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RESUMO

Existem indicios de que o benzonidazol interfere diretamente nos padrdes
imunologicos do hospedeiro tratados na fase crénica da doenca de Chagas.
Contudo, ainda n&o foi realizado estudo longitudinal com portadores cronicos
assintomaticos e sintomaticos submetidos ao tratamento etiolégico onde fossem
avaliados parametros imunologicos relacionados a ativacdo, citotoxicidade,
regulacédo e inflamacado celular de forma simultanea. Diante disto, nos propomos a
investigar a resposta imune de portadores cronicos da doenca de Chagas antes a
apos o tratamento com o benzonidazol. Foram selecionados vinte e um adultos
classificados na fase cronica da doenca de Chagas (forma indeterminada-IND=13/
forma cardiaca-CARD=8). Amostras de sangue foram coletadas antes do tratamento
etiologico (T0/n=21), apbés 2-3 meses (T1l/n=21) e 5-6 meses (T2/n=16), sendo
avaliadas por citometria de fluxo. Observamos um aumento de linfécito Bl
CD5+CD19+, bem como uma maior ativacdo de linfécitos T CD8+ citotdoxicos
(CD28+), indicando que o benzonidazol exacerbou mecanismos celulares
relacionados a eliminacdo do Trypanosoma cruzi. Contudo, houve reducéo em todos
os individuos de linfocitos T e B produtores de IFN-y+. Tais fenbmenos, associados
ao baixo percentual de linfécitos T CD4+CD25+/highFoxP3+, demonstram perda de
mecanismos de combate ao parasita e de controle da resposta inflamatéria. Porém,
ressaltamos que o0 surgimento de um padrdao de citocinas Thl modulado
(inflamatéria: IFN-y/ regulatorias: IL-4, IL-6, IL-10) de forma tardia (T2) no grupo
IND+CARD pode indicar que, apos um inicial desequilibrio imune, o organismo do
hospedeiro estaria migrando para uma imunomodulagdo. Desta forma, o
benzonidazol causou um desequilibrio de diferentes mecanismos relacionados a
resposta imune na doenca de Chagas crénica. Porém, apenas o acompanhamento
por um maior intervalo de tempo possibilitara concluirmos se estes fendbmenos sao
definitvos ou se sdo consequéncia dos elevados niveis antigénicos e
medicamentosos no organismo do hospedeiro.

Palavras chaves: Doenca de Chagas, sistema imunoldgico, quimioterapia
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ABSTRACT

Evidence suggests that benznidazole treatment directly interferes with the host
Immune response in the chronic phase of Chagas disease. However, a longitudinal
study to simultaneously evaluate immune parameters related to activation,
cytotoxicity, cell regulation and inflammation of these chronic patients submitted to
etiological treatment has never been performed. Therefore, the present study aimed
to evaluate immune response in individuals with chronic Chagas disease before and
after benznidazole treatment. Were selected twenty-one adults classified in the
chronic phase of Chagas disease (indeterminate form-IND=13/ cardiac form-
CARD=8). Blood samples were collected before etiological treatment (TO / n = 21)
and after 2-3 months (T1/n=21) and 5-6 months (T2/n=16), being analyzed by flow
cytometry. Increase in CD5+CD19+ B1 lymphocyte, as well as greater activation of
cytotoxic T CD8+ cells (CD28+), indicate that benznidazole exacerbates cellular
mechanisms related to Trypanosoma cruzi elimination. On the other hand, there was
a reduction in IFN-y production by T and B lymphocytes in all individuals. These
phenomena associated with low percentage of CD4+CD25+/highFoxP3+ T
lymphocyte, showing a loss of the mechanisms of parasite combat and inflamation
control. Was emphasized that the rise of a modulated Thl cytokines pattern
(inflammatory: IFN-y / regulatory: IL-4, IL-6, IL-10) delayed (T2) in IND+CARD group
may indicate that after initial immune imbalance, host response would become
immunomodulatory. Thus, benznidazole acts by unbalancing different mechanisms
related to immune response in chronic Chagas disease. Although, a long follow-up
investigation will be necessary to conclude if these phenomena are definitive or are
due to high levels of drug and antigen in host organism.

Keywords: Chagas disease, immune system, drug therapy
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1 INTRODUCAO

Causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, a doenca de Chagas esta
circunscrita do sul dos Estados Unidos ao sul da Argentina e Chile, existindo relatos
de casos em paises ndo endémicos em virtude dos movimentos migratérios
(COURA; DIAS, 2009; SCHMUNIS; YADON, 2010).

Clinicamente, o0s individuos infectados apresentam quadro inicial
assintomatico ou oligossintomatico, o que dificulta o diagndstico da doenca em sua
fase aguda. Dois a quatro meses apés o término desta fase os individuos evoluem
para a fase crbnica, sendo esta de grande preocupacdo médica devido ao carater
debilitante apresentado por parte dos individuos infectados (DIAS, 1989).

A Unica opc¢ao para o tratamento etiologico da doenca de Chagas no Brasil é
0 benzonidazol, com cerca de 70% dos individuos tratados na fase aguda
apresentando cura (MARIN-NETO et al., 2009). Entretanto, o uso desta medicacéo
também é recomendado em casos de transmissdo congénita, de reativacdo da
infeccdo e em criancas infectadas. Na fase crbnica, por sua vez, a indicacdo do
tratamento € para individuos que ndo demonstrem manifestacdes clinicas, ou que
estejam presentes de forma branda (BERN et al., 2007).

Acredita-se que a utilizacdo da medicacdo na fase crbnica tem como
finalidade prevenir ou retardar a evolucdo da doenca de Chagas para as formas
clinicas mais graves. Evidéncias de atenuacdo no curso de miocardites em animais
infectados com T. cruzi (GARCIA et al., 2005), bem como estudos observacionais de
individuos que demonstraram negativacdo dos testes sorologicos e prevencao
guanto a evolucdo para os quadros clinicos sintomaticos (FRAGATA FILHO; SILVA;
BOAINAIN, 1995), vem ratificar o papel do tratamento etiolégico no controle do curso
clinico desta parasitose. Contudo, a intervencdo com o benzonidazol na fase crbénica
da doenca ainda né&o foi estabelecida, uma vez que ndo estdo definidos os reais
beneficios da utilizacdo do tratamento etiologico nesta fase da doenca de Chagas
(BRITTO et al., 2001; LAURIA-PIRES et al., 2000).

Um dos grandes empecilhos para o estabelecimento do benzonidazol como
abordagem terapéutica na fase cronica € a inexisténcias de padrbes laboratoriais
gue confirmem a cura ou a falha terapéutica de forma precoce e segura. Baseados
em métodos sorolégicos indiretos (que identificam anticorpos especificos ao T.

cruzi), os testes mais utilizadas apresentam como desvantagem a demora em
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demonstrar a reducgéo dos titulos de anticorpos ou a soroconversdo dos individuos
na fase cronica, indicando a necessidade de novas abordagens para esta finalidade.

Com o0 objetivo de identificar novos marcadores imunologicos de
acompanhamento apoOs tratamento etiologico, alguns grupos de pesquisa tém
realizado trabalhos avaliando a influéncia do benzonidazol na resposta imunoldgica
dos individuos portadores da doenca de Chagas (LAUCELLA et al., 2009; GUEDES
et al., 2012; SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2008, 2012; VITELLI-AVELAR et al.,
2008). Contudo, nenhum marcador imunologico foi definido.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo de
seguimento onde foi avaliada a resposta imunolégica em individuos adultos na fase
cronica da doenca de Chagas no contexto ex vivo e apos estimulo com antigeno de
T. cruzi, antes e apds a o tratamento etiolégico com o benzonidazol. Estudos que
possam contribuir trazendo conhecimento sobre a atuacao desta medicacéo na fase
cronica da doenca de Chagas séo de grande relevancia diante da importancia da
busca de indicadores mais adequados para 0 acompanhamento apés o tratamento.
O intuito foi demonstrar que a observacdo do comportamento imune pode permitir a
identificacdo do impacto da terapéutica nesta fase da doenga, auxiliando na
definicdo do tratamento etiolégico como intervencgdao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da doenca de Chagas

O médico Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, em 1908 no municipio de
Lassance (Minas Gerais), teve seu primeiro contato com o inseto hematéfago vetor
do Trypanosoma cruzi, parasita causador da doenca de Chagas. A partir de entdo
suas pesquisas permitiram a descricdo de detalhes do ciclo de transmissao e das
manifestacbes clinicas do primeiro caso humano, tornando seu relato Gnico na
histéria (CHAGAS, 1909; COUTINHO; DIAS, 1999; RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO,
2010).

Causada pelo protozoario T. cruzi, a doenca de Chagas apresenta diversos
mecanismos nao vetoriais de transmissao (transplante de érgdos e hemoderivados,
congénita, oral, por aleitamento materno e acidentes laboratoriais). Contudo, a via
classica de transmissao, caracterizada pela presenca de insetos hematofagos da
familia Reduviidae, foi o principal fator que contribuiu para o estabelecimento da
doenca de Chagas como enfermidade atualmente endémica do sul dos Estados
Unidos ao sul da Argentina e Chile, apresentando 15-18 milhdes de infectados
apenas na América Latina (BRICENO-LEON, 2009; COURA; DIAS, 2009).

Um conjunto de fatores permitiu o estabelecimento, manutencédo e expansao
da doenca, como: progressao das fronteiras agricolas, habitacdes rudimentares
(cafuas e casas de taipa), estabelecimento de ciclos domésticos e peridomésticos
(galinheiros e chiqueiros), entre outros (BRICENO-LEON, 2009; KROPF, 2006;
SILVEIRA, 2000). Aliada a isso, a expansdao da doenca, devido a migracdo de
pessoas de paises endémicos para paises ndo endémicos, tem reforcado a
relevancia desta parasitose como problema de saude publica, com
aproximadamente 100 milhfes de individuos estando sobre risco de infeccdo em
todo o mundo (COURA,; DIAS, 2009; SCHMUNIS; YADON, 2010).

Em 2010 foram estimados 47.743 imigrantes infectados pelo T. cruzi vivendo
na Espanha. No Canada e na Austrélia, o nimero estimado de imigrantes com
doenca de Chagas foi de 1.789 e 1.392, respectivamente (GASCON; BERN;
PINAZO, 2010). A imigracéo de infectados para estas regides aumentou o risco de
transmissdo congénita e por transfusdo sanguinea, levando a necessidade de

melhorias na infraestrutura especializada no cuidado médico dos individuos
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portadores e no controle dos bancos de sangue (COURA; DIAS, 2009; RASSI Jr;
RASSI; MARIN-NETO, 2010; SCHMUNIS, 2007; TANOWITZ, WEISS;
MONTGOMERY, 2011).

No Brasil, entre 2001 e 2006, o Sistema de Informacdes de Agravos de
Notificacdo (SINAN) registrou 2.249 casos agudos de doenca de Chagas - taxa
média de 0,21 casos agudos/100.000 habitantes - com os estados das regides Norte
e Nordeste apresentando as maiores taxas (BRAZ et al., 2011). Em inquérito
sorologico com neonatos do Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais, foi
verificada uma prevaléncia para doenca em puérperas de 0,5%, sendo o risco de
transmissao vertical de 0,2% e a incidéncia congénita de 1,6/100.000 nascidos vivos
(GONTIJO et al.,, 2009). Em inquérito de soroprevaléncia realizado entre 2001 e
2008 em criancas com idade até cinco anos, apenas 32 (0,03%) das 104.954
criangas foram confirmadas como infectadas. Destas, 0,02% com positividade
materna (sugerindo transmissdo congénita) e 0,01% com positividade apenas na
crianca (provavel transmissao vetorial). As criancas que adquiriram a infec¢do por
provavel via vetorial distribuiram-se predominantemente na regido nordeste (Piaui,
Cear4, Rio Grande do Norte, Paraiba e Alagoas). Dos casos com provavel
transmissao congénita sobressaiu-se o Rio Grande do Sul (60%), representando as
diferencas regionais na transmissdo congénita da doenca de Chagas no Brasil
(OSTERMAYER et al., 2011). Aliados a tais dados, relatos de infeccéo por ingestao
de alimentos contaminados (transmissdo oral) (DIAS et al., 2008; PINTO et al.,
2008; SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; STEINDEL et al.,, 2008; VALENTE,
VALENTE; NETO, 1999) demonstram que outras formas de transmissdo tém
permitido a circulacdo do T. cruzi no territorio brasileiro.

O Sistema de Informacdo sobre Mortalidade (SIM/ Departamento de
Informatica do Sistema Unico de Saude/Ministério da Salde) apresenta registrados,
entre 1980 e 2007, 156.224 o6bitos que tiveram como causa base a doenca de
Chagas no Brasil, com taxa de mortalidade de 3,66/100.000 habitantes (BRAZ et al.,
2011). Como a notificacdo dos casos de doenca de Chagas restringem-se apenas
aos casos agudos, acredita-se que existam cerca de 600.000 individuos portadores
da doenca de Chagas cronica apresentando agravos cardiacos e/ou digestivos, com
tais manifestagcdes causando Obito de cerca de 5.000 individuos ao ano (COURA;
DIAS, 2009).
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Desde sua descoberta, algumas acdes tém sido desenvolvidas nas areas
endémicas com 0 objetivo de atuar contra a disseminacéo da doenca de Chagas.
Teve destaque a “Acdo para eliminar o Triatoma infestans” implementada pelos
paises do Cone Sul em 1990 (SCHOFIELD; DIAS, 1999). No Brasil isto veio reforcar
as acdes para o controle da transmissdo desta enfermidade j& existentes desde
1975 (DIAS, 1987). Como consequéncia, alguns paises receberam da Organizacao
Pan-Americana de Saude/Organizacdo Mundial de Saude a certificacdo de
eliminacdo da transmissdo da doenca de Chagas através do principal vetor
circulante (DIAS, 2006).

Para o Brasil, esta certificacdo veio em 2006, estando o pais livre da
transmissdo da doenca de Chagas pelo Triatoma infestans e por transfusao de
sangue e seus derivados (DIAS, 2006). No entanto, a presenca de espécies
consideradas vetores secundarios como Triatoma sordida, Triatoma brasiliensis e
Panstrongylus megistus (OLIVEIRA FILHO, 1999), aliada as outras formas de
transmissdo, como por transplante de érgéos e pelas vias congénita e oral (COURA
et al., 2002; COURA, 2007; COURA; DIAS, 2009; GONTIJO et al., 2009; PINTO et
al., 2008), subsidiam a preocupacéo acerca desta doenca que, apesar dos avangos
obtidos, ainda persiste como doenca negligenciada no Brasil.

Doencas negligenciadas correspondem a um grupo de doencgas infecciosas
que afetam predominantemente as populacbes mais pobres e vulneraveis,
contribuindo com a perpetuacdo dos ciclos de pobreza, desigualdade e exclusdo
social pelo seu impacto na saude infantil, na redugéo da produtividade da populacdo
trabalhadora e na promocdo do estigma social (BRASIL, 2010; HOTEZ, 2007).
Diante disso, merece destaque no Brasil o Programa de Enfrentamento as Doencas
Negligenciadas (SANAR), lancado pela Secretaria Estadual de Saude do Estado de
Pernambuco em 2011. O objetivo do projeto € reduzir ou eliminar as doencas
transmissiveis negligenciadas que apresentam indicadores inaceitaveis, estando a
doenca de Chagas entre as prioridades. Passados dois anos de implantacdo do
programa, foram exterminados 2,5 mil vetores do T. cruzi, apos inspecao de 29.149
residéncias. Por meio do SANAR também houve o aumento da oferta do exame
sorolégico para o diagnostico da doenga nas 12 regides do Estado (PERNAMBUCO,
2014).

Contudo, mesmo com 0s programas hacionais de controle da doenca de

Chagas tendo apresentado efetividade em seu controle, ainda existem
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aproximadamente 3 milhdes de pessoas infectadas no Brasil (PETHERICK et al.

2010), constituindo uma carga permanente sobre 0s servi¢cos de saude.

