; Cunha-Neto et al., 2006; Fonseca et al., 2007). Entretanto, outros
trabalhos sugerem que o parasitismo intracelular pode ser mais freqiiente do que previamente
demonstrado por microscopia Otica, sugerindo haver, na patologia chagasica, uma
participagdo direta da reatividade imunologica contra células parasitadas (Jones et al., 1993;
Vago et al., 1996; Afiez et al., 1999; Palomino et al., 2000; Higuchi et al., 1993,1997, 2003;
Gutierrez et al., 2009).

A resposta imune que se segue a infeccdo pelo 7. cruzi ¢ bastante complexa e
representa um importante fator na determinagdo do destino da infecgdo. Ja tem sido bem
aceito que a auséncia de patologia chagasica esta principalmente associada com a habilidade
do hospedeiro infectado para regular a resposta imune anti-7. cruzi. Entretanto, essa resposta,
que controla a parasitemia persistente, também pode contribuir para o dano inflamatoério que
causa a morbidade da doenca de Chagas (Sathler-Avelar et al., 2009).

Durante a infec¢do aguda, existe uma intensa reag¢do inflamatéria. Citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-27, TNF-a e IFN-y, sdo prontamente
liberadas, por células imunes ativadas e ativam ainda mais outras células inflamatorias
(Huang et al., 1999; Michailowsky et al., 2001, Bilate & Cunha-Neto, 2008; Machado et al.,
2008). Varios estudos tém mostrado uma associagdo entre IFN-y e a resisténcia do hospedeiro
a infeccdo experimental pelo 7. cruzi (Reed, 1988; Mccabe et al., 1988, 1991; Nabors &
Tarleton, 1991; Torrico et al., 1991; Muiioz-Fernadndez et al., 1992; Vespa et al., 1994; Silva
et al., 1995; Cardillo et al., 1996; Holscher et al., 1998; Sardinha et al., 2006). Acredita-se
que o IFN-y ative macrofagos, aumentando a produgdo de 6xido nitrico (NO) que, por sua
vez, inibe a replicagdo intracelular do parasito (Reed, 1988; Gazzinelli ef al., 1992; Vespa et
al., 1994; Bergeron et al., 2006; Costa et al., 2006; Guinazu et al., 2007). Por outro lado, a IL-
10 ¢ capaz de inibir a ativagdo de macrofagos induzida por IFN-y, inibindo tanto a liberacao
de NO quanto a diferenciagdo de células Thl (Silva et al., 1992; Reed et al., 1994;
Abrahamsohn & Coffman, 1996; Abbas et al., 2000). Macrofagos e células dendriticas que
endocitaram o parasito, subsequentemente promovem uma forte resposta de células T e de
anticorpos contra o 7. cruzi. Células T especificas sdo, entdo, geradas e migram juntamente
com outros leucdcitos sanguineos para o local da inflamacdo em resposta a quimiocinas, tais
como CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL10, participando da resposta imune contra o
parasito. Essa resposta inflamatéria leva a um controle, mas ndo a uma completa eliminacao
do parasitismo tecidual (Teixeira et al., 2002; Golgher & Gazzinelli, 2004; Savino et al.,
2007).
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A forte estimulacdo imune e o intenso processo inflamatorio suscitado durante a
infeccdo aguda pode ndo ser o unico determinante da imunopatologia associada com a fase
cronica da doenca, mas pode ser um fator crucial para o confinamento do agente etioldgico
em locais intracelulares, e deste modo limitando a infec¢do ao longo da vida e prevenindo o
dano tecidual (Hontebeyrie-Joskowicz & Minoprio, 1991; Samudio et al., 1998; Marinho et
al., 1999; Teixeira et al., 2002).

Devido a limitacdes éticas de se estudar o perfil fenotipico do infiltrado inflamatorio e
lesdes decorrentes da infeccdo cronica da doenga de Chagas, varios pesquisadores tem
utilizado o sangue periférico como estratégia para avaliar a resposta imunologica
desencadeada durante a fase cronica da doenga. A avaliagdo de células do sangue periférico
de pacientes chagésicos cronicos demonstrou um grande nimero de células T e B circulantes
(Dutra et al., 1994; Sathler-Avelar ef al., 2003). Além disso, células T de pacientes, incluindo
todas as formas clinicas da doenca cronica, apresentam caracteristicas de ativagdo e sdo
capazes de produzir citocinas em resposta a antigenos do parasito (De Titto et al., 1983;
Morato et al.,1986; Michailowsky et al., 2003; Gomes et al., 2003; Barros-Mazon et al.,
2004; Dutra et al., 2009). Ademais, na doenca de Chagas também foi observado que
monocitos derivados de pacientes do grupo IND apresentam caracteristicas moduladoras,
como baixa expressdao da molécula HLA-DR e alta expressdao de IL-10, enquanto mondcitos
derivados de pacientes do grupo CARD parecem estar comprometidos com intensa resposta
inflamatéria devido a alta expressao de TNF-a (Souza et al., 2004), sugerindo uma
participagdo critica dessas células na infeccao.

As citocinas desempenham papel importante na regulagdo da resposta imune e,
seguramente, estdo envolvidas tanto na resisténcia a infec¢do quanto nos mecanismos
relacionados a evolugdo da doenga de Chagas. A avaliagdo do papel imunorregulador das
citocinas na doenca de Chagas humana ainda ¢ escassa. Dutra et al (1997), utilizando RT-
PCR, analisaram os niveis de expressdo de mRNA para varias citocinas em Células
Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) de pacientes portadores da doenca de Chagas e
individuos nao infectados (NI). A analise de PBMC antes de estimulacao antigénica mostrou
que os niveis de expressao de mRNA para IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y encontravam-se
aumentados nos pacientes quando comparados aos individuos NI. A estimulacdo de PBMCs
de pacientes por antigenos parasitarios (EPI e TRIPO) mostraram um aumento na expressao
de mRNA para IFN-y e baixa para IL-10. O inverso foi observado apos estimulacdo por
anticorpos anti-epimastigota. J4 foi demonstrado que pacientes apresentando a forma clinica
CARD apresentam alteracdes nos niveis de secrecdo de IFN-y e IL-10 e que estes niveis

correlacionam diretamente com o desenvolvimento das formas mais graves da doenca (Abel
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et al., 2001; Gomes et al., 2003). Esses autores mostraram que pacientes CARD e IND
secretam [FN-y diferencialmente ao estimulo induzido pelo 7. cruzi, sugerindo que um perfil
do Tipo 1 pode ter papel no desenvolvimento da cardiopatia. Adicionalmente, foi observado
que a razdo entre as citocinas IFN-y/IL-10 estd aumentada nos pacientes CARD quando
comparada aos pacientes IND, entretanto, a razdo IL-10/IFN-y nos pacientes IND era maior
quando comparado aos pacientes CARD (Gomes et al., 2003). Interessantemente, quando foi
re-avaliada a producdo destas citocinas apds 2 anos de estudo foi verificado que os pacientes
IND, que evoluiram para a forma clinica CARD, apresentavam uma diminui¢do ou inversao
significativa da razdo IL-10/IFN-y e um aumento significativo da razdo IFN-y/IL-10 (Gomes
et al.,2003).

Os mecanismos utilizados para a regulacdo da resposta imune nas diferentes infecg¢oes
ainda nao estao totalmente esclarecidos. As células T reguladoras (Treg), que sdo tipicamente

identificadas em humanos como células T CD4'CD25"e"

, estdo entre os mais recentes
mecanismos imunorreguladores descritos (Baecher-Allan et al., 2001). Células Treg tém
emergido como um central ponto de controle na modulagdo de varias respostas imunes,
incluindo respostas auto-imunes ¢ imunidade a micrébios infecciosos (Piccirillo, 2008).

Aumentados niveis de células Treg CD4'CD25"¢" pode ser observado no sangue
periférico de pacientes IND (Vitelli-Avelar et al., 2005), correlacionados negativamente com
os altos niveis de células T CD8" ativadas. Esses dados sugerem que a expansdo de células
Treg CD4'CD25"" durante a doenca de Chagas poderia ser um mecanismo regulatorio,
limitando o dano tecidual e causando a persisténcia por longo periodo da clinica
indeterminada da doenca de Chagas. Por outro lado, a auséncia de eventos regulatorios em
pacientes CARD pode colaborar para uma resposta imune exagerada que culmina em forte
resposta citotoxica pelas células T CD8" e subsequente dano tecidual (Gomes et al., 2003;
Vitelli-Avelar et al., 2008).