2.2 Aspectos clinicos da doenca de Chagas

Os individuos portadores da doenca de Chagas apresentam duas fases
clinicas caracteristicas, aguda e crbnica. A fase aguda dura de 6-8 semanas, com
alguns individuos apresentando febre, linfadenopatia, esplenomegalia e/ou edema,
sendo a maioria dos casos assintomaticos ou oligossintomaticos. Sem tratamento,
cerca de 5-10% dos individuos sintométicos vem a Obito durante esta fase,
principalmente por encefalomielite ou insuficiéncia cardiaca grave, sendo raros 0s
casos de morte subita (COURA, 2007; PRATA, 2001; RASSI Jr; RASSI; MARIN-
NETO, 2010). Esta fase é caracterizada pelo elevado numero de parasitas na
corrente sanguinea e nos tecidos do hospedeiro, sendo a infeccdo aguda
acompanhada de ativacdo excessiva do sistema imune, com elevacdo dos niveis
plasmaticos de citocinas e intensa ativacdo de linfécitos B e T (JUNQUEIRA et al.,
2010). As manifesta¢cbes da doenca aguda resolvem-se espontaneamente em cerca
de 90% dos individuos infectados, mesmo quando néo é realizado o tratamento com
drogas tripanocidas (RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

A evolucéo da fase aguda para a fase cronica é acompanhada pelo gradativo
desaparecimento das manifestacdes clinicas, diminuicdo da parasitemia e elevacao
de anticorpos especificos da classe IgG. Cerca de 60-70% dos individuos nunca
desenvolve doenca clinica aparente na fase crbnica, sendo caracterizados como
portadores da forma indeterminada da doenca de Chagas (RASSI Jr; RASSI;
MARIN-NETO, 2010). Estes individuos apresentam eletrocadiograma (ECG) e
exames radiologicos de torax, esdfago e colon sem alteracbes (BRASIL, 2005;
ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002; RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO,
2010), com expectativa de vida similar a dos individuos sem doenca de Chagas
(MARIN-NETO et al., 2002; NUNES et al., 2013; RIBEIRO; ROCHA, 1998;).

Mesmo com a maioria dos individuos permanecendo assintomaticos por toda
a vida, ap6s um periodo de 10-30 anos, parte destes desenvolvem a doenca de
Chagas crbnica sintomatica, caracterizada pela presenca de desordens cardiacas
(forma cardiaca) ou gastrointestinais (forma digestiva). Uma minoria dos infectados

pode demonstrar forma cardiaca e forma digestiva simultaneamente, caracterizando
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a forma mista (FM) da doenca crénica (GASCON; BERN; PINAZO, 2010; PRATA,
2001; RASSI Jr, RASSI; MARIN-NETO, 2010)

A cardiopatia chagasica cronica € a principal responsavel pela elevada
morbidade-mortalidade da doenca, surgindo em 20-30% dos individuos e incluindo
amplo espectro de manifestacbes, que vao da presenca de anormalidades do
sistema de conducado a bradicardias e taquicardias, aneurisma apical, insuficiéncia
cardiaca, tromboembolia e morte subita (MAYA et al., 2010; RASSI Jr; RASSI;
LITTLE, 2000; RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010). A presenca de alteracdes
eletrocardiogréficas constitui elemento fundamental na caracterizacdo de
comprometimento cardiaco significativo na doenca (BRASIL, 2005). E comum o
paciente com a forma cardiaca relatar dor toracica apical. A insuficiéncia cardiaca &
geralmente biventricular, que é a mais frequente e severa manifestacdo, sendo
associada com piores prognosticos e altas taxas de mortalidade em comparacao
com insuficiéncia cardiaca devido a outras causas (RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO,
2010; RASSI Jr; RASSI, 2010).

Sendo o dano cardiaco na doenca de Chagas um processo progressivo que
pode ser classificado em estdgios, uma nova classificagdo foi proposta na | Diretriz
Latino-Americana para o Diagnostico e Tratamento da Cardiopatia Chagasica. Essa
classificacdo teve como objetivo uniformizar as apresentacdes clinicas e nortear
condutas e recomendacfes internacionais, sendo mais uma ferramenta auxiliar no
tratamento dos individuos portadores da doenca de Chagas crbnica (Figura 1)

(ANDRADE et al., 2011).

Figura 1 - Classificacao clinica da disfun¢éo ventricular esquerda na cardiopatia chagasica.
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Segundo essa diretriz, individuos portadores da doenca de Chagas cronica
sem sintomas presentes ou pregressos de insuficiéncia cardiaca (IC) e com ECG e
RX de torax normal séo classificados no estagio A, enquadrando os individuos da
forma indeterminada (ANDRADE et al., 2011).

Por sua vez, os individuos anteriormente classificados com forma cardiaca
foram subdivididos em quatro estagios (B1, B2, C e D). Individuos portadores
cronicos com cardiopatia estrutural que nunca tiveram sinais nem sintomas de IC
estdo no estagio B, que contempla duas situacdes clinicas: B1 e B2. No estagio B1,
estdo os individuos com alteracfes eletrocardiograficas (disturbios de conducédo ou
arritmias) e que ndo tém disfuncdo ventricular. Esses individuos podem ter
alteracdes ecocardiograficas discretas (anormalidades da contratilidade regional),
porém a funcdo ventricular global é normal. No estagio B2, estdo aqueles que ja
apresentam disfuncdo ventricular global, com fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) reduzida (ANDRADE et al., 2011).

No estagio C, estdo os individuos com sintomas prévios ou atuais de IC, e
que possuem disfuncao ventricular (New York Heart Association-NYHA I, 11, Il e V).
Por sua vez, os que apresentam sintomas de IC em repouso, refratarios ao
tratamento clinico maximizado (NYHA 1V), necessitando intervengdes especializadas
e intensivas, sdo classificados no estagio D da cardiopatia chagasica (ANDRADE et
al., 2011).

Surgindo em cerca de 10-15% dos individuos portadores crénicos da doenca
de Chagas, as disfuncdes gastrointestinais sao caracterizadas com infiltracéo
linfocitica focal e degeneragdo neuronal com desnervagdo, sendo caracteristicas no
megaesbéfago e no megacélon (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI Jr;
RASSI; MARIN-NETO, 2010). Individuos soropositivos para a doenca de Chagas
gue apresentam queixas clinicas relacionadas ao trato gastrointestinal demonstram
fortes indicios de acometimento digestivo. A confirmacdo ocorre através de
alteracdes reveladas no exame radiolégico do esdfago e do coldn, na endoscopia,
no enema opaco ou ha colonoscopia. O megaestfago causa disfagia combinada
com dor epigastrica, regurgitacdo, ptialismo e desnutricdo em casos mais severos.
Por sua vez, o megacolon afeta o segmento sigmdide, reto ou célon descendente,
ou uma combinacdo destes, produzindo prolongada constipacdo, distenséo
abdominal e ocasionalmente obstrucdo do intestino grosso (BRASIL, 2005; RASSI
Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010).



23
BRAZ, S.C.M — REFERENCIAL TEORICO

2.3 Fatores envolvidos no estabelecimento da patolo  gia da doencga de Chagas

Os mecanismos relacionados ao estabelecimento da variedade de quadros
clinicos desenvolvida na fase cronica da doenca de Chagas sdo multifatoriais,
envolvendo aspectos ligados tanto ao parasita quanto ao hospedeiro (DUTRA,;
ROCHA; TEIXEIRA, 2005).

Trabalhos acerca dos polimorfismos do T. cruzi sugerem que a evolugéo
clinica do hospedeiro seja influenciada pela variabilidade genética do protozoario
(BUSCAGLIA; DI NOIA, 2003). A correlacdo entre a miocardite na doenca de
Chagas cronica e a persisténcia do T. cruzi no tecido cardiaco foi documentada
(MARIN-NETO et al., 2007; ZHANG; TARLETON, 1999), assim como a deteccédo do
parasita no sangue, em tecido cardiaco (ANEZ et al., 1999) e no sistema digestivo
(GUTIERREZ et al.,, 2009) de individuos cronicos sintomaticos, reforcando a
importancia do protozoéario na patologia crbnica. Aliada a isso, existem evidéncias de
que a reducdo da quantidade de parasitas em decorréncia do tratamento etiolégico
conduz a um decréscimo concomitante na gravidade clinica da doenca de Chagas
(BUSTAMANTE; BIXBY; TARLETON, 2008; VIOTTI et al., 1994).

Por sua vez, estudos tém demonstrado padrdes de resposta imunoldgica
distintos para cada uma das formas clinicas crénicas da doenca de Chagas
(BARROS-MAZON et al., 2004; CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; DUTRA et al.,
1994; GOMES et al., 2003; LORENA et al., 2010; VITELLI-AVELAR et al., 2005). A
hipotese acerca do papel da resposta imunologica afirma que individuos com a
forma indeterminada sdo capazes de reduzir o nimero de parasitas na fase inicial da
infeccdo, modulando a resposta imune e limitando assim o desenvolvimento da
patologia na fase cronica. Ja o sistema imunolégico dos individuos crénicos que nao
conseguem manter de forma eficiente os mecanismos imunoregulatérios, mesmo
sendo capazes de controlar a parasitemia, permite o estabelecimento de resposta
inflamatoria persistente com desenvolvimento de quadro clinico sintomatico
(DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005; DUTRA et al., 2009).

Diante da complexidade presente na relacdo do hospedeiro com o T. cruzi,
ambas as hip6teses — imune e da persisténcia do parasita — devem ser levadas em
consideracdo para compreensdao dos mecanismos envolvidos na patologia da
doenca de Chagas (MARIN-NETO et al., 2007). Desta forma, o processo patolégico
desenvolvido por parte dos individuos portadores crénicos da doenca € influenciado
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tanto pela manutencdo do parasita no organismo do hospedeiro quanto pela

resposta imunologica construida contra a infec¢do causada pelo T. cruzi.

2.3.1 A resposta imunolégica do hospedeiro e a patologia na doenca de Chagas

No homem, bem como em modelos experimentais, a infeccdo pelo T. cruzi
mobiliza diferentes compartimentos do sistema imune, levando ao aparecimento de
respostas humorais e celulares contra o parasita, sendo estas cruciais na reducao
da elevada carga parasitaria caracteristica do primeiro estdgio da infeccdo
(BRENER; GAZZINELLI, 1997). O sistema imune inato tem papel central, agindo
como primeira barreira na resisténcia do hospedeiro a infec¢cdo, com suas células
(macréfagos, células NK e dendriticas) produzindo citocinas (IL-12, TNF-a e IFN-y) e
moléculas efetoras (intermediarios reativos de nitrogénio), além das proteinas do
sistema complemento, atuando no controle da replicacdo do parasita. Aléem disso, as
células do sistema imune inato sdo responsaveis por interligar a imunidade inata
com a adquirida, principalmente através das células dendriticas, produzindo
citocinas necessarias para diferenciacdo e expanséao clonal de células Thl CD4+ e
CD8+, assim como células B, com estes tipos celulares atuando direta e
indiretamente no controle da infeccdo através de mecanismos fagociticos e
citotoxicos (Figura 2) (JUNQUEIRA et al., 2010).
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Figura 2 - Imunidade inata e adquirida durante a infeccéo pelo Trypanosoma cruzi.
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Entretanto, acredita-se que com o0 estabelecimento da fase crbnica, a
resposta imunolégica acaba adquirindo padrdes diferentes entre as distintas formas
clinicas. Experimentos utilizando amostras de sangue humano constataram uma
resposta imune citotoxica entre os individuos cronicos sintomaticos, com a presenca
de células T CD8+ e citocinas inflamatodrias, como o TNF-a e IFN-y (MENEZES et
al., 2004). Além disso, elevados niveis de IFN-y estariam correlacionados com o
nivel de severidade do envolvimento cardiaco, sugerindo o envolvimento desta
citocina com a evolucéo para a forma cardiaca (GOMES et al., 2003; LORENA et al.,
2010). Por sua vez, a alta frequéncia de linfécitos T CD4+ e a elevada producéo de
IL-10 na forma indeterminada, caracteristicos de uma resposta antiinflamatéria,
evidenciam um ambiente imunolégico regulado (ARAUJO et al., 2011; BAHIA-
OLIVEIRA et al., 1998, CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003;
MENEZES et al., 2004) (Figura 3).
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Figura 3 - Imunorregulacdo na doenca de Chagas cronica.
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Como dito anteriormente, a interacdo entre a imunidade inata e a imunidade
adaptativa é crucial no estabelecimento de uma resposta imune efetiva. Para isso, a
ativacdo das células T pela apresentacdo de antigenos por moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), presentes nas células apresentadoras de
antigenos-APCs (células dendriticas, mondcitos/macrofagos e linfocitos B), deve ser
bem sucedida, sendo dependente da presenca de co-sinalizacdo apropriada
(WANG; CHEN, 2004).

Uma das vias de co-sinalizacdo mais importantes consiste na interacao entre
a molécula CD28, expressa pelas células T, e os seus homélogos, CD80 e CD86,
presentes em APCs. A ligacdo da CD28 presente nas células T virgens a estas
moléculas co-sinalizadoras fornece um potente sinal estimulador de ativacdo e
diferenciacdo destas células, resultando na inducéo da transcricdo do gene da IL-2,
na expressdo de CD25, e na entrada no ciclo celular (ALEGRE, FRAUWIRTH,
THOMPSON, 2001; BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2002; COLLINS; LING,;
CARRENO, 2005). A CD28 também atua na diferenciacdo de célula B e producéo
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de anticorpos além de direcionar a migracao dentro do sitio inflamatério pela inducéo
da producéo de quimiocinas e regulacdo dos receptores das quimiocinas (BOUR-
JORDAN; BLUESTONE, 2002).

Por outro lado, o Antigeno Intracelular-4 Associado ao Linfécito Citotdxico
(CTLA-4) ou CD152, desempenha o papel oposto ao da molécula CD28, regulando
negativamente a ativacdo das células T. A CTLA-4 possui 76% de homologia a
CD28 e liga-se aos mesmos receptores co-estimuladores, CD80 e CD86, com maior
afinidade que o CD28 (BRUNNER et al., 1999; WANG; CHEN, 2004). Entretanto, a
expressdo de CTLA-4 é apenas verificada ap0s a ativagédo das células T via CD4+
ou CD8+ (ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001).

Ao avaliar a expresséo destas moléculas co-estimulatorias em células obtidas
de individuos portadores crénicos da doenca de Chagas, Souza et al. (2007)
verificaram que apoés infeccdo com o T. cruzi, monécitos CD14+ aumentaram a
frequéncia de CD80 em todos os grupos avaliados. Ao expor linfocitos aos
monaocitos infectados, 0os autores observaram aumento na expressao de CTLA-4 na
superficie das células T de individuos assintomaticos, mas ndo naqueles com
doenca cardiaca, em comparacdo com o grupo controle (SOUZA et al., 2007),
sugerindo que o parasita induz uma resposta imunolégica modulada apenas na
forma indeterminada, com elevada expressao de CD80 e CTLA-4.

As moléculas de superficie HLA-DR, co-sinalizadoras constitutivas das APCs,
sdo antigenos glicoproteicos, conhecidos como MHC classe I, que estimulam as
respostas imunes adaptativas através da apresentacdo de peptideos a linfocitos
TCD4+, também sendo importantes na ativacao celular (LA FLAMME et al.,1997).
Molica et al. (2007), mesmo sem verificarem diferenca estatistica, observaram que
individuos na forma cronica assintomatica da doenca de Chagas apresentam baixa
expressdo da molécula HLA-DR em células CD14+, sugerindo que a ativagdo dos
linfécitos T por essas células poderia estar mais controlada neste individuos
(MOLICA, 2007). Também foram verificados baixos niveis de HLA-DR relacionados
com alta expressao de IL-10 em mondcitos de individuos forma indeterminada, tanto
ex Vvivo quanto apos infeccdo in vitro com T. cruzi, em comparagcdo com O grupo
controle (individuos nao-infectados) (SOUZA et al., 2004), sugerindo a existéncia de
uma regulacdo da resposta imune por parte dos mondcitos de individuos do grupo

forma indeterminada.
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Subtipos especificos de linfocitos também tém sido correlacionados com a
presenca ou ndo de manifestacdes clinicas na fase crénica da doenca de Chagas.
As células T CD4+CD25+, pertencente ao grupo de células T designadas de
regulatorias, vem sendo foco das pesquisas atuais pelo acumulo de evidéncias
indicativas de seu papel na manutencdo da tolerancia imunolégica e no controle
negativo da resposta imune contra patégenos (BELKAID; SUN; BOULADOUX, 2006;
CEDERBOM; HALL; IVARS, 2000; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2004; SAKAGUCHI
et al., 1995). As células T CD4+CD25+ suprimem a ativacdo, a proliferacdo e a
funcdo efetora de varios tipos de células imunes, incluindo células T CD4+ e CD8+,
natural killer (NK), NKT, B e apresentadoras de antigenos (APCs) (SAKAGUCHI et
al., 2008). Alguns estudos tém relacionado a elevada frequéncia destas células com
a forma cronica assintomatica da doenca de Chagas (ARAUJO et al., 2011, 2012;
VITELLI-AVELAR et al., 2005, 2006).

Além de expressar constitutivamente a cadeia a do receptor de IL-2 (CD25),
as células Tregs CD4+CD25+ também expressam o fator de transcricdo Foxp3
(Forkhead Box P3), gene controlador do desenvolvimento e funcéo destes linfécitos
(FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; SAKAGUCHI et al.,, 2008). Mutac¢bes
neste gene levam a deficiéncia ou m& funcdo destas células, tendo como
consequéncia o0 desenvolvimento de patologias autoimunes e/ou desordens
inflamatorias (ZIRGLER, 2006). A alta frequéncia de células T CD4+CD25+
expressando FoxP3 foi observada em individuos com cardiomiopatia chagasica
ausente/leve quando comparada com aqueles com cardiomiopatia chagasica
moderada/grave ap0Os estimulagdo com tripomastigotas (ARAUJO et al., 2012;
GUEDES et al., 2012). Relatos de alta expressdao de FoxP3 em camadas
musculares e na area dos plexos neuronais do colon (SILVEIRA et al., 2009) e no
tecido cardiaco (ARAUJO et al., 2011) de portadores cronicos assintomaticos
reforcam o papel regulador das células FoxP3+ na moderagdo do processo
inflamatorio apresentado nesta parasitose.

Outro grupo celular indispensével na resposta imunoldgica contra o T. cruzi €
o das células NK. Estas células ja foram citadas como uma das principais produtoras
de IFN-y durante os estagios iniciais da infeccdo (BRENER et al., 1997; CARDILLO
et al., 1996; SILVA et al., 1992). A atividade citotoxica das células NK é dependente
de sua subpopulacdo, sendo descritos dois tipos principais de acordo com a
expressdo da molécula CD56 (SONDERGAARD; ULLUM; PEDERSEN, 2000).
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Aproximadamente 90% sdo designadas células NK maduras, com baixa expressao
de CD56 (CD56%™) e altos niveis de CD16 em sua superficie. Por sua vez, 0s
outros 10% restantes sdo CD56+ com baixa ou nenhuma expressdo de CD16,
demonstrando acentuada atividade proliferativa. Estas ultimas sédo determinadas de
células T NK por apresentarem marcadores de superficie tanto dos linfécitos T
quanto de células NK, sendo consideradas outro subtipo de linfocito T regulatorio
(CALIGIURI, 2008; COOPER, 2001; GODFREY et al, 2000; GODFREY;
KRONENBERG, 2004). Vittelli-Avellar et al. (2005) indicaram um possivel controle
do processo inflamatério por parte destes linfocitos na doenca de Chagas croénica,
uma vez que individuos na forma indeterminada exibiram elevada frequéncia de
células CD3+CD16-CD56+ (T NK) concomitante com uma baixa frequéncia de
células T CD8+ ativadas (VITELLI-AVELAR et al., 2005). Contudo, vias regulatorias
envolvendo outras células imunes também podem estar relacionadas ao controle da
inflamagé&o na doenga de Chagas.

Existem subclasses distintas de células B que suprimem a progressao da
inflamac&o mediada pela imunidade adquirida através de varios mecanismos como:
producdo de IL-10 e TGF-B, apresentacdo secundaria de antigenos e interacdo
celular direta ou através de anticorpos (MIZOGUCHI; BHAN, 2006). Denominadas
com Bregs, estas células suprimem a ativacao e diferenciacdo de linfocitos T CD4+,
CD8+ e células T NK por meio da producao de citocinas antiinflamatorias, como IL-
10 e TGF-B. Desta forma, influenciam na reducdo da resposta Thl patogénica,
promovendo a apoptose destas células e/ou inibindo a apresentacdo de antigeno
pelas APCs (BOUAZIZ; YANABA; TEDDER, 2008; MAURI; EHRENSTEIN, 2007).
Além disso, promovem a remocao de corpos apoptoticos, evitando que estes
desencadeiem respostas inflamatérias (MAURI; EHRENSTEIN, 2007). Sathler-
Avelar et al. (2003) demonstraram aumento nos niveis de linfécitos B na fase aguda
tardia e nos estagios iniciais da infeccado crénica. Posteriormente, foi evidenciada
producdo de IL-10 por linfécitos B, tanto no contexto ex vivo quanto apoés
estimulacdo antigénica (SATHLER-AVELAR et al., 2008).

Diante dos relatos acerca da relacdo de diferentes subtipos celulares, assim
como moléculas co-estimulatérias e citocinas, com as diferentes formas clinicas da
doenca de Chagas crOnica, é possivel afirmar que a gravidade do quadro
inflamatorio tecidual estaria relacionada com um padrdo citotéxico/inflamatério de

resposta, enquanto que a auséncia de sintomas clinicos seria acompanhada por
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uma resposta imune equilibrada/modulada contra o T. cruzi (GOMES et al., 2003;
MENEZES et al., 2004; SOUZA et al., 2007; VITELLI-AVELAR et al., 2005, 2008),

conduzindo a manutencdo de um ambiente tecidual ausente de injarias.

2.4 Tratamento etiol6gico na doenca de Chagas créni  ca

Apenas dois compostos terapéuticos estdo atualmente em uso para O
tratamento etioldgico da doenca de Chagas, o nifurtimox e o benzonidazol. Seu uso
é recomendado para casos agudos, congénitos, de reativagdo da infeccdo e em
criangas infectadas (ANDRADE et al., 2011; BRASIL, 2005), com cerca de 70% dos
individuos tratados na fase aguda apresentando cura (MARIN-NETO et al., 2009).

O benzonidazol, derivado nitroimidazélico (N-benzil-2-nitro-1-imidazol-
acetamida), foi lancado em 1970, sendo a Unica droga usada na maioria dos paises
latino-americanos (MAYA et al.,, 2007). Atualmente no Brasil o benzonidazol é
produzido pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE)
localizado na cidade do Recife (MARIN-NETO et al., 2009). O tratamento deve ter
duracéo de 60 dias, com a dose recomendada sendo de 10 mg/kg/dia em criancgas e
quadros agudos e 5 mg/kg/dia na fase crbnica, com recomendacdo de dose maxima
diaria de 300 mg (ANDRADE et al., 2011; BRASIL, 2005).

O principal modo de acdo do benzonidazol se baseia na interferéncia da
sintese de macromoléculas através de ligacdes covalentes entre intermediarios
nitroredutores e varios componentes celulares do parasita como DNA, lipidios e
proteinas. Também foi demonstrado que o medicamento pode melhorar o processo
de fagocitose, aumentando a morte de parasitas através da producdo de IFN-y e
inibicdo da NADH-fumarato redutase no T. cruzi (MAYA et al., 2007).

Individuos portadores da doenca de Chagas na fase cronica também podem
ser tratados com a medicacdo anti-T. cruzi desde que nao demonstrem
manifestacbes clinicas ou que estas estejam presentes de forma branda (BERN,
2011; BRASIL, 2005; COURA; BORGES-PEREIRA, 2011; ISSA; BOCCHI, 2010;
RIBEIRO et al., 2012; VIOTTI et al., 2006). Tal aplicacao teria como finalidades: (i)
reducdo progressiva da quantidade de T. cruzi no organismo até sua total
eliminacgéo, evitando assim a formac&o de novos focos inflamatérios e a extensdo da
lesdo tecidual, (i) promocéo da regeneracdo de tecido por meio da inativacdo do

parasita nos focos teciduais existente, evitando a formacéo de fibrose consolidada,
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(i) reversao da fibrose e das alteragbes funcionais do sistema autbnomo e das
alteracdes estruturais do sistema de condug¢do do miocardio, (iv) prevencdo da
hipertrofia do miocardio e dilatacdo do miocéardio, esofagica e do colon, evitando
cardiopatia dilatada e os "megas” e, consequentemente, suas alteracdes funcionais
e (v) reducdo ou eliminacdo do bloqueio cardiaco e a arritmia, que quase sempre
levam a morte subita (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011). Porém, devido aos
efeitos adversos da medicacdo e a variedade de evidéncias tanto favoraveis quanto
contrarias acerca dos beneficios nestes individuos, ainda ndo existe um consenso
por parte da comunidade médica quanto a sua utilizacdo na fase cronica da doenca
de Chagas.

Os efeitos colaterais do benzonidazol em adultos podem ser classificados em
trés grupos: (i) hipersensibilidade, incluindo dermatites com erupc¢des cutaneas
(geralmente aparecem entre o sétimo e o décimo dia de tratamento), mialgia,
artralgia e linfadenopatia; (ii) polineuropatia, parestesia e polineurites (geralmente
durante a quarta semana de tratamento); e (iii) distarbios da medula 6ssea, como
purpura trombopénica e agranulocitose (geralmente ap0s a segunda semana de
tratamento) (PINAZO et al., 2010). O efeito colateral mais frequente € a dermatite
urticariforme que ocorre em até 30,0% dos individuos, ja no final da primeira semana
de tratamento, apresentando boa resposta terapéutica com anti-histaminicos ou,
mais efetivamente, com pequenas doses orais de corticosteroides. Quando ha febre
e adenomegalia, deve-se suspender a medicacdo. Leucopenia significativa e
agranulocitose sao raras e, quando ocorrem, obrigam a interrup¢céo do tratamento.
Tais medicamentos sdo contraindicados em gestantes e em individuos com
insuficiéncia renal ou hepatica (FRAGATA FILHO, 2009; ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1999; PINTO et
al., 2009; VIOTTI et al., 2009). Devido a gravidade desses efeitos adversos, a taxa
de desisténcia é de aproximadamente 10% entre os individuos que realizam o
tratamento etiol6gico com o benzonidazol (PEREZ-MOLINA et al., 2009).

Trabalhos avaliando individuos portadores da doenca de Chagas cronica
apos tratamento verificaram o fracasso da medicagdo na eliminagdo dos parasitas
nesta fase da doenca, ndo interferindo na progressao da doenca (BRITTO et al.,
2001; FERNANDES et al., 2009; LAURIA-PIRES et al., 2000). Entretanto, evidéncias
de atenuacdo no curso de miocardites em animais infectados com T. cruzi
(ANDRADE et al., 1991; GARCIA et al., 2005), bem como estudos observacionais de
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individuos que demonstraram negativagdo dos testes soroldgicos e prevencao de
alteracoes clinicas e eletrocardiograficas (FABBRO DE SUASNABAR et al., 2000;
FRAGATA FILHO; SILVA; BOAINAIN, 1995), ratificam a importancia do tratamento
etiologico no controle do curso da doenca de Chagas. Dado relevante foi publicado
por Machado-de-Assis et al. (2013) ao avaliarem individuos com doenca de Chagas
cronica assintomatica (forma indeterminada) 13 anos apds a intervencdo com o
benzonidazol. Os individuos com forma indeterminada no inicio do estudo e que
foram tratados apresentaram menor progressao clinica (17,4%) em comparacao com
0 grupo néo tratado (56,5%), indicando que a medicacao pode ter conduzido a uma
prevencao da evolugéo clinica (MACHADO-DE-ASSIS et al., 2013).

Recentemente foi iniciado um estudo onde a eficacia da utilizacdo do
benzonidazol como terapia na prevencdo de complicagbes clinicas em individuos
com doenca cardiaca pré-existente. Chamado de BENEFIT (Benznidazol Evoluation
for Interruption Trypanosomiasis), o estudo € multicéntrico, randomizado, duplo-
cego, e controlado por placebo. Conduzido pelo Canadian Institutes of Health
Research e pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), tem como objetivo avaliar
se a terapia com o benzonidazol reduz a mortalidade e o0s principais
acomentimentos cardiovasculares em individuos com doenca de Chagas crénica.
Iniciado em 2004, o estudo inclui 42 centros na Argentina, Bolivia, Brasil e Colémbia
e constitui uma importante ferramenta para fornecer evidéncias que apoiem a
utilizacdo do tratamento etiolégico na doenca de Chagas cronica, assim que for
concluido (MARIN-NETO et al., 2008, 2009).

2.4.1 Novas abordagens para o acompanhamento laboratorial apds o tratamento

etiologico na doenca de Chagas.

As técnicas laboratoriais utilizadas para o acompanhamento apdés o
tratamento etioldgico dos individuos na fase crbnica sdo as mesmas recomendadas
para o diagnostico da fase aguda (métodos parasitologicos: hemocultura e
xenodiagnostico) e para o diagnostico da doenca na fase crbnica (métodos
sorologicos: imunofluorescéncia indireta, hemaglutinacdo indireta, enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA) (BRASIL, 2005; CANCADO, 1999).

Contudo, mesmo apds a eliminacdo do parasita existe uma retencdo de

antigenos do T. cruzi em células dendriticas, conduzindo a uma manutencdo por
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periodos prolongados do estimulo a sintese de anticorpos (ANDRADE et al., 1991),
originando resultados soroldgicos falsamente positivos. Outro mecanismo que pode
acarretar erro no diagnostico sorologico diz respeito ao possivel mimetismo entre
proteinas do coracdo e a superficie do parasita, ocorrendo manutencdo dos
anticorpos circulantes (GARCIA et al., 2005). Desta forma, as técnicas empregadas
nao sao capazes de fornecer dados decisivos em um curto espaco de tempo quando
aplicadas no grupo de individuos portadores cronicos da doenca de Chagas.

Um método alternativo seria o de Lise Mediada pelo Complemento (LMCo)
para definicdo de cura. Este teste detecta anticorpos liticos que reconhecem os
epitopos presentes na superficie de tripomastigotas vivos (CANCADO, 1999). Para
tal, tripomastigotas sanguineos sao obtidos de camundongos infectados ou de
culturas de tecido para serem incubadas com o soro a ser testado. Para verificar a
presenca ou ndo dos anticorpos liticos a incubacédo é realizada com o soro ativado
(fonte do complemento) e com o soro inativado por calor (37°C por 30min). Na
auséncia de anticorpos liticos a razdo entre numero de parasitas ap0s incubacéo
com soro ativado e com soro inativado sera inferior a 20%. Trabalhos demonstram
que os anticorpos liticos sdo os primeiros a surgirem com a infeccdo pelo T. cruzi
(ISRAELSKI; SADLER; ARAUJO, 1985) e também os primeiros a apresentar
reducdo em seus titulos e/ou negativacdo ap0s o tratamento etioldgico (KRETTLI;
BRENER, 1982).

Outro método que poderia ser utilizado para o acompanhamento destes
individuos é a avaliacdo de anticorpos especificos anti-T.cruzi (litico) através da
citometria de fluxo. Martins-Filho et al. (1995) realizaram a quantificacdo dos
anticorpos, por citometria de fluxo, de individuos portadores cronicos (i) néo
tratados, (ii) tratados que obtiveram cura e (iii) individuos com falha no tratamento.
Para tal, o soro dos individuos portadores da doenca de Chagas € utilizado para
revestir formas tripomastigotas vivas e os anticorpos especificos sao detectados por
anticorpos conjugados a fluorocromos, onde é possivel distinguir por esta técnica,
individuos curados e nao-curados (MARTINS-FILHO et al., 1995). Contudo, tanto a
citometria de fluxo descrita no trabalho de Martins-Filho et al. (1995) quanto a LMCo,
apresentam como desvantagem a necessidade de parasitas vivos para sua
execucao.