Araugjo et al (2007) demonstraram que pacientes apresentando a forma clinica IND

possuem maior percentual de células Treg CD4"CD25™¢"

no sangue periférico e que essas
células mantém a expressao de Foxp3 por periodos de tempo semelhantes aos dos individuos
NI. Por outro lado, os pacientes do grupo CARD apresentam um aumento de células
CD4°CD25"¢" CTLA-4", Granzima B" ¢ apresentam uma queda na expressdo de Foxp3 apos
alguns dias de cultura. Foi observado também que as células Treg dos pacientes portadores da
doenca de Chagas apresentam perfil de ativacdo e de migracdo, e atuam de forma especifica,
possuindo uma tendéncia a regular a atividade de células efetoras (Araujo, 2009). Células

Treg podem ser importantes no controle da resposta inflamatdria para 7. cruzi em pacientes

IND pela expressao de IL-10, que contribui para um eficiente controle do parasito por células
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efetoras sem o desenvolvimento da imunopatologia tecidual (Aratjo et al., 2007; Sathler-
Avelar et al., 2009). Todavia, distintas vias regulatorias envolvendo outras células imunes
também existem.

Atualmente, o conceito de células B reguladoras (Breg) tem emergido, trazendo novos
caminhos de investigacdo no campo da imunorregulacdo. As células B podem desempenhar
um papel patogénico em respostas imunes adaptativas pela producao de auto-anticorpos, que
contribuem para o desenvolvimento de doengas auto-imunes. Todavia, além das células B
patogénicas, existem subclasses distintas de células B que suprimem a progressdo e/ou
melhoram a recuperagao de inflamagdes mediadas pela imunidade adquirida, por mecanismos
que incluem a producao de IL-10 e TGF-f, apresentagdo secundaria de antigenos e intera¢ao
com outras células imunes diretamente ou através de anticorpos secretados (Mizoguchi &
Bhan, 2006).

Em meados dos anos 70, Morris & Moller investigaram a hipotese de células B
exercerem papel supressor por meio da produgdo de anticorpos inibidores ou neutralizantes
(Morris & Moller, 1968). Entretanto, a existéncia de uma subpopulacdo de linfécitos B com
capacidade imunorreguladora foi primeiramente descrita por Janeway e colaboradores (1996),
no contexto patolégico da encefalomielite auto-imune experimental (EAE). Apenas em 1997,
Bhan e Mizoguchi introduziram pela primeira vez o termo células B reguladoras (Mizoguchi
etal., 1997).

Posteriormente, Mizoguchi et al (2002) demonstraram, em modelo murino, uma
subpopulagdo de linfocitos B no tecido linfoide associado a mucosa caracterizada pela alta
expressdao de CD1d. Essa subpopulagdo apareceu apenas quando o tecido estava cronicamente
inflamado, e foi responsavel pela produgdo de IL-10 e pela supressdo da progressdo da
inflamacao intestinal. Indicando que células B, por meio da produgdo de IL-10, podem atuar
como células reguladoras em reagdes inflamatorias mediadas por respostas imunes. Além
disso, células B reguladoras produtoras de IL-10 apareceram apenas sob condi¢des
inflamatorias e ndo foram detectadas em estados normais (Mizoguchi et al., 2002). Assim, o
ambiente inflamatoério parece ser requerido para a diferenciacdo e/ou ativagdo de Bregs.
Ademais, as células Bregs sdo assim classificadas independentemente das imunoglobulinas
secretadas.

Ainda n3o hd um consenso sobre os marcadores fenotipicos das Bregs. Em
camundongos, existem diversas subpopulagdes de Bregs bem caracterizadas no contexto de
doengas auto-imunes. Dentre essas subpopulag¢des destacam-se os marcadores CD19, CD1d,
CD43, CD21 e as citocinas IL-10 e TGF- (Bouaziz ef al., 2008; Yanaba et al., 2009). Todos

esses marcadores sdo expressos em sua maioria nas células B e a expressdo conjunta dos
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mesmos tem caracterizado as Bregs, em camundongos. De fato, a maior parte da IL-10 ¢
expressa por uma subpopulagdo de células B exibindo altos niveis de CD21, IgM (receptor de
célula B - BCR) e CDI1d (Mauri & Ehrenstein, 2007). A identificagdo e caracteriza¢do de
Bregs em humanos ainda ¢ escassa.

A diferenciacdo das Bregs parece ser independente do balangco Th1/Th2 (Dalwadi et
al., 2003). Alguns autores afirmam que CD40 ¢ essencial para a geracao de Bregs (Fillatreau
et al., 2002). Entretanto, outros estudos sugerem que a interacdo de CD40 em células B
depende do estagio de maturagdo e da duragdo e forca dos sinais entre células T e B, os quais
ditam a diferenciacdo de linfocitos B em Bregs, células de memoria ou células plasmaticas
(Saeland et al., 1993; Lee et al., 2002).

Além das Bregs produtoras de IL-10, existe uma subclasse de Breg capaz de produzir
TGF-B apos estimulacdo in vitro com LPS. Essa subclasse participa na indugdo da tolerancia
oral de baixa-dose. Ao contrario das Bregs produtoras de IL-10, Bregs produzindo TGF-[3 nao
desenvolvem in vivo (Parekh et al., 2003; Duddy et al., 2004).

As Bregs suprimem a ativagdo e diferenciagdo de linfocitos T CD4", CD8" e células
NKT, primariamente, por meio da produgdo de citocinas antiinflamatorias, como IL-10 e
TGF-B. Sao capazes de reduzir a imunidade patogénica das células Thl promovendo a
apoptose destas células e/ou inibindo a apresentacdo de antigeno pelas células apresentadoras
de antigeno (APCs) por meio da secrecdo de TGF-B. Podem também regular negativamente a
inflamac¢ao, favorecendo a geragdo de células T reguladoras ou células NKT (Mauri &
Ehrenstein, 2007; Bouaziz et al., 2008). Além disso, promovem a remocdo de corpos
apoptoéticos, evitando que estes desencadeiem respostas inflamatérias (Mauri & Ehrenstein,
2007).

Como Bregs suprimem a auto-imunidade por meio da inibicdo de células T auto-
reativas, poderiam também regular a resposta protetora de linfocitos T citotdxicos contra
células T tumorais. Uma imunidade anti-tumor intensificada, com atividade de linfocitos T e
células NK aumentada, pode ser observada em camundongos deficientes em células B
(Terabe et al., 2005). Assim, a deplecdo de células B poderia terapeuticamente intensificar
respostas imunes a alguns tumores.

O papel das Bregs em infec¢des tem sido documentado apenas em algumas doengas
infecto-parasitarias. Harris e colaboradores (2000, 2005) demonstraram que, assim como as
células TCD4", linfécitos B podem também produzir um largo espectro de citocinas sob
condig¢des inflamatorias induzidas pela infeccdo por Toxoplasma gondii ou Heligmosomides
polygyrus. Notavelmente, células B produzem IL-10, a citocina reguladora que pode suprimir

repostas imunes nocivas, regulando o balango Th1/Th2 e diminuindo diretamente respostas
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imunoldgicas mediadas por células da imunidade inata (Fiorentino et al., 1991; Grunig et al.,
1997, Pestka et al., 2004). As células B que produzem IL-10 devido a inflamagao inibem a
progressdo da inflamacdo e/ou aceleram a recuperacdo de condi¢des de inflamacao
experimental tais como na doenga inflamatoéria intestinal, EAE, artrite e lupus (Mizoguchi et
al., 2002; Fillatreau et al., 2002; Mauri et al., 2003; Lenert et al., 2005), doencas nas quais
células B produzindo anticorpos t€ém um papel patogénico. Tais células B produtoras de IL-10
também tém sido identificadas em humanos (Duddy ef al., 2004).

Camundongos infectados por Schistosoma mansoni e deficientes em células B
apresentaram uma reducao significativa da sobrevida (Majlessi et al., 2008). Outros estudos
sugerem que a IL-10 produzida por linfocitos B participaria na limitagdo da patologia causada
pelo Schistosoma mansoni (Velupillai et al., 1994, 1997). Além disso, Hernandez e
colaboradores (1997) demonstraram que camundongos deficientes em células B montaram
uma forte resposta Thl contra o antigeno de ovo, enquanto que no grupo controle a resposta
Th2 predominou.

Na infeccdo por Leishmania, a transferéncia de células B para camundongos
infectados deficientes em células B converteu resisténcia a infeccdo em susceptibilidade,
sugerindo que células B sdo capazes de promover a doenga (Hoerauf ef al., 1996).

Na doenca de Chagas, Sathler-Avelar e colaboradores (2003) mostraram que os niveis
de linfocitos B estavam aumentados na fase aguda tardia, bem como nos estdgios iniciais da
infec¢do cronica. Posteriormente, em 2006, apontaram uma producdo evidente de IL-10 por
linfécitos T na infecco por 7. cruzi, principalmente CD4 ", bem como por linfocitos B, tanto
no contexto ex vivo quanto apos estimulacao antigénica. Esse perfil permaneceu mesmo apos
o tratamento com benzonidazol (Sathler-Avelar et al., 2008).