Por sua vez, a Polymerase Chain Reaction (PCR) é um método que permite a

deteccdo de pequenas quantidades de DNA de T. cruzi em amostras de sangue.
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Sua indicacdo na fase crbnica esta relacionada a confirmacéo de testes soroldgicos
duvidosos, para o controle de cura apds o tratamento etiolégico e em areas onde
exista infeccao pelo T. rangeli (BRASIL, 2005). Britto et al. (1995) realizaram o
monitoramento de individuos na fase crénica submetidos ao tratamento especifico
utilizando a técnica de PCR qualitativa como complemento para inquerito sorolégico
de cura. Nove dos 32 individuos tratados que mantiveram sorologia convencional
reagente apresentaram PCR positiva, com o xenodiagnéstico sendo positivo em
apenas 5 dos 9 individuos positivos na PCR. Uma vez que permitiu a identificacédo
dos individuos nos quais nao foi obtido sucesso no tratamento, os autores indicaram
a PCR como instrumento Util para o acompanhamento de individuos apés o
tratamento etiologico (BRITTO et al.,, 1995). Em outro trabalho foi realizada uma
comparacao entre a PCR e o xenodiagnostico 20 anos apdés o tratamento etioldgico.
Ao avaliarem 48 individuos na fase crénica foi observado que a PCR qualitativa
apresentou-se positiva em 17 dos individuos, enquanto o xenodiagndstico so
confirmou a parasitemia em oito destes individuos PCR positivos (BRITTO et al.,
2001), reforcando a PCR como potencial método diagndstico na definicdo precoce
de individuos tratados e n&o curados.

Tem recebido destaque a técnica de PCR quantitativa em tempo real (qQPCR)
como método de acompanhamento da parasitemia em individuos portadores da
doenca de Chagas apds o tratamento, uma vez que sua implementacdo para
determinacdo da carga parasitaria pode ser utii como indicador da resposta
terapéutica (MARIN-NETO et al., 2009; MOREIRA et al., 2013; VALLEJO; REYES,
2005). Além de permitir o acompanhamento do decaimento na carga parasitaria dos
individuos, uma das grandes vantagens da utilizacdo da gPCR para o
acompanhamento apds a quimioterapia € a possibilidade de verificar a falha
terapéutica devido a seu carater quantitativo. Diante disso, alguns estudos tem sido
realizados com o objetivo de estabelecer uma técnica de qPCR adequada para esta
finalidade, com alguns protocolos demonstrando sua potencialidade para o
acompanhamento apos tratamento etiolégico (DUFFY et al., 2009, 2013; MOREIRA
et al., 2013).

Contudo, apesar das vantagens apresentadas pela técnica da PCR, ela nao
deve ser Unica como critério de cura da doenca de Chagas, uma vez que a auséncia
do parasita na amostra testada nao significa necessariamente auséncia de infeccéo

ativa. O parasita pode persistir nos tecidos na forma amastigota ou estar circulante,
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mais em tao baixa quantidade que sua obtencdo exige coletas de amostras em
periodos alternados (BRITTO et al., 2001). Sendo assim, existe ainda uma lacuna no
gue concerne o acompanhamento da populacdo de individuos portadores cronicos

da doenca de Chagas que € submetida ao tratamento etioldgico.

2.4.2 Resposta imune e o tratamento da infeccdo chagasica pelo benzonidazol

Correlacionando o comportamento da resposta imunolégica contra o T. cruzi e
a terapéutica tripanocida foi observado que o tratamento in vivo com benzonidazol
interferiu na interacdo parasita-macrofagos. Em cobaias infectadas com cepa de T.
cruzi susceptivel ao medicamento (benzonidazol) foi observado, ap6s o tratamento
com o benzonidazol, um aumento da fagocitose, da destruicdo parasitaria e da
liberacdo de citocinas pelos macrofagos. Os esplendcitos destes animais infectados
produziram niveis muito elevados de TNF-a e intermediarios reativos de nitrogénio
apos o tratamento com o benzonidazol (MURTA et al., 1999). Células T CD8+
oriundas de camundongos tratados com benzonidazol e curados expandiram mais
rapidamente e proporcionaram maior protecdo em comparacdo a camundongos
infectados cronicamente (BUSTAMANTE; BIXBY; TARLETON, 2008).

J4 em humanos, ao avaliar cultura de sangue total apds estimulacdo com
antigenos de tripomastigota, foi demonstrada uma inversédo no perfil de citocinas um
ano apos tratamento com o benzonidazol. Ocorreu uma reducao na producéo de IL-
10 por células T CD4+ oriundas de individuos com a forma indeterminada e aumento
de mondcitos IL-10+ na forma cardiaca da doenca de Chagas cronica. Os individuos
portadores crénicos que apresentavam um perfil inflamatério antes do tratamento
tiveram um aumento na producao de citocinas ditas regulatérias, enquanto que o0s
individuos com perfil regulatério passaram a produzir mais citocinas inflamatérias
(VITELLI-AVELAR et al., 2008).

Criangas em fase escolar infectadas com o T. cruzi e classificadas como
estando recentemente na forma indeterminada foram tratadas com benzonidazol.
Um ano apods o tratamento foi observado, apos estimulagéo in vitro com antigenos
soluveis de epimastigota, uma modificacdo para um perfil Thl modulado, com IFN-y
sendo produzido principalmente por células NK e linfocitos T CD8+ (SATHLER-
AVELAR et al., 2006). Também foi verificada uma substancial ativacdo de células T
e B produtoras de IL-10 (SATHLER-AVELAR et al., 2008), demonstrando a
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interferéncia do tratamento etiolégico na resposta imune do hospedeiro (SATHLER-
AVELAR et al., 2006, 2008).

Laucella et al. (2009) realizaram estudo longitudinal com dois grupos de
individuos portadores crénicos da doenca de Chagas, um de crbénicos
assintomaticos e o outro com alteracdo no eletrocardiograma. Para tal, avaliaram
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) cultivadas na presenca de
lisado de T. cruzi. Foi observado que a producéo de IFN-y por células T declinou um
ano apos o tratamento com benzonidazol, também ocorrendo um aumento na
populacdo de células T CD8+ de memodria na maioria dos individuos avaliados
(LAUCELLA et al., 2009).

Em dois grupos de individuos com a forma indeterminada da doenca de
Chagas - tratados com o benzonidazol e n&o tratados - foi observado que o
benzonidazol conduziu a um deslocamento do padrdo de citocinas em mondcitos,
células NK e T CD8+ no sentido de um perfil de resposta do tipo Thl modulada apos
estimulacdo com antigenos sollveis de epimastigota. Segundo os autores, tais
achados demonstram a importancia da utilizacdo da medicacdo tripanocida em
individuos portadores crénicos por indicar a acdo do benzonidazol no sentido de
manter um microambiente imunoldgico ndo deletério, prevenindo os danos teciduais
oriundos de uma resposta imune exacerbada (SATHLER-AVELAR et al., 2012).

Mesmo diante de tais relatos, a utilizagdo de métodos que investiguem as
populacdes celulares ainda ndo foi estabelecida como ferramenta de avaliacdo dos
individuos tratados com o benzonidazol. Estudos acerca das populacfes celulares
dos individuos portadores crénicos antes e ap0s o tratamento com o benzonidazol
sdo extremamente importantes ndo s6 na compreensao da influéncia da medicacao
na resposta imune contra o T. cruzi, como também na identificacdo de marcadores
imunologicos que possam permitir a definicho de forma precoce e segura dos
beneficios da utilizacdo do tratamento especifico. Desta forma, este estudo é
pioneiro, sendo util para a futura adocdo de procedimentos de prevengdo e
terapéutica por parte do Sistema de Saude aos individuos portadores crénicos da

doenca de Chagas.
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3 JUSTIFICATIVA

A dificuldade em diagnosticar a doenca de Chagas em sua fase aguda faz
com que a maioria dos individuos infectados evolua para a fase crénica sem receber
o tratamento etiolégico no periodo onde o T. cruzi esta mais susceptivel ao
medicamento. Diante disto, estudos que venham a estabelecer condutas para
melhoria da qualidade de vida dos individuos na fase crbnica, tornam-se cada vez
mais necessarios, sendo recomendados pelo Consenso Brasileiro em Doenca de
Chagas (BRASIL, 2005) e pelo Programa Integrado em Doenca de Chagas
(PIDC/Fiocruz), do qual nosso grupo € atuante.

A literatura ja demonstrou que o emprego do benzonidazol na fase cronica da
doenca de Chagas conduz a prevencao/controle da evolucdo para os quadros
clinicos mais moérbidos desta enfermidade. Contudo, a aplicacdo da medicacdo
nesta fase apresenta dificuldade pela diversidade de resultados controversos quanto
aos reais beneficios. Aliado a isso, nenhum dos métodos diagnésticos atualmente
preconizados para avaliacdo apos o tratamento demonstram resultados
contundentes para definir seu sucesso de forma precoce e segura. A necessidade
de se dar maior suporte aos médicos assistentes, bem como um retorno aos
individuos portadores crénicos que recebem o tratamento etiolégico com o
benzonidazol, demonstra a importancia da busca de indicadores mais adequados.

Desta forma, nos propomos a investigar a resposta imune de portadores
cronicos da doenca de Chagas antes a apds o tratamento com o benzonidazol, com
0 intuito de demonstrar que a observacdo do comportamento imunologico pode
permitir a identificacdo do impacto da terapéutica nesta fase da doenca, podendo
auxiliar na definicdo do tratamento etiologico como intervencdo na doenca de

Chagas croénica.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Investigar a resposta imune de portadores crénicos da doenca de Chagas

antes a apos o tratamento com o benzonidazol.

4.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar fenotipicamente células da resposta imune no contexto ex vivo e

apos estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi;

b) Avaliar a producdo de citocinas intracitoplasméticas por células imunes no

contexto ex vivo e apoés estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi;

c) Avaliar a producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de sangue total

apos estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Tipo de Estudo

O estudo foi do tipo experimental “antes e depois” (intervencdo né&o-
controlado). Todos os individuos foram submetidos ao tratamento com o
benzonidazol, sendo realizada a avaliagcdo de padrdes imunolégicos antes do inicio
e em dois momentos apds o tratamento etioldgico. A amostra foi definida a partir de
critérios de disponibilidade ou conveniéncia (MEDRONHO, et al., 2009).

5.2 Populagéo do estudo

Individuos portadores da doenca de Chagas crbénica foram selecionados, no
periodo de agosto de 2012 a dezembro de 2013 no Ambulatério de Doenga de
Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto-Socorro Cardiolégico de Pernambuco
(PROCAPE), da Universidade de Pernambuco (UPE), O ambulatério é o local de
referéncia no estado de Pernambuco para o acompanhamento e tratamento dos
individuos portadores da doenca de Chagas.

Para sua inclusdo no trabalho, os individuos preencheram trés critérios:

1) sorologia reagente para a infec¢cao chagasica,

2) exames clinicos e laboratoriais para a caracterizacdo das formas
clinicas (eletrocardiograma, ecocardiograma, raios-X de térax e de
esofago. hemograma);

3) nédo ter sido submetido ao tratamento etioldégico até sua inclusdo no

projeto de pesquisa.

A avaliacdo dos critérios de incluséo foi realizada em conjunto com médicos
colaboradores deste projeto, sendo estes responsaveis pelo acompanhamento e
tratamento dos individuos portadores da doenca de Chagas. Os individuos incluidos
no estudo foram aqueles que, mediante abordagem dos médicos responsaveis,
aceitaram realizar o tratamento etiolégico que é fornecido pelo Ministério da Saude.
Destacamos que o tratamento etiolégico € oferecido ao portador da infeccéo
chagéasica como estratégia de cuidado segundo recomendacdo do Ministério da

Saude (BRASIL, 2005), ndo fazendo parte dos objetivos desenvolvidos neste
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projeto. Para serem considerados aptos para o tratamento com o benzonidazol, os
individuos portadores cronicos apresentaram hemograma normal e fun¢des renal e
hepatica conservadas. O tratamento teve duracdo prevista de 60 dias, com dose
recomendada de 5 mg/kg/dia, sendo a dose maxima diaria de 300 mg. Contudo,
parte dos individuos tratados nédo finalizou o esquema devido ao surgimento de
efeitos colaterais atribuidos ao benzonidazol (Apéndice A).

Para classificacdo dos individuos portadores crénicos quanto a forma clinica
0s médicos utilizaram os critérios estabelecidos na | Diretriz Latino-Americana para o
Diagndstico e Tratamento da Cardiopatia Chagésica (ANDRADE et al., 2011).
Baseados nessa classificacdo, agrupamos os individuos incluidos no trabalho nos
grupos IND e CARD (Quadro 1).

Quadro 1 - Classificacdo dos individuos com doenca de Chagas crénica incluidos na pesquisa
segundo a | Diretriz Latino-Americana para o Diagnéstico e Tratamento da Cardiopatia Chagasica.

GRUPOS

IND CARD

B1
Portadores com alteracdes eletrocardiograficas
(distarbios de conducao ou arritmias) e que nao

A tém disfuncéo ventricular
Portadores sem sintomas presentes B2
ou pregressos de IC e com ECG e RX de Portadores que ja apresentam disfuncdo
térax normal ventricular global, com FEVE reduzida
C

Portadores com sintomas prévios ou atuais de IC,
e que possuem disfun¢éo ventricular

Fonte: A autora.

Legenda: (IND) Portadores cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores crénicos com acometimento
cardiaco; (IC) Insuficiéncia cardiaca; (ECG) Eletrocardiograma; (RX) Raio-X; (FEVE) Fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo.

A inclusdo dos individuos portadores da doenca de Chagas crénica no estudo
foi realizada no momento de inicio do tratamento com o benzonidazol, totalizando 25
individuos incluidos. Contudo, quatro individuos néo retornaram ao atendimento, o
que impossibilitou a avaliacdo apds a intervencéo, caracterizando perda amostral.
Um total de 21 individuos portadores crbénicos foram avaliados ao final da pesquisa
(n = 21; oito homens e treze mulheres; 31 - 48 anos). Deste total, em treze nao
foram observadas alteragdes clinicas, sendo classificados no grupo IND (n = 13;
quatro homens e nove mulheres; 31 - 55 anos). Por sua vez, os oito individuos que
apresentaram algum tipo de alteracdo cardiaca foram classificados no grupo CARD
(n = 8; quatro homens e quatro mulheres; 34 - 58 anos). As caracteristicas dos
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pacientes que participaram desse estudo, assim como sua distribuicdo quanto a
classificacao clinica, estdo descritas no Apéndice B.

5.3 Coleta de sangue

Foram coletados 9mL de sangue em tubos contendo heparina sédica (ensaios
de imunofenotipagem e cultivo para obtencdo de sobrenadante) e 4mL em tubo seco
(testes soroldgicos) de 21 individuos portadores da doenca de Chagas cronica. As
coletas foram realizadas antes do inicio do tratamento etiolégico (TO: ninp+carp = 21/
Nino = 13/ Ncarp = 8) € apos o término do tratamento em dois momentos: 2-3 meses
(T1: ninp+carp = 21/ Ninp = 13/ Ncarp = 8) € 5-6 meses apods (T2: ninp+carp = 16/ Ninp =

9/ NcarD = 7)

5.4 Sorologia para infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi

Foram utilizados dois testes de Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Um constituido por mistura de antigenos do T. cruzi adsorvidos a placa de
microtitulacdo (Chagas test ELISA Ill) proveniente de Bioschile Ingenieria Genetica
S.A. O outro teste utiliza antigenos recombinantes adsorvidos a placa de
microtitulacdo (Imuno-ELISA Chagas) proveniente de Wama Diagnostica. Os
resultados foram interpretados como reagentes quando ambos o0s testes
apresentaram reatividade, e nao-reagentes quando ambos nao apresentaram
reatividade (BRASIL, 2005). Apenas os individuos que apresentaram os dois testes
reagentes foram incluidos no estudo, com resultados soroldgicos inconclusivos ou
discordantes sendo critérios de exclusao da pesquisa.

Os testes soroldgicos foram realizados com o apoio do Servigco de Referéncia
no Diagnéstico da Doenca de Chagas (SRDC) do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (CPgAM/FIOCRUZ-PE).