A participagdo de componentes imunologicos na instalagdo, desenvolvimento ou
manuten¢do da patogénese chagasica constitui, ainda, um ponto de grande importancia a ser
investigado. Com relagdo as formas clinicas IND e CARD da doenca de Chagas, ndo existem
trabalhos que correlacionam o papel das células B reguladoras com o desenvolvimento da
miocardiopatia chagasica. Nesse sentido, estudamos e analisamos o fen6tipo celular das Bregs
de sangue total de pacientes portadores da doenga de Chagas, no contexto ex vivo e apos
estimulacdo in vitro com antigenos da forma tripomastigota (TRIPO) do T.cruzi, nas

diferentes formas clinicas.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Caracterizaciao da populacio estudada

A populacdo estudada neste trabalho constou de 27 pacientes portadores da fase
cronica da doenga de Chagas, sendo 13 pacientes com a forma clinica IND e 14 pacientes com
forma clinica CARD, e 11 individuos nao-infectados, com a idade variando entre 30-69 anos
(Tabela 1). Estes pacientes foram recrutados do Ambulatorio de referéncia em doenca de
Chagas do Centro de Treinamento e Referéncia em Doencgas Infecciosas e Parasitarias (CTR-
DIP) do Hospital das clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais. Todos os pacientes foram acompanhados clinicamente pelo Professor Manoel Otavio

da Costa Rocha.

Tabela 1: Caracteristicas da populagdo estudada

Forma Clinica Sigla Total de Sexo M/F | dade
individuos

Nao Infectados NI 11 5/6 30-59

Indeterminada IND 13 7/6 35-69

Cardiaca CARD 14 8/6 45-62

Apds avaliagdo clinica, eletrocardiografica e laboratorial, foram selecionados
pacientes de acordo com os seguintes critérios: diagndstico soroldgico de doenga de Chagas,
caracterizado pela presenca de pelo menos duas reagdes soroldgicas positivas dentre as trés
técnicas empregadas; idade compreendida entre 30 e 70 anos; presenca de alteragdes
eletrocardiograficas compativeis com associacdo do bloqueio completo do ramo direito e
hemibloqueio anterior esquerdo; niveis de tensdo arterial dentro de faixa (sistolica < 160
mmHg e diastolica < 90 mmHg); auséncia de evidéncias clinicas e complementares de
acometimento cardiaco ndo relacionado a doenga de Chagas, e auséncia de condigdes clinicas
que possam alterar a func¢do cardiocirculatdria; conclusdo dos exames propostos; assentimento
voluntario de participacdo na pesquisa.

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdao foram divididos nos seguintes
grupos:

Grupo 1: Constituido por pacientes portadores da forma clinica indeterminada. Os critérios
utilizados para definicdo destes pacientes foram: positividade soroldgica e/ ou parasitologica
para doenca de Chagas; auséncia de sintomas e/ ou sinais da moléstia; eletrocardiograma

convencional normal; estudos radiolégicos do coragdo, esdfago e colon normais.
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Grupo 2: Constituido por pacientes portadores da forma clinica cardiaca grau V,
caracterizada por cardiomegalia com ou sem sinais de insuficiéncia cardiaca.

Grupo 3: Constituido por individuos nao-infectados, definidos por apresentarem no minimo
dois resultados negativos, além de auséncia de indicios clinicos e epidemioldgicos do

diagnostico de doenca de Chagas.

4.1.1 Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo todos os pacientes que ndo preencheram os critérios de

inclusdo, definidos acima, e os que apresentaram:

*Impossibilidade ou auséncia de disponibilidade para a realizacdo dos exames propostos;
*Hipertensao arterial sist€émica (HAS), definida operacionalmente como: pressdao arterial
medida durante o exame fisico 160/95 mmHg, em mais de uma oportunidade, ou pressao
arterial medida durante o exame fisico entre 140-159/90-94 mmHg, em mais de uma
oportunidade, associado a: 1) histdria de hipertensdo arterial sistémica, ou; 2) quarta bulha ao
exame fisico, ou; 3) provavel sobrecaga ventricular esquerda ao ECG pelo critério de
Romhilt-Estes, ou; 4) evidencias de dilatagdo aortica a radiografia de térax;

*Evidéncias clinicas ou laboratoriais de hipo ou hipertireoidismo;

*Diabetes mellitus ou tolerancia reduzida a glicose, conforme anamnese, dosagem de
glicemia em jejum e se necessario, prova de tolerancia oral a glicose (National Diabetes Data
Group. Classification and diagnosis of diabetes mellitus and other cathegories of glucose
intolerance);

* Episodio prévio sugestivo de doenca reumatica aguda;

* Doenca pulmonar obstrutiva cronica, evidenciada pela histéria clinica, exame fisico, ECG e
alteracdes radiologicas sugestivas;

* Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de etanol (média diaria
acima de 60 g de etanol);

* Evidéncias clinicas, eletrocardiogréficas e/ ou ergométricas de cardiopatia isquémica;

* Outras cardiopatias;

* Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

* Qualquer outra doenga sistémica significativa cronica ou aguda que pudesse interferir nos
resultados dos métodos propostos;

* Anemia significativa, definida arbitrariamente com hemoglobina menos que 10g/dl;

* Disttrbios hidroeletroliticos, especificamente, niveis séricos anormais de potassio e sodio;
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* Insuficiéncia renal, definida pelo aumento dos niveis de creatinina e uréia plasmaticas,
associadas ou nao as manifestagdes classicas de uremia.

Os pacientes avaliados neste estudo foram voluntarios e assinaram um Termo de
Consentimento. Todas as duvidas referentes a pesquisa foram esclarecidas, inclusive quanto a
doagdo de sangue. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto René Rachou /
FIOCRUZ (14/2006 — CEPSH-IRR) ¢ pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) (COEP- ETIC 37204).

4.2 Obtencio do antigeno soltivel de Trypanosoma cruz (TRIPO)

As formas tripomastigotas sdo obtidas de cultura de células Vero mantidas em meio
RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os parasitos da cepa Y sao
lavados trés vezes em solugdo salina (PBS 0,15M pH=7,4) por centrifugacdo e a massa umida
congelada e degelada trés vezes. Completa-se a ruptura total dos parasitas por
homogeneizag¢do em tubos Potter Elvejen a 20.000 rpm 5 vezes por 60 segundos cada, com 30
segundos de intervalo em banho de gelo. Subsequentemente, as suspensdes sdo centrifugadas
a 50000 g durante 60 minutos a 4°C contra PBS. O fluido sobrenadante limpido ¢ coletado,
dialisado por 48 horas a 4°C, esterilizado por filtragdo em filtro Millipore 0.45 um e mantido

em pequenas aliquotas (1ml) a -70°C até o uso.

4.3 Analise ex vivo do fenotipo celular de linfocitos B reguladores no sangue periférico

Aliquotas de 100ul das amostras de células sanguineas foram coletadas a vacuo em
tubos de 5ml contendo anticoagulante EDTA (Vacutainer - BD, E.U.A), transferidos para
tubos de poliestireno 5ml (Falcon - Becton Dickinson - BD, E.U.A) e incubadas com
anticorpos monoclonais de superficie marcados com Ficoeritrina (PE), com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), Aloficocianina (APC) ou Cloreto de Peridina Clorofila (PerCP). Os
anticorpos utilizados neste trabalho estdo descritos na Tabela 2. As células e anticorpos foram
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Posteriormente, as
amostras de células foram lisadas e fixadas em 2ml de solucao de lise comercial (Facs Lysing
Solution - BD, E.U.A), por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada as
amostras Iml de PBS-W (PBS pH 7.4, contendo 0.5% BSA e 0.1% de azida sodica) e estas
foram centrifugadas a 400g por 10 minutos a 18°C (Centrifuga Beckman Modelo j-6b,
E.U.A). O sobrenadante foi descartado ¢ as amostras lavadas com 2ml de PBS W. Em

seguida, as amostras foram fixadas com 300ul de solucdo fixadora - MFF (10g/l de
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paraformaldeido, 1% de cacodilato de sodio, 6,67g/1 de cloreto de sddio, pH 7,2 - reagentes
SIGMA, E.U.A). A andlise dos parametros fenotipicos foi determinada com o auxilio de um

citometro de fluxo (FACScalibur - BD, E.U.A).

4.4 Analise de marcadores de superficie e citocinas intracitoplasmaticas em linfécitos B

reguladores apos estimulagao in vitro

As células sanguineas dos pacientes que participaram deste estudo foram coletadas em
tubo Vacuntainer estéril contendo heparina. Aliquotas de Iml de sangue total foram
adicionadas em tubos de polipropileno de 12ml (Falcon, E.U.A). As células do sangue
periférico foram incubadas na presenca de meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO, E.U.A),
recebendo a denominacdo de cultura controle (C) ou na presenca de antigenos soluveis
tripomastigotas (TRIPO) do T. cruzi, apresentando uma concentragcdo final de 25ug/ml,
recebendo a denominagdo de cultura com estimulo (TRIPO).

Os tubos foram previamente incubados durante 18 horas em estufa de CO, com 5% de
umidade a 37°C (Forma Scientific E.U.A). Em seguida, foram adicionados a todos os tubos de
cultura 20ul de Brefeldina A (SIGMA, E.U.A), Img/ml (concentrag¢ao final de 10ug/ml). As
amostras foram incubadas por mais quatro horas em estufa nas mesmas condi¢des acima. A
utilizacao da Brefeldina assegura a retencao da citocina no interior da célula, uma vez que
essa substancia mantém a citocina no complexo de Golgi. Apos a incubacdo, 200ul de EDTA
(SIGMA, E.U.A) 20mM, obtidos de uma solucdo estoque de 200mM, diluida 1/10
(concentracdo final de 2mM) foram adicionados diretamente as culturas. Os tubos contendo
as amostras foram incubados por 15 minutos em estufa de CO, com 5% de umidade a 37°C.
Esse procedimento bloqueia o processo de ativacao posterior das células e garante a obtencao
de resultados padronizados e comparaveis. Posteriormente, foram adicionados as amostras de
sangue 3ml de PBS-W ¢ estas foram centrifugadas a 800g por 10 minutos a 18°C. O
sobrenadante foi aspirado deixando um volume final de 2ml. Foram transferidos 200ul deste
sangue para tubos de poliestireno de Sml (FALCON, E.U.A) previamente identificados e com
os anticorpos correspondentes (Tabela 2), e em seguida, incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lisadas e fixadas em 2ml de solugao
de lise comercial (FLS - BD, E.U.A) por 10 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. As células foram lavadas com 1ml de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 10 minutos a
18°C. O conteudo foi emborcado e 300ul de solucao fixadora - MFF adicionada aos tubos.

Para a detecgdo de citocinas intracitoplasmaticas foram acrescentados aos tubos 2,5ml

de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sédica e 0,5% de saponina)
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por 30 minutos a temperatura ambiente. Seguidos da adicdo de 20ul de anticorpos anti-
citocina marcados com PE, diluidos 1:20 em PBS-P aos respectivos tubos, e posteriormente
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Apos a incubacgdo, as
células foram primeiramente lavadas com 1ml de PBS-P e em seguida, com 1ml de PBS-W.
No final, foram adicionados 300ul de solugdo fixadora MFF. As amostras contendo a
suspensdo celular foram utilizadas para aquisicdo de dados em citdmetro de fluxo

(FAScalibur - BD, E.U.A). Foram coletados em torno de 70.000 eventos totais.

Tabela 2- Relacdo dos anticorpos usados para caracterizagao das células B reguladoras

Nome Fabricante Clone ulL/Tubo
CD19-PerCP BD SJ25Cl1 3
CDI1d-PE BD CD1d42 2
CD21-APC BD B-ly4 1
CD43-APC BD 1G10 0,5
CD80-PE BD L307.4 2
CD86-FITC BD 2331 4,5
Caspase3-PE BD C92-605 10
GranzimaB-PE 2C5/F5 20 (diluigao 1/30)
IL-10 PE BD JES3-9D7 20 (diluigao 1/20)
TGF- PE IQP-169R 20 (diluigao 1/20)

4.5 Deteccao de apoptose através da marcacio por Caspase-3 ativa

Aliquotas de ImL (ajustado através da global de leucécitos/ individuo para 1 x 10°
células/mL) das amostras de leucocitos do sangue periférico foram incubadas na presenca de
meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO, E.U.A), recebendo a denominagdo de cultura controle
(C) ou na presenca de antigenos soluveis tripomastigotas (TRIPO) do 7. cruzi (25 ug/mL
concentragdo final), recebendo a denominagdo de cultura com estimulo (TRIPO). As células
foram incubadas por aproximadamente 24 horas, em estufa de CO2 com 5% de umidade, a
37°C. Apds a incubagdo, foi adicionado 2 mL de PBS-W gelado (PBS contendo 0,5% de

albumina sérica bovina), e entdo, os tubos de cultura foram centrifugados (Centrifuga
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Beckman Modelo J-6B, E.U.A.) a 1300 rpm, por 7 minutos, & temperatura ambiente. Em
seguida, cuidadosamente, o sobrenadante foi aspirado e descartado. O sangue foi transferido
para tubos de poliestireno de 5ml (FALCON, E.U.A) previamente identificados e com o
anticorpo anti-CD19 — Cloreto de Peridina Clorofila (PerCP). Os tubos foram
homogeneizados e incubados, por 30 minutos, & temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz.
ApoOs a incubagdo, as células foram tratadas com 3 mL de solugdo de lise comercial (Facs
Lysing Solution — FLS — BD, E.U.A.) para que os eritrocitos fossem lisados. Em seguida, os
tubos foram incubados por 10 minutos, a temperatura ambiente, protegidos da luz. Findo este
tempo, as células foram lavadas duas vezes com PBS-W gelado (PBS contendo 0,5% de
albumina sérica bovina) e os tubos centrifugados (Centrifuga Beckman Modelo J-6B, E.U.A.)
a 1300 rpm, por 7 minutos, a temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo, as células foram
permeabilizadas com tampao contendo saponina PBS-P (PBS pH 7,4 contendo 0.5% de BSA,
0,1% de azida sodica e 0,5% de saponina) por 15 minutos, a temperatura ambiente, protegidas
da luz. Ao final desta etapa, as células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-
caspase-3 PE (C92-605 - BD Pharmingem) usando 10 uL/1x10° células, por 30 minutos, &
temperatura ambiente, protegidas da luz. Apos a incubagdo, as células foram lavadas e fixadas
com solugdo de fixacdo — MFF (10g/L paraformaldeido, 1% cacodilato de sédio, 6,65g/L
cloreto de sodio, 0,01% azida sodica).

As amostras contendo a suspensao celular foram utilizadas para aquisi¢ao de dados em
citometro de fluxo (FACSCalibur — BD, E.U.A.). Foram coletados em torno de 70.000

eventos totais.

4.6 Aquisicao e analise dos dados no Citometro de Fluxo

O citdometro de fluxo (FACScalibur- BD, E.U.A) utilizado neste trabalho ¢ equipado
com lampada de argonio que permite a avaliagdo basica de 6 parametros: tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1), fluorescéncia do tipo 2 (FL2),
fluorescéncia do tipo 3 (FL3) e fluorescéncia do tipo 4 (FL4). FL1, FL2, FL3 e FL4
correspondem respectivamente a sinais luminosos emitidos pela excitagdo de FITC, PE,
PerCP ¢ APC. A identificagio de populagdes celulares de interesse, bem como a
determinagdo do valor percentual destas populagdes e subpopulacdes, foram feitas através de
um sistema de computador e do software "FlowJo". Foram coletados 70.000 eventos para
analise de todas as amostras.

A andlise das células B convencionais foi feita através de graficos de distribui¢ao por

densidade de pontos de FL3 (CD19) versus SSC (Figura 1A). Para os marcadores de ativagao
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(CD80 e CD86) e de apoptose (Granzima B e Caspase 3) foi selecionada a populagdo de
linfécitos totais, denominada Lymphocytes, baseada em graficos de distribuicao por densidade
de pontos de FSC versus SSC (Figura 1B). Em seguida, graficos de FL3 (CD19) versus FL1
(CD86) ou FL2 (CD80, Granzima B e Caspase 3) foram construidos (Figura 1C).

A andlise de células B reguladoras foi feita a partir dos marcadores CD1d, CD21,
CDA43. Primeiramente foi selecionada a populagdo de linfocitos totais, denominada
Lymphocytes, baseada em graficos de distribuicdo por densidade de pontos de FSC versus
SSC (Figura 2A). Em seguida, graficos de FL3 (CD19) versus FL4 (CD21 ou CD43) ou
versus FL2 (CD1d) foram construidos (Figura 2B,C). O préximo passo consistiu da avaliagao
de citocinas intracitoplasmaticas (IL-10 e TGF-B) a partir dos graficos citados acima (Figura

2D).
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Figura 1: Analise do percentual de linfocitos B convencionais do sangue periférico por citometria de
fluxo.

(A) representa o perfil celular apos cultura de 22h, obtido a partir de graficos de distribui¢do por
densidade de pontos de FL3 (CD19) versus granulosidade (SSC, coloridos artificialmente pelo
software FlowdJo.

(B) representa o perfil celular caracteristico de graficos de tamanho versus granulosidade.

(C) representa um perfil celular obtido em um grdfico de fluorescéncia 3 (anti-CD19 PerCP) versus
Sfluorescéncia 2 (anti-CD80 PE).
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Figura 2: Analise de linfocitos B reguladores do sangue periférico e da expressdo intracitoplasmatica

de citocinas por linfocitos B reguladores, por citometria de fluxo.

(A) representa o perfil celular obtido apos cultura de 22h, caracteristico de grdficos de tamanho

versus granulosidade.

(B) representa um grdfico de fluorescéncia 3 (anti-CD19 PerCP) versus fluorescéncia 4 (anti-CD21

APC).

(C) representa um perfil celular obtido em um grdfico de fluorescéncia 3 (anti-CD19 PerCP) versus

Sfluorescéncia 2 (anti-CD1d PE), a partir da populagdo duplo positiva do grdfico anterior.