5.5 Antigeno soluvel de epimastigota
Os antigenos soluveis foram obtidos segundo Pereira et al. (2000). Para Isso,

epimastigotas da cepa Y do T. cruzi foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion

Triptose) e mantidas em estufa incubadora a 27°C. Apos sete dias de cultivo, os
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parasitos foram entdo lavados em solucdo salina (Phosphate buffered saline-PBS
0,15 M; pH 7,4) por centrifugacdo e a massa Umida congelada. Posteriormente a
massa foi ressuspendida em inibidor de protease (Phenylmethanesulfonylfluoride-
PMSF 1 mM e Ethylenediamine tetraacetic acid- EDTA 1 mM), sendo realizada a
ruptura dos parasitos através de quatro ciclos de repeticdo do processo de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C.
ApoOs esta etapa, o lisado foi centrifugado a 10.000xg por 10min a 4°C. O
sobrenadante foi submetido entdo a centrifugacdo a 100.000xg por 60min a 4°C para
separacdo das fracdes sollvel (sobrenadante) e insoluvel (sedimento) do antigeno
de epimastigota (EPI). ApGs esterilizagdo por filtragem do antigeno soltuvel de EPI
em filtro Millipore 0,45 uM foi realizada a dosagem de proteina (kit DC Protein Assay,
Bio-Rad Laboratories), com posterior armazenamento a -70°C até o momento de
sua utilizacado (PEREIRA et al., 2000).

5.6 Cultivo celular

Um mililitro de sangue total heparinizado foi cultivado em meio RPMI 1640
(Sigma) acrescido de solugcdo de Penicilina/ Estreptomicina a 1% (Sigma), na
presenca de fitohemaglutinina (PHA — 5 pg/mL), do antigeno soluvel de EPI (25
png/mL) e sem estimulo (controle negativo). O volume final das culturas foi de 2 mL,
sendo incubadas a 37°C a 5% de CO, por 24h (LORENA et al., 2010). Nas quatro
horas que antecederam o final do cultivo celular, brefeldina A (10 pg/mL) foi
adicionada aos tubos. A utilizacdo da brefeldina A assegura a retencao da citocina
no interior celular, uma vez que esta substancia interfere no transito de secrecéo de
proteinas, mantendo-as no interior do complexo de Golgi (HUDSON; GRILLO,
1991).

5.7 Imunofenotipagem

O impacto do tratamento etioldgico em alguns aspectos da resposta imune de
individuos portadores crénicos da doenca de Chagas foi analisado no total de
individuos (ninp+carp = 21), bem como nos grupos clinicos separadamente (nnp = 13;

Ncarp=8), em diferentes circunstancias. A primeira, que definimos como ex vivo,
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permitiu observarmos a acao do benzonidazol na resposta imunolégica basal destes
individuos. Por sua vez, o cultivo celular na presenca de antigeno solavel de
epimastigota, antes e apdés o tratamento, possibilitou a avaliacdo do impacto do
benzonidazol na resposta imune direcionada ao T. cruzi, sendo esta definida como
avaliacdo EPI. Também realizamos cultivo celular na auséncia de estimulo
antigénico (cultura controle - CC), para observar o comportamento celular apds o

cultivo.

5.7.1 Contexto EXx vivo

Sangue heparinizado (100 pL) foi adicionado em tubos de poliestireno
devidamente identificados contendo anticorpos monoclonais de superficie (Tabela
2). Apoés incubacdo de 30min ao abrigo da luz, foram realizados os procedimentos
de lise de eritrocitos, lavagens, permeabilizacdo, incubagdo com o0s anticorpos
intracitoplasmaticos e fixacdo (Quadro 2). ApoOs estes procedimentos as células
foram entdo estocadas a 4°C até o momento da utilizacdo do citbmetro de fluxo

(FACScalibur - Becton Dickson Immunocytometry Systems).

Quadro 2 - Anticorpos utilizados na imunofenotipagem.

Anticorpo Clone Isotipo Fluorocromo Titulagao (uL)
CD3 S4.1 Mouse IgG2a PE 25
CD4 S3.5 Mouse 1gG2a PercP 2,5
CD5 CD5-5D7 Mouse IgG1 APC 2,5
CcD8 3B5 Mouse IgG2a FITC 2,5
CD14 TuK4 Mouse IgG2a FITC 50
CD16 3G8 Mouse IgG1 PercP 2,5
CD19 SJ25-C1 Mouse IgG1 FITC 2,5
CD25 CD25-3G10 Mouse IgG1 APC 2,0
CD28 10F3 Mouse IgG1 PE 2,5
CD56 MEM-188 Mouse IgG2a FITC 2,5
CD80 MEM-233 Mouse IgG1 PE 2,5
CD86 BU63 Mouse IgG1 APC 2,5

CD152 BN13 Mouse 1gG2a, K APC 20
FoxP3 * 259D/C7 Mouse IgG1 PE 20
HLA-DR TU36 Mouse IgG2b PercP 25
IFN-y * (1:30) B17 Mouse 1gG1, k APC 20
IL-10* (1:30) JES3-19F1 Rat IgG2a PE 20

Fonte: A autora.
Legenda: (CD) Cluster of differentiation; (IL) Interleucina; (IFN-y) Interferon gama; (APC)
Aloficocianina; (FITC) Isotiocianato de fluoresceina; (PE) Ficoeritrina; (PercP) Proteina Clorofila

Peridinina; (*) anticorpos intracitoplasmaticos.
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5.7.2 Contexto In vitro

ApOs o periodo de incubacéao as culturas foram tratadas com 220 pyL de EDTA
(20 mM) por 10min a temperatura ambiente. Em seguida aos tubos foram adicionado
cerca de 8 mL de PBS-Wash (PBS adicionado de albumina sérica bovina a 0,5% e
azida sodica a 1%). Os tubos foram entdo centrifugados a 400xg por 10min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido com auxilio de bomba a vacuo,
restando o volume final de 1 mL no tubo. Cem microlitros da suspenséo celular
foram depositados em tubos de poliestireno contendo os anticorpos de superficie.
Os anticorpos de superficie e intracitoplasmaticos assim como as etapas do
protocolo experimental para imunofenotipagem das culturas celulares foram
realizados de forma semelhante ao descrito para o0 ensaio de imunofenotipagem no

contexto ex vivo.

5.8 Aquisicéo celular e analise do fenotipo por cit  ometria de fluxo

As populacBes celulares, bem como suas marcacfes de superficie e
intracitoplasmaticas estdo descritas no Quadro 3. Também foi realizada a andlise da
producao intracitoplasmatica das citocinas IL-10 e IFN-y em alguns tipos celulares
(Quadro 4).
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Quadro 3 - Marcacdo de superficie e intracitoplasmatica dos
tipos celulares avaliados.

Tipo Celular Marcacéo
B convencional CD5+CD19+
Bl CD5-CD19+
Natural Killer naive CD3-CD16+CD56+
Natural Killer madura CD3-CD16+CD56-
CD4+CD28+
TCh4 CD4+CD152+
CD8+CD28+
Tcos CD8+CD152+
CD14+CD80+
Mondcitos CD14+CD86+
CD14+HLA-DR+
CD4+CD25+
CD4+CD25high
T regulatério natural CD4+FoxP3+
CD4+CD25+FoxP3+
CD4+CD25+FoxP3high

Fonte: A autora.
Nota: (CD) Cluster of differentiation; (FoxP3) Forkhead Box P3.

Quadro 4 - Tipos celulares avaliados quanto
a producéo de citocinas.

Tipo Celular Marcacao
CD4+IFN-y+
CD4+IL-10+
CD8+IFN-y+
CD8+IL-10+
CD19+IFN-y+
CD19+IL-10+

T CD4

T CD8

B

Fonte: A autora.
Nota: (CD) Cluster of differentiation; (IL)

Interleucina; (IFN-y) Interferon gama.

As populacdes de células B, Natural killer (NK) e T foram selecionadas
através de dot plot FSC (Forward Scatter) versus SSC (Side Scatter), sendo
adquiridos 10.000 eventos dentro da janela R1 (Figura 4).
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Figura 4 - Exemplo de aquisicdo demonstrando
0s parametros de tamanho (FSC) e de
ranulosidade (SSC).

S5C-H

Fonte: A autora.

Legenda: R1 - Marcacdo realizada para
determinar a populacao celular que se pretende
analisar.

Apbs a selecdo da janela de interesse (R1), as marcacdes de superficie (anti-
CD3-PE, anti-CD4-PercP, anti-CD5-APC, anti-CD8-FITC, anti-CD16-PercP, anti-
CD19-FITC, anti-CD25-APC, anti-CD28-PE e anti-CD56-FITC), bem como as
intracitoplasmaticas (anti-CD152-APC, anti-FoxP3-PE, anti-IL-10-PE e anti- IFN-y-
APC) foram analisadas pela obtencdo de graficos bidimensionais de distribuicdo
pontual de fluorescéncia para as populagdes de células B (Figuras 5), NK (Figura 6),
T CD4+ (Figura 7), T CD8+ (Figura 8), T regulatérias (Figura 9).
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Figura 5 - Exemplo de aquisi¢do dos linfocitos B no citdmetro de fluxo.

A B

FL&-H
FL2-H
FLA-H

Fonte: A autora.

Legenda: (A) FL4 versus FL1, demonstrando a marcagdo de CD5 versus CD19. (B) FL1 versus FL2,
demonstrando a marcac¢do CD19 versus IL-10. (C) FL1 versus FL2, demonstrando a marca¢do CD19
versus IFN-y.

Figura 6 - Exemplo de aquisicdo das células NK no citdmetro de fluxo.

FL3-H
=
FL3-H
=
|

Fonte: A autora.

Legenda: FL2 versus FL3, demonstrando a marcacdo CD3 versus CD16, sendo
selecionada nesse gréafico o quadrante 4 para posterior analise de células triplamente
marcadas (CD3- CD16+ CD56-).
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Figura 7 - Exemplo de aquisicéo dos linfécitos T CD4+ no citbmetro de fluxo.
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Fonte: A autora.

Legenda: (A) FL3 versus FL2, demonstrando a marcacdo CD4 versus CD28.
(B) FL3 versus FL4, demonstrando a marcacdo CD4 versus CD152). (C) FL3
versus FL2, demonstrando a marcacao CD4 versus IL-10. (D) FL3 versus FL4,

demonstrando a marcacdo CD4 versus IFN-y.
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Figura 8 - Exemplo de aquisicdo dos linfécitos T CD8+ no citdbmetro de fluxo.
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Fonte: A autora.

Legenda: (A) FL1 versus FL2, demonstrando a marcacdo CD8 versus CD28.
(B) FL1 versus FL4, demonstrando a marcacao CD8 versus CD152). (C) FL1
versus FL2, demonstrando a marcacao CD8 versus IL-10. (D) FL1 versus FL4,
demonstrando a marcacao CD8 versus IFN-y.
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Figura 9 - Exemplo de aquisicdo dos linfécitos T regulatérios no citdmetro de fluxo.
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Fonte: A autora.

Legenda: (A) FL3 versus FL4, demonstrando a marcagdo CD4 versus CD25, sendo selecionada
nesse grafico o quadrante 2 para posterior andlise de células triplamente marcadas
(CD4xCD25xFoxP3) (B) FL3 versus FL4, demonstrando a marcacdo CD4 versus CD25, sendo
selecionada nesse grafico o quadrante 2 para posterior analise de células triplamente marcadas
(CD4xCD25highxFoxP3). (C) FL3 versus FL2, demonstrando a marcacdo de CD4 versus FoxP3.

Para a populacdo de mondcitos foram adquiridos 1.000 eventos dentro da
janela R1 no dot plot SSC versus FL1. Os mondcitos CD14+CD80+, CD14+CD86+ e
CD14+HLA-DR+ foram analisadas pela obtencdo de gréficos bidimensionais de

distribuicdo pontual de fluorescéncia (Figura 10).
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Figura 10 - Exemplo de gréfico dot plot da aquisicdo de mondécitos no citbmetro de fluxo.
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Fonte: A autora.

Legenda: (A) SSC versus FL1 (CD14), demonstrando a marcagdo para mondcitos. (B) FL1 versus
FL2, demonstrando a marcacdo de CD14+ versus CD80+. (C) FL1 versus FL4, demonstrando a
marcacao de CD14+ versus CD86+; (D) FL1 versus FL3, demonstrando a marcacdo de CD14+
versus HLA-DR+.

5.9 Deteccao de citocinas no sobrenadante de cultur a

Os sobrenadantes de cultura celular foram coletados quatro horas antes do
término do tempo de incubagdo, com as aliquotas de sobrenadante sendo
devidamente identificadas e estocadas a -70°C até o momento do ensaio. Para
determinacdo das citocinas no sobrenadante das culturas foi utilizado o kit BD™
Cytometric Bead Array - CBA Human Th1/Th2 Cytokine (BD Biosciences, Califérnia)
que permitiu a avaliacdo das citocinas INF-y, TNF-qa, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10. Para
realizar o ensaio, foi adicionado o mix das beads de captura aos tubos do ensaio, as
diluicdes padrdo do kit aos tubos controle, as amostras clinicas e o reagente de
deteccdo, com posterior incubacdo por trés horas a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. O conteudo dos tubos foi entdo lavado (tampéao de lavagem) por

centrifugacdo, com posterior descarte do sobrenadante, sendo adicionado
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novamente o tampao de lavagem para armazenamento e posterior analise por

citometria de fluxo.

5.10 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism 5.0. Para
testar a hipotese de normalidade foi utilizado o teste D'Agostino-Pearson. Os dados
que apresentaram como verdadeira a hipotese foram considerados paramétricos,
sendo empregado o teste T pareado. Aos dados que ndo demonstraram como
verdadeira a hipétese de normalidade foi aplicado o teste pareado de Wilcoxon para
amostras nao-parametricas. As diferencas foram consideradas significativas quando
op<0,05.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Os individuos envolvidos nesse estudo tiveram participacédo voluntéaria, tendo
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice C). Todas as
informagdes sobre o projeto de pesquisa foram fornecidas individualmente antes da
coleta de sangue, com o intuito de explicar os objetivos do trabalho e esclarecer que
os individuos eram livres para se recusarem a participar do estudo, bem como se
retirarem quando assim o desejassem, sem prejuizo ou dano no atendimento clinico
feito no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto-
Socorro Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE)/UPE. A conduta de inclusdao dos
mesmos e 0s protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CPgAM/Fiocruz (CAEE: 0045.0.095.000-11; Anexo A). Os quatro
individuos que nédo retornaram para a coleta ap0s a intervencdo (perda amostral)

nao tiveram nenhum comprometimento quanto ao seu acompanhamento médico.
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizacdo fenotipica de células da resposta im  une de portadores
cronicos da doenca de Chagas no contexto ex vivo e apos estimulo in
vitro com antigeno de T. cruzi, antes e ap0s 0 tratamento com o

benzonidazol

Foram avaliados marcadores para as populacdes de células B, Natural killer,
T CD4+, T CD8+, mondcitos e Treg, antes e ap0s a intervencado com o benzonidazol,

em portadores crénicos da doenca de Chagas.

7.1.1 Células B

Realizarmos a caracterizagdo de duas linhagens de células B, a B
convencional (CD5-CD19+) e a B1 (CD5+CD19+), dentro da populacéo de linfocitos.
N&o foi observada diferenca estatistica quanto ao percentual de células B CD5-

CD19+ em nenhuma das analises realizadas (Figura 11).
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Figura 11 - Caracterizagdo da producéo de linfécito B convencional (CD5-CD19+)
em portadores cronicos da doenga de Chagas antes e apoOs tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbnicos da doenca de Chagas; (IND)
Portadores crénicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiolégico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap6s o término do tratamento etiolégico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiol6gico; (ex vivo)
Analise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apds cultivo celular de
sangue total sem estimulagdo antigénica (cultura controle); (EPI) Analise realizada
apos cultivo celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.

Quanto ao percentual de linfécitos B1, houve um aumento significativo na
populacéo celular logo apoés o tratamento em todos os grupos (IND+CARD: p toxri[cc]
= 0.0101; p toxr1epy = 0,0009/ IND: p toxrijcc) = 0,0327/ CARD: p toxr1epy = 0,0078)
(Figura 12).

Na comparacao ex vivo versus EPI, a elevada producéo apos estimulo com o
antigeno foi mantida apds o tratamento etioldgico em todos os grupos (IND+CARD:
P 10 = 0,0002; p 11 = 0,0007; p 12 < 0,0001/ IND: p 10 = 0,0046; p 11 = 0,0203; p 12 =
0,0039/ CARD: p 10 = 0,0078; p 11 = 0,0078; p 12 = 0,0156). Na avaliacdo CC versus
EPI, houve um maior percentual de células B CD5+CD19+ nas culturas estimuladas
com o antigeno no grupo IND+CARD em todos os momentos avaliados (p 1o =
0,0123; p 11 = 0,0006; p 12 = 0,0119). Para o grupo IND, a diferenca que existia antes
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e logo apos a intervengéo (p cexerirro} = 0,0327; p cexepipryy = 0,0081), néo ocorreu no
momento T2. Por sua vez, o grupo CARD demonstrou elevacdo no percentual de

linfocitos B1 apos o tratamento (P coxepiryy = 0,0391; p cexerirz = 0,0156) (Figura 12).