(D) representa a andlise da citocina IL-10 a partir da populacdo CD19°CD21". A mesma andlise foi

realizada para a citocina TGF-.
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4.7 Analise Estatistica

Para andlise estatistica dos dados, primeiramente foi utilizado o software Minitab,
versao 10.1 (E.U.A) com o intuito de verificar se os dados eram paramétricos ou nao-
paramétricos a partir da avaliacdo de trés hipoteses, que sdo independéncia, variancia e
normalidade. Em seguida, a andlise estatistica referente aos dados ndo-paramétricos foi
realizada a partir do teste Kruskal Wallis seguido de Dunns, com o objetivo de detectar
diferengas entre os grupos estudados, e do teste de Wilcoxon, para analises pareadas,
verificando diferengas entre contexto ex vivo e culturas estimuladas com TRIPO, ou entre
culturas estimuladas ou ndo com TRIPO. O nivel de significancia definido foi de p < 0.05 e

todas as analises foram realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prim 5.0 (San Diego,
CA).
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5 RESULTADOS
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5.1 Determinacio do percentual de células B convencionais no sangue periférico de
individuos nao infectados e de pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada

ou cardiaca

As células B sdo subdivididas em duas grandes linhagens: células B1 e células B2. As
células B1 estdo presentes em maior quantidade nas mucosas e nas cavidades peritoneais; ja
as células B2 ocupam, em sua maioria, os 0rgados linféides secundarios. As células B1 podem,
ainda, ser subdivididas em células Bla (CD11°CD5") e células Blb (CD11°CD5), e,
juntamente com as células B2, sdo capazes de responder rapidamente a estimulos antigénicos
(Tung et al., 2006; Tung & Herzenberg, 2007; Lund, 2008). Outro marcador utilizado para a
identificagdo dos linfocitos B ¢ o CD19. A expressao da molécula CD19 ¢ restrita aos
linfocitos B e aumenta gradualmente durante o desenvolvimento dessa linhagem celular, mas
ndo ¢ afetada pelo estado de ativacdo da célula (Fujimoto & Sato, 2007).

A avalia¢do do percentual de linfocitos CD19" revelou um aumento significativo dessa
populagdo nos pacientes com a forma clinica IND em relagdo aos individuos NI, no contexto

ex vivo e apos estimulo com antigenos de 7. cruzi (Figura 3).
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Figura 3: Analise da expressdo de CD19 por linfocitos B convencionais do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) ¢ CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Meétodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para o
marcador CD19. A letra a representa diferenca significativa no percentual de células B CD19" entre

os grupos NI e IND.
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5.2 Caracterizacido das células B reguladoras no sangue periférico de individuos nio

infectados e de pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada ou cardiaca

Atualmente, ainda ndo existem relatos sobre o papel ou mesmo a presenca de células
B reguladoras em pacientes portadores da doenca de Chagas. Logo, devido a sua importancia
no controle da resposta imune, torna-se necessaria a investigacdo do provavel papel destas
células na resposta imune de pacientes do grupo IND e CARD. Apesar de existirem relatos
sobre alguns marcadores para Bregs em camundongos, ndo hd uma defini¢do clara de uma
combinagdo especifica de marcadores para determinar a populagdo das células B reguladoras
humana.

Uma das subpopulacdes de células B reguladoras apresenta a expressao das moléculas
CD1d e CD21 (Mizoguchi et al., 2002; Sonoda & Stein-Streilein, 2002; Dalwadi et al., 2003;
Brummel & Lenert, 2005; Wei et al., 2005). Nossa estratégia de analise foi avaliar a
expressdao dessas moléculas separadamente ¢ em conjunto na superficie de linfocitos B
CDI19".

A expressdo da molécula CD1d em linfocitos B do sangue periférico de pacientes
portadores da forma clinica IND ou CARD e individuos NI, no contexto ex vivo e apds
estimulagdo in vitro com antigenos de TRIPO esta representada na figura 4. A analise dos
dados mostrou um aumento significativo no percentual de células B CD19'CD1d" nos grupos
IND e CARD em relagdo ao grupo NI, tanto no contexto ex vivo, como na presenga de
antigenos de TRIPO (Figura 4).

Quanto a analise da expressdo da molécula CD21 na superficie de linfocitos B CD19",
observou-se um aumento significativo no percentual de linfocitos B CD19'CD21" de
pacientes com a forma clinica IND em relag¢do aos individuos NI, no contexto ex vivo, bem
como apoés estimulo com antigenos de 7. cruzi (Figura 5).

A analise dos dados mostrou, também, um aumento significativo no percentual de
células CD19" co-expressando CD21 e CD1d nos pacientes IND em relagdo ao grupo NI, no

contexto ex vivo e apos estimulo com antigenos de 7. cruzi (Figura 6).
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Figura 4: Analise da expressido de CD1d por linfécitos B CD19" do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) ¢ CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Meétodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para o
marcador CD1d. A letra a representa diferenca significativa no percentual de células B CD19"CDI1d"
entre os grupos NI e IND, e a letra b representa diferenga significativa no percentual de células B

CD19"CDI1d" entre os grupos NI e CARD.
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Figura 5: Analise da expressdo de CD21 por linfécitos B CD19" do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) ¢ CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Meétodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células negativas para o

marcador CD21. A letra a representa diferenca significativa no percentual de células B CD19"CD21"

entre os grupos NI e IND.
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Figura 6: Analise da expressio de CD21 e CD1d por linfocitos B CD19" do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) e CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (4) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Meétodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para os
marcadores CD21 e CDI1d. A letra a representa diferenca significativa no percentual de células B

CD19"CD21°CDId" entre os grupos NI e IND.
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Outra subpopulagio de linfocitos B reguladores ja descrita na literatura ¢ CD19'CD43
CD1d" (Hernandez et al., 1997; Fillatreau et al., 2002; Dalwadi et al., 2003; Mauri et al.,
2003; Evans et al., 2007; Mann et al., 2007). Seguindo a mesma estratégia anterior,
primeiramente avaliamos o percentual de linfécitos B CD19'CD43" e, posteriormente,
avaliamos a expressao de CD1d por essa populacao.

A andlise dos resultados revelou um aumento significativo no percentual de linfécitos
B CD19°CD43" nos grupos IND e CARD em relagdo ao grupo NI, tanto no contexto ex vivo,
como apoés estimulagdo in vitro com antigenos de TRIPO (Figura 7).

Os dados mostraram, também, que o percentual da subpopulacdo de linfocitos B
reguladores CD19'CD43°CD1d" foi significativamente maior no grupo NI em relagio aos
pacientes IND e CARD, no contexto ex vivo. Por outro lado, apds estimulo com antigenos de
T. cruzi, o percentual da subpopulacio de linfocitos B reguladores CD19°CD43°CDId" foi
significativamente maior nos pacientes IND e CARD quando comparados ao grupo NI

(Figura 8).
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Figura 7: Analise do percentual de linfocitos B CD19°CD43" do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) ¢ CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (4) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Métodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células B CD19"CD43". A
letra a representa diferenca significativa no percentual de células B CD19"CD43 entre os grupos NI

e IND, e a letra b representa diferenca significativa no percentual de células B CD19"CD43 entre os
grupos NI e CARD.
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Figura 8: Analise do percentual de linfocitos B CD19°CD43°CD1d" do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) e CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulag¢do in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Métodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas B
CD19°CD43CDId". A letra a representa diferenca significativa no percentual de células B
CD19°CD43CDI1d" entre os grupos NI e IND, e a letra b representa diferenca significativa no
percentual de células CD19"CD43 CDI1d" entre os grupos NI e CARD.
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5.3 Avaliacio da expressdo de citocinas intracitoplasmaticas por subpopulacdes de
linfocitos B reguladores no sangue periférico de individuos nfo infectados e de pacientes

apresentando as formas clinicas indeterminada ou cardiaca

As citocinas desempenham papel importante na regulagdo da resposta imune e,
seguramente, estdo envolvidas tanto na resisténcia a infeccdo quanto nos mecanismos
relacionados a evolucdo da doenca de Chagas.

As citocinas imunorreguladoras, IL-10 e TGF-f, foram avaliadas nas subpopulagdes
de células B reguladoras, CD19°CD21" e CDI19'CD43", na presenga e auséncia de
estimulacdo in vitro com antigenos de TRIPO. A anélise dos dados mostrou um aumento na
expressdo intracitoplasmatica de IL-10 pela subpopulagdo CD19°CD21" no grupo CARD
quando comparado ao grupo NI, na presenca e auséncia de estimulagdo antigénica (Figura 9).

Quanto a analise da expressdo intracitoplasmatica de TGF-B pela subpopulacao
CD19°CD21", ndo foi possivel observar diferenga significativa entre os grupos estudados, na
auséncia de estimula¢do in vitro com antigenos de TRIPO. Entretanto, na presenga de
estimulo, houve uma redugdo na expressdo intracitoplasmatica de TGF-f3 por essa mesma
populacao celular no grupo IND em relagdo ao grupo NI (Figura 10).

Avaliando as mesmas citocinas, agora na subpopulagio CD19°CD43", nio houve
diferenca significativa na expressdo intracitoplasmatica de IL-10 entre os grupos estudados,
na auséncia de estimulagdo in vitro com antigenos de TRIPO. Por outro lado, foi observado
um aumento na expressdo intracitoplasmatica de IL-10 pela subpopulagio CD19°CD43" no
grupo CARD quando comparado ao grupo IND, na presenga de estimulacdo in vitro com
antigenos de TRIPO.

A expressdo intracitoplasmatica de TGF-B pela subpopulacio CDI19'CD43™ esta
representada na Figura 12. A analise dos dados mostrou uma reducdo na expressao
intracitoplasmatica de TGF-f nos grupos IND e CARD em relacdo ao grupo NI, na auséncia e

na presenca de estimulagdo com TRIPO (Figura 12).
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Figura 9: Analise da expressdo da citocina intracitoplasmaética IL-10 por linfocitos B CD19°CD21" do
sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) ¢ CARD (m) foram avaliados
na auséncia (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e Métodos. Os
resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para os marcadores
CD19, CD21 e para a citocina IL-10. A letra b representa diferenga significativa no percentual de
células B CD19"CD21"IL-10" entre os grupos NI e CARD.
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Figura 10: Analise da expressdo da citocina intracitoplasmatica TGF-B por linfocitos B CD19°'CD21"
do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) e CARD (m) foram avaliados
na auséncia (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e Métodos. Os
resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para os marcadores
CD19 e CD21 e para a citocina TGF-p. A letra a representa diferenga significativa no percentual de
células B CD19"CD21 TGF-f entre os grupos NI e IND.
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Figura 11: Analise da expressdo da citocina intracitoplasmatica IL-10 por linfocitos B CD19"CD43"
do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) e CARD (m) foram avaliados
na auséncia (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e Métodos. Os
resultados foram expressos como mediana do percentual de linfécitos B CD19"CD43IL-10". A letra ¢
representa diferenca significativa no percentual de células B CD19"CD43 IL-10" entre os grupos IND
e CARD.
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Figura 12: Andlise da expressdo da citocina intracitoplasmatica TGF-B por linfocitos B CD19°CD43"
do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) e CARD (m) foram avaliados
na auséncia (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e Métodos. Os
resultados foram expressos como mediana do percentual de linfocitos B CD19"CD43 TGF-f3". A letra
a representa diferenca significativa no percentual de células B CD19"CD43 TGF-f" entre os grupos
NI e IND e a letra b representa diferenca significativa no percentual de células B CD19"CD43 TGF-
[ entre os grupos NI e CARD.
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5.4 Analise da expressao de moléculas de ativaciao na superficie de linfocitos B no sangue
periférico de individuos nio infectados e de pacientes apresentando as formas clinicas

indeterminada ou cardiaca

As moléculas de superficie CD80 e CD86 fazem parte da familia de imunoglobulinas
e sdo expressas em muitos tipos de células, incluindo células T, macrofagos e células
dendriticas. Hoje, ja se tem o conhecimento que células B virgens expressam baixos niveis de
CD86, enquanto a expressao de CDS80 nessas células ¢ minima ou at¢é mesmo nula. O
aumento da expressdo de CD86 em células B ocorre a partir do estimulo por BCR. Por outro
lado, a expressao de CD80 ¢ desencadeada por uma variedade de estimulos, tais como,
lipopolissacarideos (LPS), CD40-ligante e uma variedade de citocinas (Sahoo et al., 2002;
Vasu et al., 2003).

A expressao das moléculas CD80 e CD86 na superficie dos linfocitos B de individuos
NI e de pacientes IND e CARD, no contexto ex vivo e apos estimulagdo in vitro com
antigenos de TRIPO, esta representada nas figuras 13 e 14, respectivamente. A andlise dos
dados mostrou um aumento significativo da expressdo da molécula CD80 por linfocitos B
CD19" de pacientes com as formas clinicas IND e CARD quando comparados aos individuos
NI, no contexto ex vivo e ap0os estimulagdo in vitro com antigenos de 7. cruzi (Figura 13).

Quanto a analise da expressao de CD86, observou-se um aumento significativo no
percentual de linfocitos B CD19°CD86" dos grupos IND e CARD em relagdo ao grupo NI,
tanto no contexto ex vivo, como apds estimulacdo in vitro com antigenos de 7. cruzi (Figura
14).

Foi realizada, também, a analise da expressdo conjunta de CD80 e CD86 na superficie
de linfocitos B CD19". A anélise dos dados revelou que o percentual de linfocitos B
CD19°CD80'CD86", no contexto ex vivo, ndo apresentou diferenga significativa entre os
grupos estudados. Todavia, o percentual de linfocitos B CD19°CD80'CD86", apés estimulo
com TRIPO, foi significativamente maior nos grupos IND e CARD em relagdo ao grupo NI

(Figura 15).
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Figura 13: Analise da expressio de CD80 na superficie de linfocitos B CD19" do sangue periférico.
Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) e CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Métodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para os
marcadores CD19 e CD80. A letra a representa diferenca significativa no percentual de células B
CD19°CD80" entre os grupos NI e IND, e a letra b representa diferenca significativa no percentual
de células B CD19"CD80" entre os grupos NI e CARD.
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Figura 14: Analise da expressio de CD86 na superficie de linfocitos B CD19" do sangue periférico.
Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) ¢ CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Meétodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para os
marcadores CD19 e CD86. A letra a representa diferenca significativa no percentual de células B
CD19"CD86" entre os grupos NI e IND, e a letra b representa diferenca significativa no percentual
de células B CD19"CD86" entre os grupos NI e CARD.
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Figura 15: Analise da co-expressdo de CD80 e CD86 na superficie de linfocitos B CD19" do sangue
periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) ¢ CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Meétodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para os
marcadores CDI19, CD80 e CD86. A letra a representa diferenga significativa no percentual de
células B CD19°CD80"CDS86" entre os grupos NI e IND, e a letra b representa diferenca significativa
no percentual de células B CD19"CD80"CD86" entre os grupos NI e CARD.
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5.5 Avaliacido da expressao de marcadores de apoptose intracelulares em linfocitos B no
sangue periférico de individuos ndo infectados e de pacientes apresentando as formas

clinicas indeterminada ou cardiaca

A apoptose ¢ um processo ordenado de morte celular, iniciado por sinais pro-
apoptoticos, que culminam na clivagem de uma série de proteinas, promovendo ativagao de
algumas e desativacdo de outras (Krammer ef al., 2007). Dentre as moléculas envolvidas na
iniciagdo da apoptose, as principais a serem destacadas sdo as granzimas e as caspases.

As granzimas s3o enzimas que compreendem cerca de 90% dos granulos citoliticos. A
principal funcao dessas enzimas ¢ induzir a morte de células-alvo prejudiciais a homeostase
do organismo. Dentre todas as granzimas, a granzima B ¢ a que possui uma atividade
apoptdtica mais eficiente, tendo habilidades semelhantes as caspases. A granzima B pode
clivar diretamente, e assim ativar, varias pro-caspases, podendo também clivar substratos das
caspases €, consequentemente, iniciar vias apoptoticas (Trapani, 2001).

A andlise dos dados ndo mostrou nenhuma diferenca significativa na expressdo da
molécula Granzima B em linfocitos BCD19" entre os grupos estudados, no contexto ex vivo.
Por outro lado, a andlise dos dados mostrou um aumento significativo na expressdo da
molécula Granzima B por linfocitos B CD19" nos grupos IND e CARD em relagio ao grupo

NI, apo6s estimulacgdo in vitro com TRIPO (Figura 16).
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Figura 16: Analise da expressio da molécula Granzima B por linfocitos B CD19" do sangue
periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) e CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulag¢do in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Métodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para o
marcador CD19 e para a molécula Granzima B. A letra a representa diferenca significativa no
percentual de células B CD19" Granzima B” entre os grupos NI e IND, e a letra b representa diferenca

significativa no percentual de células B CD19" Granzima B entre os grupos NI e CARD.
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As enzimas caspases pertencem a familia de proteases cisteinas e sdo consideradas
sensores centrais ¢ executores da apoptose celular. A caspase 3, uma das caspases, esta
implicada diretamente nos mecanismos denominados executores de apoptose, sendo
conhecida como protease efetora dos processos apoptodticos (Krammer et al., 2007).

A analise dos dados ndo mostrou nenhuma diferenga significativa na expressao da
molécula Caspase 3 em linfocitos BCD19" entre os grupos estudados, no contexto ex vivo. No
entanto, a andlise dos dados mostrou um aumento significativo na expressao da molécula
Caspase 3 por linfécitos B CD19" de pacientes IND e CARD em relagdo aos individuos NI,

apos estimulacdo in vitro com TRIPO (Figura 17).
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Figura 17: Analise da expressdo da Caspase 3 por linfocitos B CD19" do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NI (m), IND (m) ¢ CARD (m) foram avaliados
no contexto ex vivo (A) e apos estimulagdo in vitro por TRIPO (B), como descrito em Material e
Métodos. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de células positivas para o
marcador CDI19 e para a molécula Caspase 3. A letra a representa diferenca significativa no
percentual de células B CD19"Caspase 3" entre os grupos NI e IND, e a letra b representa diferenca
significativa no percentual de células B CD19" Caspase 3" entre os grupos NI e CARD.
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6 DISCUSSAO
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Sobreviver a uma infec¢do requer no hospedeiro a geracdo de uma resposta imune

controlada, que reconhece e elimina o patdgeno invasor enquanto limita o dano colateral dos
proprios tecidos, que pode resultar de uma resposta imune exagerada. A imunorregulagdo
pode aparecer como resultado de um processo de resposta do hospedeiro a infecgcdo para
manter ou restaurar um ambiente homeostatico e/ou pode ser ativamente induzida pelo
patdgeno para garantir sua sobrevivéncia (Belkaid, 2007; Dutra ef al., 2009; Sathler-Avelar et
al., 2009; Scharfstein et al., 2009).