Figura 12 - Caracterizacdo da producdo de linfocitos B1 (CD5+CD19+) em
portadores cronicos da doenca de Chagas antes e apés tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crénicos da doenca de Chagas; (IND)
Portadores crbnicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento
etioldgico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses apés o término do tratamento
etioldgico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento
etioldgico; (ex vivo) Andlise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada
apos cultivo celular de sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Analise
realizada apoés cultivo celular de sangue total estimulado com antigeno de
epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2)
estdo indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus
EPI e CC versus EPI, em cada tempo avaliado, estédo indicados pelas letras “a”
e “b”, respectivamente.
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7.1.2 Células Natural Killer

Realizamos a caracterizagdo de dois sub-tipos de células Natural killers: NK
naive (CD3-CD16+CD56+) e NK madura (CD3-CD16+CD56-).

Apenas o grupo CARD demonstrou aumento percentual das células NK CD3-
CD16+CD56+ logo apos a intervengdo com o benzonidazol (p rtoxriex; = 0,0249)
(Figura 13).

Contudo, IND+CARD e IND apresentaram valores significativamente menores
qguanto a producédo destas células apds estimulo com EPI em relacdo ou contexto ex
Vivo (P inp+carprry = 0,0044; p inp+caromrz = 0,0332; p inprry =0,0306) apos o
tratamento. O maior percentual celular apresentado na cultura estimulada com o
antigeno versus CC demonstrado no momento TO (p np+carp < 0,0001; p o <
0,0001; p carp = 0,0078), se manteve ap0s o tratamento com o benzonidazol (T1: p
inp+carp < 0,0001; p np < 0,0001; p carp = 0,0078/ T2: p inp+carp = 0,0005; p inp <
0,0001; p carp = 0,0156) (Figura 13).
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Figura 13 - Caracterizagdo da producéo de células NK CD3-CD16+CD56+ em
portadores cronicos da doenca de Chagas antes e apds tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbnicos da doenca de Chagas; (IND)
Portadores crénicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etioldgico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap0s o término do tratamento etioldgico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiol6gico; (ex vivo)
Analise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apds cultivo celular de
sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Analise realizada apos cultivo
celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estao
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPl e CC
versus EPIl, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”,
respectivamente.

Os grupos IND+CARD e IND apresentaram reducédo tardia do percentual de
células NK CD3-CD16+CD56- (IND+CARD: p tix72iep;=0,0020/ IND: p toxr2[EP] =
0,0391; p tixroeri = 0,0039). Por sua vez, nos individuos do grupo CARD ocorreu um
aumento significativo destas células logo ap6s o término do tratamento etiolégico (p
toxtiep = 0,0391) (Figura 14).

Nas comparagbes EPI versus ex vivo e EPI versus CC nos grupos
IND+CARD e IND, o maior percentual celular apresentado antes do tratamento pelas
culturas estimuladas com o antigeno (IND+CARD: p exxepiro) = 0,0038; p ccxepifro =

0,0004/ IND: p exxepiito) = 0,0179; p cexepipto) = 0,0060) foi mantido apés a intervengéo
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(IND+CARD: p exxepirry < 0,0001; p exxepirtz; < 0,0001; p cexepiity < 0,0001; p cexepirr2)
= 0,0001/ IND: p exxepiry) < 0,0001; p exxepirz = 0,0018; p coxeriry = 0,0002; p
cexepirrz; = 0,0007). Ja o grupo CARD demonstrou esta diferenca apenas apds o

término do tratamento (T1: p exxepi = 0,0078; p ccxepr = 0,0078) (Figura 14).

Figura 14 - Caracterizacao da producao de células NK CD3-CD16+CD56- em
portadores cronicos da doenca de Chagas antes e apds tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbénicos da doengca de Chagas; (IND)
Portadores cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etioldgico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap6s o término do tratamento etiolégico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiolégico; (ex vivo)
Andlise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apés cultivo celular de
sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Andlise realizada apos cultivo
celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estéo
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPl e CC
versus EPI, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”,
respectivamente.
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7.1.3 Expresséo de CD28 e CD152 em células T CD4+ e CD8+

Realizamos a analise da producdo de CD28 e CD152, moléculas
relacionadas, respectivamente, ao processo de ativacdo e inibicdo do ciclo celular
em linfécitos T CD4+.

Nao verificamos alteracdo no percentual de linfécitos T CD4+CD28+ apds o
tratamento em nenhum dos grupos avaliados. Contudo, o grupo IND apresentou
aumento significativo desta populacdo celular apds estimulo com EPI em relacdo a

avaliacao ex vivo no momento T2 (p = 0,0479) (Figura 15).

Figura 15 - Caracterizacdo da producao de linfécitos T CD4+CD28+ em portadores
cronicos da doenca de Chagas antes e ap0s tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbnicos da doenca de Chagas; (IND)
Portadores crénicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiolégico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap6s o término do tratamento etiolégico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiol6gico; (ex vivo)
Analise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apds cultivo celular de
sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Analise realizada apos cultivo
celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padréo.
Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo e EPI estdo indicados pela letra

“qr.
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Quanto a populacdo de células T CD4+CD152+, foi observado resultado
divergente entre as avaliacbes ex vivo e EPI ao analisarmos os dados do grupo
IND+CARD. Enquanto que na primeira houve uma reducdo significativa da
populacdo celular apés o uso do benzonidazol (p Toxrzex; = 0,0362), ocorreu um
aumento no percentual de linfocitos T CD4+CD152+ estimulados pelo antigeno de T.
cruzi (p roxryery = 0,0261) (Figura 16).

Quando analisamos os grupos de individuos IND+CARD e CARD, a elevada
producdo destas células apos cultivo celular com o antigeno EPI em comparacao
com ex vivo e com CC surgiu logo apés o tratamento (IND+CARD: p exxepit1) <
0,0001; p cexepiryy < 0,0001/ CARD: p exxeriryy = 0,0078; p cexerirry = 0,0078) e foi
mantida na avaliagdo subsequente (IND+CARD: p exxepirz) = 0,0006; p coxepirz) =
0,0010/ CARD: p exxepirrz; = 0,0156; p cexepirz) = 0,0156). Contudo, o grupo IND ja
demonstrava este elevado percentual de linfécitos T CD4+CD152+ mesmo antes do
tratamento (P exxerirro} = 0,0060; p cexepijto) = 0,0014), mantendo esta diferenca nas
avaliacdes poés-tratamento etiologico (P exxerirryy = 0,0006; p coxepiry < 0,0001; p
exxepirr2] = 0,0078; p cexerirz; = 0,0273) (Figura 16).
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Figura 16 - Caracterizacdo da producdo de linfécitos T CD4+CD152+ em
portadores cronicos da doenca de Chagas antes e apds tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbnicos da doenca de Chagas; (IND)
Portadores crénicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etioldgico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap0s o término do tratamento etioldgico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiol6gico; (ex vivo)
Analise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apds cultivo celular de
sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Analise realizada apos cultivo
celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estao
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPl e CC
versus EPIl, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”",
respectivamente.

Também avaliamos a expressao de CD28 e CD152 em linfocitos T CD8+.
Observamos aumento na producdo de linfécitos T CD8+CD28+ logo apds o
tratamento em todas as avaliagOes realizadas nos grupos IND+CARD (p toxtiex] =
0,0096; p Toxtijccy = 0,0020; p toxtaepn = 0,0048) e IND (p toxriexg = 0,0171; p toxtice) =
0,0034; p roxrieri = 0,0081). Poréem, o grupo CARD s6 demonstrou este aumento de
forma significativa na avaliagdo ex vivo (p toxte[ex; = 0,0313) (Figura 17).

A elevada producdo de células T CD8+CD28+ no contexto ex vivo em
comparacao com a avaliagdo apés estimulo com antigeno (EPI) observada antes do
tratamento (TO: p inp+carp < 0,0001; p np < 0,0001; p carp = 0,0078), foi mantida apos
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a intervengéo (Tl: P iNnD+cARD < 0,0001; P inp < 0,0001; P carD = 0.0078/ T2: P IND+CcARD
= 0,0006; PinD= 0,0078; P carD 20,0156) (Figura 17).

Figura 17 - Caracterizacao da producado de linfocitos T CD8+CD28+ em portadores
cronicos da doenca de Chagas antes e ap6és tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenca de Chagas; (IND) Portadores
cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com acometimento cardiaco.
(TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiolégico; (T1) Amostras coletadas 2-3
meses apos o término do tratamento etiologico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses
apos o término do tratamento etioldgico; (ex vivo) Analise realizada com sangue total;
(CC) Analise realizada apos cultivo celular de sangue total sem estimulagao
antigénica; (EPI) Andlise realizada apos cultivo celular de sangue total estimulado
com antigeno de epimastigota. Nota: As barras horizontais representam a média
aritmética e o desvio padrdao. Valores estatisticamente diferentes entre os tempos
avaliados (TO, T1 e T2) estdo indicados por *. Valores estatisticamente diferentes
entre ex vivo e EPI, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a”.

Quanto as células T CD8+CD152+, verificamos aumento tardio do percentual
destes linfocitos apenas na CC dos grupos IND+CARD (p tixrzicc) = 0,0165) e IND (p
T1xt2icc) = 0,0391) (Figura 18).

Destacamos que no grupo CARD a elevada producdo de linfécitos T
CD8+CD152+ apos estimulo com antigeno de epimastigota em comparagdo com a
avaliacdo ex vivo surgiu apenas apoés o tratamento etiologico (p exxerirra = 0,0234/ p
exxepirz] = 0,0469). Enquanto que, para os grupos IND+CARD e IND, esta elevagdo
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ndo sofreu alteracbes ap6s a intervengdo (IND+CARD: p exxepiro; = 0,0049; p
exxepity] = 0,0022; p exxepirrz) < 0,0001/ IND: p exxepirro; = 0,0215; p exxepijry = 0,0215; p
exxepirrz] = 0,0018). O maior percentual de células T CD8+CD152+ estimuladas com
EPI na comparacdo com CC foi mantido em todos os grupos avaliados apés o
tratamento (IND+CARD: p ccxepirg < 0,0001; p cexerirry < 0,0001; p coxepipry <
0,0001/ IND: p cexepiro) = 0,0005; p cexerirray = 0,0002; p cexepirrz; = 0,0095/ CARD: p
cexepiro] = 0,0078; p cexepirray = 0,0078; p cexepiprz = 0,0156) (Figura 18).

Figura 18 - Caracterizacdo da producdo de linfécitos T CD8+CD152+ em
portadores crénicos da doenca de Chagas antes e apds tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbnicos da doenca de Chagas; (IND)
Portadores crénicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiolégico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap6s o término do tratamento etiolégico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiol6gico; (ex vivo)
Analise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apds cultivo celular de
sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Analise realizada apos cultivo
celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padréo.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estao
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPl e CC
versus EPIl, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”,
respectivamente.
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7.1.4 Expresséao de CD80, CD86 e HLA-DR em mondcitos CD14+

No caso dos mondcitos CD14+, avaliamos o percentual de células CD80+,
CD86+ e HLA-DR+ antes e ap0s o tratamento com o benzonidazol.

Todos os grupos demonstraram queda na producdo de mondcitos
CD14+CD80+ ap0s o tratamento (IND+CARD: p toxriex; = 0,0298; p toxtoEex) =
0,0057; p Toxtijccy = 0,0488; p Toxt2icc) = 0,0039; p toxriery = 0,0049; p toxr2[EP) =
0,0025/ IND: p Toxr2ex; = 0,0391/ CARD: p toxt2iex] = 0,0469; p toxrzicc) = 0,0156; p
Toxtaep) = 0,0078; p toxr2iery = 0,0156).

O elevada percentual celular na avaliagdo apos estimulo com EPI versus ex
vivo que ja havia no momento TO (p p+carp = 0,0001; p wp = 0,0017; p carp =
0,0078), ndo sofreu alteracdo apos a intervencdo (T1: p p+caro = 0,0001; p np =
0,0012; p carp = 0,0078/ T2: p inp+carp = 0,0001; p npo = 0,0021; p carp = 0,0156)
(Figura 19).
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Figura 19 - Caracterizacdo da producao de monécitos CD14+CD80+ em portadores
cronicos da doenca de Chagas antes e ap0s tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenca de Chagas; (IND) Portadores
cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com acometimento cardiaco.
(TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiol6gico; (T1) Amostras coletadas 2-3
meses apos o término do tratamento etioldgico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses
apos o término do tratamento etioldgico; (ex vivo) Analise realizada com sangue total;
(CC) Analise realizada apos cultivo celular de sangue total sem estimulagao
antigénica; (EPI) Andlise realizada ap0s cultivo celular de sangue total estimulado
com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estdo
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo e EPI, em cada
tempo avaliado, estéo indicados pelas letras “a”.

N&do houve diferenca no percentual de monodcitos CD14+CD86+ entre as

avaliacOes antes e apos o tratamento etioldgico. Contudo, observamos uma maior
producao celular, do contexto ex vivo em relacéo a cultura estimulada com EPI, no
grupo IND+CARD ap0s a intervengao (p exxepirz] = 0,0319). Também surgiu, em
todos os grupos avaliados, uma reducéo significativa de mondcito CD14+CD86+
estimulados com o antigeno versus CC no momento T2 (p inp+carp = 0,0041; p np =
0,0436; p carp = 0,0313) (Figura 20).
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Figura 20 - Caracterizacdo da producao de monécitos CD14+CD86+ em portadores
cronicos da doenca de Chagas antes e ap0s tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenca de Chagas; (IND) Portadores
cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com acometimento cardiaco.
(TO) Amostras coletadas antes do tratamento etioldgico; (T1) Amostras coletadas 2-3
meses apos o término do tratamento etiologico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses
apos o término do tratamento etioldgico; (ex vivo) Analise realizada com sangue total;
(CC) Analise realizada apos cultivo celular de sangue total sem estimulagao
antigénica; (EPI) Andlise realizada apos cultivo celular de sangue total estimulado
com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPl e CC versus EPI, em
cada tempo avaliado, estéo indicados pelas letras “a” e “b”, respectivamente.

Quanto a producdo de mondcitos CD14+HLA-DR+, houve reducgéo
significativa nos grupos IND+CARD (p toxroery = 0,0245; p tixr2ier =0,0280) e IND
(P T1xr2Ex) = 0,0273; P ToxT1icC) = 0,0479) apds o tratamento.

De forma tardia (T2), o grupo CARD também demonstrou reducdo no
percentual destes mondcitos apds estimulo com o antigeno de T. cruzi em
comparagdo com a avaliacao ex vivo (p exxerirrz; = 0,0313). Destacamos o fendmeno
apresentado na avaliacdo CC versus EPI no grupo IND+CARD. O maior percentual
de células CD14+HLA-DR+ estimuladas pelo antigeno (EPI) que existia antes da
intervengdo com o benzonidazol (p ccxepirg = 0,0376) foi mantida logo apos o

tratamento (p ccxerirryy = 0,0150), mas desapareceu no momento T2. Para o grupo
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CARD, nesta mesma avaliacdo (CC versus EPI), o maior percentual observado no
momento TO (p ccxerirrop = 0,0391), também deixou de existir ap6s o tratamento
(Figura 21).

Figura 21 - Caracterizacdo da producdo de mondcitos CD14+HLA-DR+ em
portadores crénicos da doengca de Chagas antes e apOs tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenca de Chagas; (IND) Portadores
cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com acometimento cardiaco.
(TO) Amostras coletadas antes do tratamento etioldgico; (T1) Amostras coletadas 2-3
meses apos o término do tratamento etiolégico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses
apo6s o término do tratamento etioldgico; (ex vivo) Analise realizada com sangue total;
(CC) Analise realizada apos cultivo celular de sangue total sem estimulagao
antigénica; (EPI) Andlise realizada apos cultivo celular de sangue total estimulado
com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estdo
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPlI e CC
versus EPI, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”",
respectivamente.
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7.1.5 Células T regulatérias

As moléculas CD25 e FoxP3 sdo descritas na literatura como os principais
marcadores que caracterizam os linfécitos T regulatorios. Desta forma, para
avaliarmos este grupo celular, realizamos analise das populac¢des de células T CD4+
guanto a expressdo de CD25+, CD25high, FoxP3+, CD25+FoxP3+ e
CD25highFoxP3+.

Na avaliacdo quanto a producdo da molécula CD25+, observamos aumento
percentual nos grupos IND+CARD (p toxtiex; = 0,0410; p toxt2iEx) = 0,0033; P T1xT2[EX]
= 0,0497; p Toxticc < 0,0001; p toxt2icc) < 0,0001; p toxtiepy = 0,0018; p toxTomEP) <
0,0001), IND (p Toxtiex; = 0,0266; p toxt2iex] = 0,0039; P ToxT1[cc) = 0,0005; P ToxT2[CC) =
0,0078; p toxrzier) = 0,0039) e CARD (p toxrijce) = 0,0078; p toxriery = 0,0156; p
toxtziep = 0,0313) (Figura 22).

Na comparacao ex vivo versus EPI, a diferenca que ja era observada antes
do tratamento foi mantida nas avaliacées ap0s a intervencao nos grupos IND+CARD
(p p To=0,0022; p 11 = 0,0408; p 1> = 0,0369) e IND (p 0= 0,0051; p 11 = 0,0020; p T2
= 0,0078). Nao houve diferenca estatistica na comparacado CC versus EPI (Figura
22).
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Figura 22 - Caracterizacdo da producao de linfocitos T CD4+CD25+ em portadores
cronicos da doenca de Chagas antes e ap0s tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenca de Chagas; (IND) Portadores
cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores crénicos com acometimento cardiaco.
(TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiolégico; (T1) Amostras coletadas 2-3
meses apos o término do tratamento etiolégico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses
apo6s o término do tratamento etioldgico; (ex vivo) Analise realizada com sangue total;
(CC) Analise realizada apés cultivo celular de sangue total sem estimulacdo
antigénica; (EPI) Andlise realizada apos cultivo celular de sangue total estimulado

com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estdo
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo e EPIl, em cada
tempo avaliado, estéo indicados pelas letras “a”.

Fendbmeno semelhante ao demonstrado pela populacdo de células T
CD4+CD25+ foi verificada na analise do percentual de linfocitos T CD4+CD25high.
Ocorreu aumento desta populacdo celular em todos os grupos (IND+CARD: p
Toxt2ex] = 0,0041; p Tixreex) = 0,0015; p toxtijecc) = 0,0004; p toxt2iec) < 0,0001; p
Toxt1er) = 0,0278; p toxtoiery = 0,0032/ IND: p toxt2iex; = 0,0195; p T1x1202X = 0,0039; p
Toxticc] = 0,0150; p Toxrorccy = 0,0039/ CARD: p toxriicc) = 0,0156; p toxt2icc) = 0,0156)
(Figura 23).

Foi verificada diferenca estatistica entre ex vivo e EPl apenas no momento T2

para o grupo IND+CARD (p = 0,0133). A maior producdo celular apds cultivo na
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presenca do antigeno de epimastigota em comparacdo a CC para todos 0s grupos
de individuos verificada antes do tratamento (TO: p np+carp = 0,0004; p np = 0,0017;
P carp = 0,0391) foi mantida apés a intervencédo (T1: p ip+caro = 0,0003; p \p =
0,0003; p carp = 0,0391/ T2: p inp+carp = 0,0010; p inp = 0,0371; p caro = 0,0156)
(Figura 23).

Figura 23 - Caracterizacdo da producédo de linfécitos T CD4+CD25high em portadores
cronicos da doenca de Chagas antes e ap0s tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenca de Chagas; (IND) Portadores
cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com acometimento cardiaco.
(TO) Amostras coletadas antes do tratamento etioldgico; (T1) Amostras coletadas 2-3
meses apos o término do tratamento etiolégico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses
apos o término do tratamento etioldgico; (ex vivo) Analise realizada com sangue total;
(CC) Analise realizada apos cultivo celular de sangue total sem estimulagao
antigénica; (EPI) Andlise realizada apos cultivo celular de sangue total estimulado
com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estao
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPlI e CC
versus EPI, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”",
respectivamente.

Contudo, na avaliacdo da expressdo de FoxP3 em células T CD4+ foi
verificada queda no percentual desses linfocitos em todos os grupos avaliados
(|ND+CARDZ P ToxTiEX] = 0,0005; P ToxT2[EX] = 0,0105; P TixToEP) = 0,0033/ IND: P
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ToxT1Ex] = 0,0171; p ToxT2iEX] = 0,0078; P ToxT2(EP] = 0,0078; P T1xT2[EP) = 0,0039/ CARD:
P toxt1ex; = 0,0078) (Figura 24).

A producdo de linfécitos T CD4+FoxP3+ foi maior na andlise EPlI em
comparacao com a ex vivo para os grupos IND+CARD e IND tanto antes (TO: p
inp+carp = 0,0018; p np = 0,0011) quanto ap6és o tratamento (T1: p np+carp < 0,0001;
P o = 0,0002/ T2: p p+caro = 0,0005; p o = 0,0039). Contudo, este maior
percentual sé surgiu no grupo CARD ap0s a intervengcdo com o benzonidazol (p 11 =
0,0078; p 12 = 0,0156). Os maiores valores percentuais demonstrados pelo cultivo na
presenca do antigeno EPl em comparacdo com a CC no momento TO perduraram
apos o tratamento (TO: p np+carp < 0,0001; p npo < 0,0001; p caro = 0,0078/ T1: p
inp+carp < 0,0001; p np = 0,0002; p carp = 0,0078/ T2: p inp+carp = 0,0005; p np =
0,0039; p carp = 0,0156) (Figura 24).
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Figura 24 - Caracterizacdo da producao de linfocitos T CD4+FoxP3+ em
portadores cronicos da doenca de Chagas antes e apds tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbénicos da doengca de Chagas; (IND)
Portadores cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etioldgico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap0s o término do tratamento etiolégico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiolégico; (ex vivo)
Andlise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apés cultivo celular de
sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Andlise realizada apos cultivo
celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estéo
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPl e CC
versus EPI, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”,
respectivamente.

Esta reducdo no percentual celular apdés o tratamento também foi observada
nos linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+ em todos os grupos de individuos (IND+CARD:
P toxtex] = 0,0136; P Toxtorcc) = 0,0245; p toxrziepy = 0,0162; p rixroer = 0,0105/ IND:
P Toxt2iex] = 0,0391; p toxrzec) = 0,078; P tixtziec) = 0,078; p toxrzery = 0,0117; p
Tixreiepi = 0,0078/ CARD: p roxr1ex; = 0,0391) (Figura 25).

Comparando ex vivo e EPI, observamos maior producdo celular apés
estimulo com o antigeno pelo grupo CARD apés o tratamento (p 11 = 0,0078; p 12 =
0,0156). Por sua vez, tal fend6meno foi verificado nos grupos IND+CARD e IND antes

e apo6s a intervencdo com o benzonidazol (IND+CARD: p exxerirop = 0,0031; p
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exxepiTy < 0,0001; p exxepirrz) = 0,0006/ IND: p exxepiro; = 0,0024; p exxerirry = 0,0002; p
exxepirrz] = 0,0078). Na avaliagdo CC versus EPI ocorreu diferenga estatistica apos o
tratamento etioldgico para o grupo CARD (p 11 = 0,0078; p 12 = 0,0156), enquanto
gue nos demais grupos esta diferenca ja estava presente no TO (p inp+carp = 0,0025;
p o = 0,0081) e foi mantida ap6s o tratamento (T1: p np+carp < 0,0001; p np =
0,0002/ T2: p inp+carp = 0,0005; p np = 0,0039) (Figura 25).

Figura 25 - Caracterizacao da producdo de linfécitos T CD4+CD25+FoxP3+ em
portadores crénicos da doenca de Chagas antes e apds tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbnicos da doenca de Chagas; (IND)
Portadores crénicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiolégico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap6s o término do tratamento etiolégico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiolégico; (ex vivo)
Andlise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apés cultivo celular de
sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Analise realizada apos cultivo
celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padréo.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estéo
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPl e CC
versus EPIl, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”",
respectivamente.

Na andlise dos linfocitos T CD4+CD25highFoxP3+, a redugcdo do percentual

celular apés o tratamento etiolégico s6 ndo foi observada no grupo CARD
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(IND+CARD: p Toxt1iex] = 0,0079; p ToxToiEx) = 0,0353; p Tox1icc) = 0,0239; P toxT2icC) =
0,0090; p Toxrorer = 0,0280/ IND: p toxroiex) = 0,0313; p toxroicc) = 0,0195) (Figura 26).

Na avaliagdo ex vivo versus EPI, houve um maior percentual das células
estimuladas em todos os grupos logo apds o tratamento (T1: p inp+carn=0,0024; p
in0=0,0322; p carp=0,0313). Contudo, na analise CC versus EPI, a exposicdo ao
antigeno originou maior producdo celular, logo apds a intervencdo, apenas nos
grupos IND+CARD (p 1:=0,0008) e IND (p 11=0,0046) (Figura 26).

Figura 26 - Caracterizagdo da producéo de linfécitos T CD4+CD25highFoxP3+ em
portadores crénicos da doenca de Chagas antes e apds tratamento com
benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores crbnicos da doenca de Chagas; (IND)
Portadores cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etioldgico;
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap0s o término do tratamento etioldgico; (T2)
Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etiol6gico; (ex vivo)
Analise realizada com sangue total; (CC) Analise realizada apds cultivo celular de
sangue total sem estimulacdo antigénica; (EPI) Analise realizada apos cultivo
celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrao.
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estao
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPl e CC
versus EPIl, em cada tempo avaliado, estdo indicados pelas letras “a” e “b”",
respectivamente.
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7.2 Avaliacdo da producdo de citocinas intracitoplasmat icas por células
imunes de portadores crénicos da doengca de Chagas a ntes e apo0s o
tratamento com o benzonidazol no contexto ex vivo e apos estimulo in

vitro com antigeno de T. cruzi

Realizamos a avaliacdo do percentual de células T CD4+, T CD8+ e B CD19+
quanto a producdo de IFN-y+ (Figura 27) e IL-10 (Figura 28) antes e apds o
tratamento etioldgico.

Ao avaliarmos o percentual de células CD4+IFN-y+ antes e apds o tratamento
com benzonidazol, constatamos reducdo na sua producdo entre os individuos dos
grupos IND+CARD (p toxtzier) = 0,0105; p tixrziery = 0,0245) e IND (P toxrzex =
0,0391; p Tixrziex; = 0,0117; p toxrzery = 0,0273). Na avaliacdo CC versus EPI do
grupo IND+CARD, a elevada producgdo desta citocina por linfocitos T CD4+ apds
estimulo com o antigeno observada antes do tratamento (p 1o = 0,0018) foi mantida
nas analises subsequentes (p 1 = 0,0007; p 12 = 0,0411). No grupo IND esta
diferenca so6 foi constatada apos o tratamento (p ccxerir1y) = 0,0045). Por sua vez, no
grupo CARD a diferenca que havia antes do tratamento (p ccxepirro} = 0,0391) deixou
de ser observada.

Houve reducdo na producdo de linfocitos T CD8+IFN-y+ ap0s o tratamento
com o benzonidazol em todos os grupos (IND+CARD: p toxt1ex) = 0,0030; P Toxr2[EX]
= 0,0066; p tixt2iEx] = 0,0056; P ToxtzieP) = 0,0066/ IND: p toxT1[EX] = 0,0330; P ToxXT1[CC]
= 0,0266; p toxtziepy = 0,0195/ CARD: p toxtoex = 0,0469; p tixroex = 0,0156; p
Tixtoreri = 0,0313). Logo apos o término do tratamento (T1) o grupo IND demonstrou
percentual significativamente superior de células T CD8+IFN-y+ estimuladas com
EPI em relagéo a avaliagdo ex vivo (p exxepiry = 0,0046). Ja na avaliagéo CC versus
EPI, todos os grupos de individuos demonstraram percentual celular superior antes
(TO: p inp+carp = 0,0002; p ino = 0,0011; p carp = 0,0156) e logo apos o tratamento
(T1: p inp+carp = 0,0006; p np = 0,0068; p caro = 0,0156). Porém, esta diferenca so foi
mantida no momento T2 nos grupos IND+CARD (p ccxepi = 0,0214).

Quanto a producéo da citocina IFN-y por linfécitos B CD19+, também ocorreu
reducé@o no percentual celular em todos os grupos (IND+CARD: p toxriex; = 0,0036;
P Toxt2iEx] = 0,0105; p toxT1EP) = 0,0016; P ToxT2[EP) = 0,0245/ IND: P ToxT1/ERP) = 0,0253;
P toxtziery = 0,0273/ CARD: p toxt1ex) = 0,0156; p toxt2iEx) = 0,0313; P ToxTi[EP) =
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0,0156). O grupo IND+CARD demonstrou maior percentual celular na cultura com
EPI em relagéo a CC antes (p epixccrro) = 0,0499) e logo apoés a intervencdo com o
benzonidazol (p epixccrryy = 0,0317). Porém, essa diferenga ndo foi observada no
momento T2. No grupo IND, nesta mesma avaliacdo, a producdo de células B
CD19+IFN-y+ estimuladas com o antigeno deixou de apresentar o percentual

significativamente maior que foi verificado no momento TO (p epixccrro; = 0,0466).



Figura 27 - Caracterizagao da producéo de IFN-y em células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ em portadores cronicos da doen¢a de Chagas antes

e apos tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenga de Chagas; (IND) Portadores cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores crénicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiol6gico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap6s o término do
tratamento etiolégico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses apds o término do tratamento etioldgico; (ex vivo) Andlise realizada com sangue total;
(CC) Andlise realizada apos cultivo celular de sangue total sem estimulagdo antigénica; (EPI) Analise realizada apods cultivo celular de sangue
total estimulado com antigeno de epimastigota. Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrdo. Valores
estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estdo indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo

versus EPI e CC versus EPI, em cada tempo avaliado, estéo indicados pelas letras “a” e “b”, respectivamente.
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As células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ também foram avaliadas, antes a
apos o uso do benzonidazol, quanto a producao intracitoplasmética de 1L-10 (Figura
28).

N&o houve diferenca estatistica na producédo de linfocitos T CD4+IL-10+ ap0s
o tratamento etiolégico. Ao compararmos ex vivo versus EPI, a diferenca observada
antes do tratamento nos grupos IND+CARD (p exxepiito; = 0,0003) e IND (p exxerifro} =
0,0054), se manteve nas avaliacdes realizadas apos a intervencdo (IND+CARD: p
exxepir1] = 0,0002; p exxepirrz; = 0,0015/ IND: p exxepiryy = 0,0005; p exxepyre; = 0,0022).
Ja no grupo CARD, a diferenca demonstrada antes (p exxerirro) = 0,0391) e logo apos
a intervencdo (p exxepiry = 0,0391) ndo foi mantida no momento T2. Quanto a
avaliacdo CC versus EPI, os valores ap0s exposicdo ao antigeno se mantiveram
maiores pos-tratamento no grupo IND+CARD (p ccxepiro) = 0,0046; p coxepirmyy =
0,0011; p ccxerirrzy = 0,0261). Contudo, estes percentuais mais elevados ndo se
mantiveram na avaliacdo mais tardia do grupo IND (p ccxerirro} = 0,0336; p cexeriry =
0,0017).

Houve reducao significativa na producéo de células T CD8+IL-10+ apenas no
grupo IND+CARD (p toxtiex = 0,0123; p toxrziex; = 0,0437). Ja na avaliagdo CC
versus EPI, os elevados percentuais observados antes do tratamento com o
benzonidazol (TO: p np+carp = 0,0022; p ino = 0,0265; p caro = 0,0156) também foram
observados apés a medicacdo (T1: p p+carp = 0,0002; p no = 0,0025; p carp =
0,0234/ T2: p inp+caroprz) = 0,0071; p inppr2; = 0,0283).