A infeccdo do hospedeiro pelo Trypanosoma cruzi mobiliza multiplos mecanismos
que levam ao reconhecimento do parasito e ao desenvolvimento da resposta imune inata e
especifica. A lesdo tecidual induzida pelo parasito tem continuidade ao longo do
desenvolvimento da resposta imune que também aciona os mecanismos imunorreguladores.
Esse quadro pode levar a persisténcia do patogeno e a destruicdo dos tecidos do organismo.
No entanto, as evidéncias em modelo experimental € no homem mostram que os mecanismos
sdo ainda pouco definidos apresentando inclusive controvérsias quanto a natureza dos
mecanismos de agressao tecidual.

A geracdo de respostas protetoras ou patogénicas na doenga de Chagas humana ¢
altamente influenciada por uma resposta imune complexa gerada durante a infec¢do pelo 7.
cruzi. Entretanto, a resposta imune inicial durante a infec¢do humana pelo 7. cruzi ndo ¢é
completamente entendida. Estudos demonstram que o 7. cruzi induz uma forte ativagdo do
sistema imune durante a infec¢do aguda e que os diferentes mecanismos imunes induzidos
durante os estagios iniciais da fase cronica da infec¢do representam componentes essenciais
da atividade imune presente na fase cronica tardia (Vitelli-Avelar et al., 2005).

Na fase cronica, a resposta imune montada contra 7. cruzi pode ser regulada por varios
mecanismos supressores do hospedeiro, incluindo a producdo de citocinas por células da
imunidade inata (Gomes et al., 2003; Souza et al., 2004; Vitelli-Avelar et al., 2005).
Entretanto, recentes evidéncias indicam que a imunidade adaptativa também pode auxiliar no
controle da patogénese induzida pelo parasito através da geracdo de células T reguladoras
(Menezes et al., 2004; Vitelli-Avelar et al., 2005; Araujo et al., 2007).

Embora intimeros trabalhos em modelos experimentais tenham definido a importancia
das subpopulagdes de linfocitos T, bem como de células NK, macrofagos e células B na
infec¢do experimental pelo 7. cruzi (Tarleton et al., 1992; Rottenberg et al., 1993; Brener &
Gazzinelli, 1997; Soares & Ribeiro dos Santos, 1999), estes parametros ndo se encontram

totalmente esclarecidos na infec¢do humana.
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Com o objetivo de compreender os mecanismos imunorreguladores existentes no
controle da miocardiopatia na doenga de Chagas, em nosso trabalho avaliamos as
caracteristicas fenotipicas de células B, descritas como reguladoras, presentes no sangue
periférico de pacientes apresentando as formas clinicas IND e CARD da doenca de Chagas,
no contexto ex vivo e apos estimulo especifico por antigenos derivados do 7. cruzi.

As células B desempenham papéis centrais no estabelecimento e manutengdao da
imunidade protetora, incluindo a geragdo de anticorpos protetores, apresentagdo de antigenos,
e mais recentemente, fungdes reguladoras (Cancro et al., 2009).

Durante a infec¢do aguda experimental pelo 7. cruzi observa-se uma ativacao
policlonal de células B com uma producao inespecifica de imunoglobulinas (Ortiz-Ortiz ef al.,
1980; Minoprio et al., 1988a, 1988b, 2001). Verifica-se ainda nessa fase que linfocitos B
CD5" seriam responsaveis pela secre¢io de anticorpos auto-reativos e que poderiam estar
envolvidos com a progressdo da doenca (Minoprio ef al., 1991; El Cheikh et al., 1992). Ja na
fase cronica, niveis elevados de linfécitos B CDS" foram observados em pacientes com
miocardiopatia chagésica (Dutra et al., 2000), sugerindo uma relagdo entre este fenotipo
celular e o desenvolvimento de autoimunidade na doenga de Chagas (Dutra et al.,1994). E
importante salientar que esta populagdo de linfécitos é capaz de produzir auto-anticorpos
relacionados a alguns processos auto-imunes no homem (Hardy & Hayakawa, 1986; Becker
et al.,1990; Hardy et al., 1994).

Por outro lado, os linfécitos B convencionais, através da producao de anticorpos, sdo
também importantes para controlar a parasitemia durante a fase aguda da infec¢do, uma vez
que a deplecdo dessa populagdo celular leva ao aumento da parasitemia ¢ mortalidade dos
animais (Rodrigues et al.,1981). Além disso, o 7. cruzi ¢ capaz de induzir a apoptose de
linfocitos B, via Fas e Fas-L, o que limitaria a resposta imune do hospedeiro favorecendo o
crescimento do parasito e o desenvolvimento da imunopatologia (Zuniga et al., 2000, 2002,
2005).

Durante a fase cronica da doenga de Chagas humana, observa-se um percentual
elevado de linfocitos B convencionais CDI19" no sangue periférico de pacientes que
apresentam as formas clinicas IND e CARD (Dutra et al., 1994; Piedras et al., 1997; Sathler-
Avelar et al., 2003). Nossos dados corroboram com esses resultados, onde observamos um
percentual elevado de linfocitos B convencionais CD19" no sangue periférico dos pacientes
dos grupos IND e CARD no contexto ex vivo e apds estimulagao in vitro com antigenos do 7.
cruzi (Figura 3).

Além do papel das células B convencionais, existem subclasses distintas de células B

capazes de controlar as respostas imunes ou melhorar a recuperacao de inflamagdes através de
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mecanismos que incluem a produgdo de IL-10 e TGF-p3, apresentagdo secundaria de antigenos
e interagdo com outras células imunes diretamente ou através de anticorpos secretados
(Mizoguchi & Bhan, 20006).

No modelo experimental tém sido descritas varias subpopulagdes de células B
reguladoras, porém, a participacdo dessas células no homem ainda ndo estd bem estabelecida
(Mizoguchi et al., 2002; Sonoda & Stein-Streilein, 2002; Dalwadi et al., 2003; Brummel &
Lenert, 2005; Wei et al., 2005; Evans et al., 2007). Esses estudos mostraram que varios
marcadores sdo capazes de identificar as Bregs, entretanto os mecanismos pelos quais elas
exercem suas func¢des supressoras ainda ndo foram definidos. Com base nos perfis fenotipicos
descritos para camundongos avaliamos algumas moléculas presentes na superficie de células
B que poderiam estar associadas com sua funcao reguladora na doenga de Chagas.

A avaliagdo fenotipica das Bregs foi feita utilizando alguns marcadores de superficie
(CD19, CD21, CD43, CDI1d). Esta analise ¢ importante para a identificacdo mais precisa
desta subpopulacao celular, porém, se todos esses marcadores sdo simultaneamente expressos
em uma mesma populacdo de Bregs ainda ¢ necessario determinar.

Uma das subpopulacdes de células B reguladoras descritas refere-se a células B que
apresentam alta expressdo da molécula CD1d (Mizoguchi et al., 2002). Nesse estudo
observou-se que células B CD1d™#" sdo capazes de controlar as respostas inflamatérias no
tecido intestinal, provavelmente através da producdo de IL-10, uma vez que a parte
intracitoplasmatica da molécula CD1d esta ligada a cascata de sinalizacao associada com a
transcricio de IL-10 (Colgan et al., 1999). E interessante destacar que o aumento da expressio
de CDId estd associada com uma intensa producdo de IL-10 (Lemoine et al., 2009).
Entretanto, a investigagio de células BCD19"CD1d™¢"[L-10" n3o foi possivel nesse primeiro
momento, devido a limitagdes técnicas, pois os anticorpos utilizados para marcagdo de CD1d
e IL-10 apresentavam o mesmo fluorocromo.

A molécula CD1d é uma glicoproteina de superficie celular capaz de se ligar e
apresentar certos glicolipideos antigénicos para subpopulacdes distintas de linfocitos T. Esses
glicolipideos apresentados pelo CD1d rapidamente ativam células NKT (Mizoguchi et al.,
2002). Dentro desse contexto, foi também demonstrado que as células Bregs regulariam
negativamente o processo inflamatorio favorecendo a geracdo de células NKT (Mauri &
Ehrenstein, 2007; Bouaziz et al., 2008).

As células NKT tém sido descritas como outra célula relevante na regulagao da
resposta imunologica, através da interacdo com células acessorias ou através de citocinas anti-
inflamatorias, limitando, assim, a patologia induzida por infecg¢des (Godfrey & Hammond,

2000; Kronenberg & Gapin, 2002; Hammond & Kronenberg, 2003; Matsuda et al., 2003;
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Taniguchi et al., 2003; Vincent et al., 2003; Godfrey & Kronenberg, 2004; Van der Vliet et
al., 2004; Dutchie et al., 2005). Na doenga de Chagas, foi demonstrado que pacientes com a
forma clinica IND apresentam percentual elevado de células NKT associado com um aumento
de células NK citotoxicas, sugerindo que as células NKT seriam capazes de controlar os
efeitos citotoxicos deletérios induzidos por células efetoras de pacientes IND (Vitelli-Avelar
et al.,2008).

Nossos resultados mostraram que pacientes na fase cronica da doenca de Chagas
apresentam um maior percentual de células B expressando a molécula CD1d (Figura 4),
indicando um possivel papel dessa subpopulacdo na infeccdo pelo 7. cruzi. Se as células
Bregs CD1d"€" aumentadas nos pacientes com doenga de Chagas teriam papel na ativagao de
células NKT, estudos ainda devem ser realizados.

Além do CD1d, um outro marcador bem descrito para as células B reguladoras ¢ o
CD21, um receptor para complemento, mais especificamente para fragmentos de C3. A
molécula CD19 forma um complexo com o CD21, e apds ligacdo ao CD21, inicia-se a
transdugdo de sinal, a partir do CD19, para ativagdo celular (Fujimoto & Sato, 2007). Nossos
dados mostraram uma maior expressdo da molécula CD21 na superficie de linfocitos B de
pacientes IND, tanto ex vivo como na presenca de estimulo com antigenos de 7. cruzi (Figura
5). Da mesma forma, a co-expressao de CD21 e CD1d foi maior no grupo IND (Figura 6).
Com base na informacdo de que células Bregs co-expressam essas duas moléculas, e que
pacientes chagasicos com a forma clinica IND apresentam percentual elevado de células
BCD19"CD21'CDI1d", esses resultados sugerem que essas células podem estar envolvidas no
controle da morbidade da doenga de Chagas.

Outra subpopulacdo de célula Breg ¢ caracterizada pela auséncia da molécula CD43 e
sua acdo envolve a inibi¢cdo de respostas do tipo Thl através da producdo de IL-10 (Dalwadi
et al., 2003; Evan et al., 2007). A avaliacio dessa subpopulacdo de Bregs CD19°CD43 CDI1d"
demonstrou que pacientes portadores da doencga de Chagas apresentam niveis elevados dessas
células (Figura 8).

Virios trabalhos sugerem que as células Bregs exercem seu papel supressor através da
produgdo de IL-10 (Mann et al., 2007; Mauri & Ehrenstein, 2007; Bouaziz et al., 2008;
Majlessi et al., 2008; Lemoine et al., 2009; Yanaba et al., 2009). Nossos dados mostraram
que as subpopulagdes de linfocitos Bregs (CD19'CD21" e CD19'CD43") sdo capazes de
expressar IL-10 e essa expressdo foi significativamente mais acentuada nos pacientes do
grupo CARD (Figuras 9 e 11). E importante destacar que Sathler-Avelar et al. (2006)

descreveram uma producao de IL-10 por linfécitos B de pacientes portadores da fase cronica
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da doenca de Chagas. Portanto, ¢ possivel que células Bregs possam estar envolvidas no
controle da morbidade ou até mesmo potencializar o processo inflamatorio.

Dentro desse contexto, foi observado que células Bregs produtoras de IL-10 sdo
capazes de regular as fungdes de células T (Bouaziz et al., 2008). Além disso, outros estudos
mostram que essas mesmas células Bregs poderiam regular o papel de células T reguladoras
CD4'CD25" via IL-10 e B7 (Mann et al., 2007). Considerando o percentual elevado de
células B reguladoras (CD19'CD21" e CD19°CD43") expressando IL-10 nos pacientes
CARD, ¢ possivel especular que as células Bregs poderiam controlar o percentual de células
Tregs, ja que nesses pacientes observa-se menor percentual de células Tregs (Araujo et al.,
2007; Vitelli-Avelar et al., 2005).

Adicionalmente, Araujo (2009) mostrou que pacientes CARD apresentavam
percentual elevado de células T CD4'CD25 Granzima B, sugerindo que a expressio da
molécula Granzima B poderia ser uma forma de autotoxicidade, ou ainda um mecanismo de
regulacdo das respostas imunes, levando a apoptose de células efetoras, o que
consequentemente, ocasionaria um desequilibrio da resposta imune e possivel dano tecidual
nesses pacientes, favorecendo o desenvolvimento da miocardiopatia chagasica.

A falta de uma resposta adequada das células reguladoras nos pacientes CARD
associada a outros mecanismos reguladores descontrolados podem esclarecer a exacerbagao
da resposta imune e forte resposta de células T citotoxicas CD8" observada nesses pacientes.
Além disso, alguns estudos sugerem a predominancia de uma funcdo inflamatoria em
pacientes CARD, o que pode estar associado ao estabelecimento de uma resposta imune nao
regulada, favorecendo o desenvolvimento da patologia (Menezes et al., 2004; Dutra et al.,
2009).

Outro mecanismo de regulacdo das células Bregs pode ser através da citocina TGF-f3,
uma vez que estudos mostram que essa citocina estaria envolvida com a indu¢@o de apoptose
de células T efetoras, como também na indugao de células T reguladoras (Mauri & Ehrestein,
2007). Nossos resultados mostraram que pacientes chagasicos apresentam percentual
diminuido de células B reguladoras (CD19°CD21" ¢ CD19°CD43") expressando TGF-
B (Figuras 10 e 12), sugerindo que esse mecanismo pode nao estar envolvido no controle da
resposta imune induzida pelo 7. cruzi.

Esses achados enfatizam que o balango de citocinas representa um elemento chave no
estabelecimento/manutencdo das diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Assim,
avaliar a produgdo de diferentes citocinas com caracteristicas inflamatorias e reguladoras

produzidas por subpopulagdes de células B reguladoras representa uma estratégia adequada
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para caracterizacdo do perfil imunolégico de individuos portadores das diferentes formas
clinicas da doenga.

Células B fornecem co-estimulacdo para células T através das moléculas B7.1 (CD80)
e B7.2 (CD86). Além disso, linfocitos B podem regular células T reguladoras via CD80 e
CD86, uma vez que células B isoladas de camundongos deficientes em B7 sdo incapazes de
induzir sinais cognitivos para ativacao de linfocitos T, bem como de apresentar células T
reguladoras (Mann et al., 2007). De fato, nossos resultados mostraram, apds estimulagdo in
vitro com antigenos de 7. cruzi, um aumento do percentual de células B CD19" expressando
e/ou co-expressando as moléculas CD80 e CD86 (Figuras 13, 14 e 15). Entretanto, se essas
moléculas estdo envolvidas na agcdo ou na geragdo de células T reguladoras, via células Bregs,
ainda ndo foi possivel identificar nesse trabalho.

Na tentativa de estudar outros mecanismos possiveis de regulacdo das células Bregs,
avaliamos a expressdo de marcadores de apoptose (Granzima B e Caspase 3), uma vez que
esses marcadores tém sido descritos como importantes moléculas indutoras de apoptose de
células Thl (Appay et al., 2002; Van Leeuwen et al., 2004; Mauri & Ehrestein, 2007;
Bouaziz et al., 2008). Apesar de ndo ter sido possivel avaliar a expressdao de caspase 3 e
granzima B nas subpopulagdes CD19°CD21" e CD19°CD43", observamos em nossos
resultados que células B de pacientes portadores da doenca de Chagas apresentam percentual
elevado de granzima B e caspase 3 ativa (Figuras 16 e 17), sugerindo que esse poderia ser um
possivel mecanismo regulador das respostas imunes induzidas pelo 7. cruzi. Estudos

funcionais sdo necessarios para validar nossa hipotese.
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7 CONCLUSAO
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Os resultados adquiridos com o desenvolvimento deste trabalho trouxeram um melhor
entendimento sobre o perfil fenotipico das células B reguladoras, avaliado por marcadores de
superficie e moléculas intracelulares, bem como sua presenca no sangue periférico de
pacientes portadores da fase cronica da doenga de Chagas. Além disso, esse trabalho originou
pela primeira vez na literatura, dados relacionados as células B reguladoras na doenca de
Chagas.

Assim como toda resposta imunoldgica, as células B reguladoras ndo agem
isoladamente, mas participam como mais um fator importante para os mecanismos de
imunorregulacdo. Entretanto, apenas a caracterizacdo fenotipica destas células ndo permitiu a
identificacao do papel das células Bregs na patogénese da doenga de Chagas.

Esses achados reforgam que a resposta imune contra o 7. cruzi pode ser regulada por
varios mecanismos supressores do hospedeiro. Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais
para melhor compreender a atividade funcional das células B reguladoras durante a infecgdo

por T cruzi e sua participagao na progressao da doenca.
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