Destacamos o impacto do benzonidazol na producao intracitoplasmatica de
IL-10 pelos linfécitos B CD19+. Nos grupos IND+CARD e CARD ocorreu reducgéo
significativa do percentual celular logo apés o tratamento no contexto ex vivo (p
ToxTinD+cARD] = 0,0458; p TtoxT1icarp; = 0.0078). Porém, todos os grupos demonstraram
crescimento no percentual celular nas comparacoes com o T2 (IND+CARD: p
Toxt2icc] = 0,0009; p Tixtorcc) = 0,0368; p Tixr2ier) = 0,0464/ IND: p Toxt21cc) = 0,0091/
CARD: p tix72iex) = 0,0156). A baixa producéo de celulas B CD19+IL-10+ estimuladas
por EPI em relacéo a avaliagdo ex vivo antes e logo apds a interven¢do nos grupos
IND+CARD (p 10= 0,0002; p 11 = 0,0165) e IND (p 10 = 0,0190; p 11 = 0,0024), nao foi
observada no momento T2. Contudo, para o grupo CARD, a diferenca que havia no
TO (p Toexxery = 0,0078) desapareceu logo apés o tratamento. IND+CARD e IND
demonstraram maior percentual celular apds estimulo antigénico em todas as
avaliacdes CC versus EPI (IND+CARD: p 10 < 0,0001; p 11 < 0,0001; p 12 = 0,0029;
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IND: p 10 = 0,0011; p 11 = 0,0096; p 12 = 0,0078). Para o CARD, entretanto, esta
diferenca s6é ocorreu em TO (p ccxepi = 0,0078) e T1 (p cexerr = 0,0078).



Figura 28 - Caracterizagdo da producao de IL-10 em células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ em portadores cronicos da doenga de Chagas antes e
apds tratamento com benzonidazol.
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Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenga de Chagas; (IND) Portadores cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiol6gico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses apés o término do
tratamento etiolégico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses apés o término do tratamento etiolégico; (ex vivo) Andlise realizada com sangue total;
(CC) Anadlise realizada apos cultivo celular de sangue total sem estimulagéo antigénica; (EPI) Andlise realizada ap6s cultivo celular de sangue
total estimulado com antigeno de epimastigota. Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrdo. Valores
estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (TO, T1 e T2) estdo indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo
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7.3 Avaliacdo da producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de
sangue total de portadores cronicos da doenca de Ch agas antes e apoés
tratamento com o benzonidazol apds estimulo in vitro com antigeno de T.

cruzi

Realizamos a deteccdo de citocinas relacionadas a resposta imune
inflamatoria (IFN-y, TNF-a e IL-2) (Figura 29) e regulatéria (IL-4, IL-6 e 1L-10) (Figura
30), antes e ap0s a intervencdo com o benzonidazol, no sobrenadante das culturas
sem estimulo (cultura controle-CC) e na presenca de estimulo com antigeno soluvel
de epimastigota (EPI).

Os grupos IND+CARD e IND apresentaram aumento na producao de IFN-y na
CC (IND+CARD: p toxt2 = 0,0428; p tix12 = 0,0031/ IND: p 11xm2 = 0,0195), nédo
havendo mudanca apés o cultivo com EPI na comparacdo antes e apos tratamento.
Também ndo houveram alteracdes quanto a elevada producdo de IFN-y apos
estimulo antigénico em relacdo a CC (IND+CARD: p 10< 0,0001; p 11 < 0,0001; p 12 <
0,0001/ IND: p 1o = 0,0002; p 11 = 0,0002; p 12 = 0,0078/ CARD: p 10 = 0,0078; p 11 =
0,0078; p 12=0,0156).

N&o verificamos diferenca na comparacdo do antes com o apoés intervencao
com o benzonidazol na quantidade de TNF-a no sobrenadante das culturas. A
elevada producdo desta molécula na presenca de EPI verificada no momento TO (p
inp+carp < 0,0001; p o = 0,0024; p carp = 0,0391) foi mantida nos momentos
subsequentes ao tratamento (T1: p ino+carp = 0,0004; p \np = 0,0081; p carp = 0,0078/
T2: p inp+carp = 0,0003; p inp = 0,0056; p carp = 0,0313).

Na quantificacdo de IL-2, houve reducéo na analise das culturas sem estimulo
em todos os grupos (IND+CARD: p toxrijcc; = 0,0002; p toxtoicc) = 0,0214/ IND: p
Toxtiicc) = 0,0010; p toxr2icc) = 0,0391/ CARD: p toxtiicc) = 0,0156). Contudo, apos o
estimulo com antigeno de T. cruzi, apenas 0s grupos IND+CARD (p toxrzepy =
0,0140) e IND (p Toxroery = 0,0117) apresentaram redugdo pos-tratamento. A
producdo desta citocina foi superior nas culturas EPI, na comparacdo com CC, em
todos os momentos avaliados (TO: p np+carp < 0,0001; p np = 0,0005; p carp =
0,0078/ T1: p inp+carp < 0,0001; p o = 0,0002; p carp = 0,0078/ T2: p inp+carD =
0,0002; p IND = 0,0413; p CARD = 0,0156).



Figura 29 - Quantificacdo de IFN-y, TNF-a e IL-2 no sobrenadante de cultura de células obtidas de portadores cronicos da doenca de Chagas antes e
apos tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenca de Chagas; (IND) Portadores cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiol6gico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap6s o término do tratamento
etiologico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses ap6s o término do tratamento etiol6gico; (CC) Andlise realizada apés cultivo celular de sangue total sem
estimulacéo antigénica; (EPI) Andlise realizada apds cultivo celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrdo. Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e
T2) estéo indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre CC e EPI, em cada tempo avaliado, estéo indicados pelas letras “a”.
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Nas culturas estimuladas com EPI foi possivel verificar reducdo na producéo
de IL-4 ap6s o tratamento com o benzonidazol nos grupo IND+CARD (p toxt1 =
0,0072) e IND (p toxr1 =0,0068; p toxr2 = 0,0234). Contudo, destacamos que na
avaliacdo das culturas sem estimulo, mesmo com uma reducdo logo apdés o
tratamento (IND+CARD: p toxt1 = 0,0030/ CARD: p toxr1 = 0,0156), houve aumento
na producédo de IL-4 na avaliacdo T2 em todos os grupos (IND+CARD: p tixm2 =
0,0005/ IND: p tixr2 = 0,0391/ CARD: p Ti1x12 = 0,0223). Elevada producéo desta
citocina, apos o cultivo com o antigeno em comparacdo a CC, foi observada em
todos os momentos avaliados nos grupos IND+CARD (p o= 0,0003; p 11 = 0,0002; p
12 = 0,0043) e CARD (p 10 = 0,0156; p 11 = 0,0156; p 12 = 0,0156). Porém, esta
diferenca s6 pode ser verificada em TO (p = 0,0034) e T1 (p = 0,0064) no grupo IND.

Na quantificacdo da IL-6, apenas no grupo IND+CARD houve aumento
significativo com o tratamento (p toxrzicc) = 0,0362). N&o houve modificagdo quanto a
elevada producdo desta citocina apOs estimulo antigénico em relacdo a CC
(IND+CARD: p 10 < 0,0001; p 11 < 0,0001; p 12 < 0,0001/ IND: p 10 = 0,0005; p 11 =
0,0048; p 12=0,0035/ CARD: p 10=0,0078; p t1 = 0,0078; p 2= 0,0156).

Apés o tratamento houve aumento significativo na produgcdo de IL-10 no
sobrenadante obtido das culturas estimuladas com o antigeno de epimastigota nos
grupos IND+CARD (p toxt2 = 0,0214; p t1xm2 = 0,0162) e CARD (p 11412 = 0,0313).
Também n&o houve mudancas quanto a elevada producdo desta citocina apos
estimulo antigénico em relacdo a CC (IND+CARD: p 10< 0,0001; p 11 < 0,0001; p 12 <
0,0001/ IND: p 1o = 0,0005; p 1 = 0,0058; p 12 = 0,0288/ CARD: p 10 = 0,0078; p 11 =
0,0078; p 12=0,0156).



Figura 30 - Quantificacédo de IL-4, IL-6 e IL-10 no sobrenadante de cultura de células obtidas de portadores cronicos da doenga de Chagas antes e apés

tratamento com benzonidazol.
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Fonte: A autora.

Legenda: (IND+CARD) Portadores cronicos da doenca de Chagas; (IND) Portadores cronicos assintomaticos; (CARD) Portadores cronicos com
acometimento cardiaco. (TO) Amostras coletadas antes do tratamento etiol6gico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses ap6s o término do tratamento
etiologico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses ap6s o término do tratamento etiol6gico; (CC) Andlise realizada apés cultivo celular de sangue total sem
estimulagéo antigénica; (EPI) Andlise realizada apds cultivo celular de sangue total estimulado com antigeno de epimastigota.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrdo. Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e
T2) estéo indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre CC e EPI, em cada tempo avaliado, estéo indicados pelas letras “a”.
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8 DISCUSSAO

8.1 Caracterizacdo fenotipica de células da resposta im  une de portadores
cronicos da doenca de Chagas no contexto ex Vvivo e apos estimulo in
vitro com antigeno de T. cruzi, antes e ap0s 0 tratamento com o

benzonidazol

Quanto a caracterizacdo fenotipica das células, os marcadores avaliados
permitiram a observacédo de diferentes aspectos relacionados as populacbes de
linfécitos B, Natural killer, T CD4+, T CD8+, mondcitos e Treg, antes e apds a

intervencdo com o benzonidazol na fase crbénica da doenca de Chagas.

8.1.1 Células B

Além de serem cruciais na resposta imune humoral, os linfécitos B também
estdo envolvidos nos mecanismos relacionados a resposta imune celular, através da
apresentacdo de antigenos e da producdo de citocinas (BERMEJO et al., 2010;
CONSTANT et al., 1995; FARES et al., 2013; HARRIS, et al., 2000; LUND, 2008;
TAYLOR; JENKINS; PAPE, 2012; WATANABE et al., 2007).

Para verificar o comportamento dos linfécitos B apds o tratamento etiologico
optamos por avaliar as moléculas CD5 e CD19 na superficie celular. A molécula
CD19 eleva gradualmente sua expressdo no decorrer do desenvolvimento desta
linhagem celular, sendo restrita aos linfocitos B (FUJIMOTO; SATO, 2007). Por sua
vez, a avaliacdo quanto a expressao de CD5 permite a distingcdo dos linfocitos B
convencionais (CD5-CD19+) daqueles ditos B1 (CD5+CD19+) (MAURI; BOSMA,
2012). As células B convencionais, também conhecidas como B2, sdo responsaveis
pela producdo de anticorpos de elevada afinidade e de células de memdria que
oferecem protecdo duradoura contra a invasdo de patogenos. Ja as células Bl
produzem anticorpos naturais, principalmente IgM, que por sua vez reduzem a carga
antigénica e removem células apoptéticas, atuando com anticorpos de baixa
afinidade que proporcionam protecdo imediata, porém de curto prazo
(BAUMGARTH; TUNG; HERZENBERG, 2005; LUNDY, 2009; MAURI; BOSMA,
2012).
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Mesmo ndo constatando altera¢des significativas na producéo de linfocitos B
CD5-CD19+ em nenhum dos grupos de individuos portadores cronicos avaliados em
nosso estudo, o aumento na populacédo de linfocitos B1 (CD5+CD19+) logo apoés o
tratamento em todos os grupos demonstra o impacto da intervencdo na resposta
imune humoral.

Sathler-Avelar et al. (2008) ao avaliarem criangas classificadas como
recentemente com a forma crbnica indeterminada da doenca de Chagas,
observaram maior producédo de linfécitos B1 CD5+CD19+ entre os portadores que
receberam o benzonidazol em relacdo aqueles que nao foram submetidos ao
tratamento etioldgico (SATHLER-AVELAR et al., 2008).

Em trabalho anterior, estes mesmos autores tinham verificado que individuos
recentemente na fase cronica da doenca de Chagas ja produziam maior percentual
de linfécitos B1 que aqueles na fase aguda (SATHLER-AVELAR et al., 2003).
Também foi constatada maior produgcdo de linfocitos B CD5-CD19+IL-10+ e
CD5+CD19+IL-10- nas formas clinicas indeterminada e cardiaca em comparacéo
com grupo de individuos controle, sugerindo que estas células estariam envolvidas
com a resposta imune geral contra o T. cruzi (FARES et al.,, 2013). Contudo,
Ferndndez et al. (2014), ao avaliarem diferentes marcadores em células B CD19+
(CD27, 1gG, IgM) do sangue periférico de individuos crénicos assintomaticos da
doenca de Chagas, concluiram que a reduzida populacéo celular em comparacao ao
grupo de individuos controle indicaria uma resposta anticérpica deficiente, o que
permitiria a persisténcia do parasita no organismo do hospedeiro (FERNANDEZ et
al., 2014).

Estudo experimental demonstrou que a auséncia de células B acarreta
aumento do parasitismo, com reducéo da inflamacéo e da producéo de células T de
memoria na infeccdo pelo T. cruzi, indicando que os linfécitos B sdo cruciais para o
controle da multiplicacéo parasitaria e da resposta imune (CARDILLO et al., 2007).

Diante do que foi exposto, acreditamos que o aumento da populacdo de
linfécitos B na etapa inicial do tratamento na fase cronica da doenca de Chagas
surja em resposta aos elevados niveis de antigenos livres no organismo do
hospedeiro, ocorrendo subsequentemente uma reducgéo celular em decorréncia da
eliminacdo dos antigenos de T. cruzi circulantes. Desta forma, a elevacdo que
constatamos em nosso estudo, e que também foi verificada por Sathler-Avelar et al.

(2008), nada mais seria que uma resposta ao aumento de antigenos circulantes em
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decorréncia da acao tripanocida do benzonidazol. Contudo, apenas o
acompanhamento do percentual destas células circulantes no organismo dos
pacientes cronicos tratados por um maior espa¢co de tempo em associacdo com a
mensuracao da carga parasitaria € que permitira concluirmos se este aumento é um
fendmeno passageiro ou se ocorreu uma modulacdo duradoura na populagéo de
linfécitos B1 CD5+CD19+.

8.1.2 Células Natural Killer

As células NK sédo caracterizadas fenotipicamente pela auséncia de CD3 e
presenca de CD16. Por sua vez, elas podem ser subdivididas de acordo com a
expressdo da molécula CD56 em sua superficie, sendo as células CD3-
CD16+CD56+ menos madura que as CD3-CD16+CD56dim/- (CALIGIURI et al.,
2008; CHAN et al.,, 2007; LANIER et al., 1986; LEIBSON, 1997; ROBERTSON;
RITZ, 1990). Células NK CD3- com elevada expressdo de CD56 produzem altos
niveis de citocinas e quimiocinas em poucos minutos de ativacdo, mas Sao pouco
efetivas na eliminacdo de células tumorais, enquanto que as células NK CD56dim/-,
mesmo apresentando baixa producéo de citocinas em resposta a ativagao, causam
lise em células tumorais susceptiveis (COOPER et al., 2001; WALZER et al., 2007).
Tais relatos demonstram que distintas vias de atuacéo séo atribuidas aos diferentes
fendtipos de células NK.

Na doenca de Chagas, este grupo celular vem sendo indicado como crucial
no controle da infeccéo pelo T. cruzi devido a seu carater citotéxico. Sathler-Avelar
et al. (2003) ao avaliarem criancas na fase aguda constataram uma maior ativacao
da imunidade inata no estagio tardio desta fase da doenca devido a elevada
producédo de células CD16+CD56- (SATHLER-AVELAR et al., 2003). Em modelos
experimentais as células NK foram associadas ao controle da infec¢éo parasitaria na
fase aguda devido a producéao e IFN-y (CARDILLO et al., 1996) e a modulacédo da
secrecdo de imunoglobulinas por células B (DE ARRUDA HINDS et al., 2001).

Ao comparar as diferentes formas clinicas da fase crbnica da doenca
(indeterminada, cardiaca e digestiva), Vitelli-Avelar et al. (2005) demonstraram que
os individuos sem acometimento clinico apresentavam elevada producéo de células
NK CD3-CD16+CD56+ e CD3-CD16+CD56dim (VITELLI-AVELAR et al., 2005).

Criancas classificadas como estando recentemente com a forma crbnica
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indeterminada da doenca de Chagas demonstraram elevado percentual de células
NK CD3-CD16+CD56- em relag&o ao grupo controle (VITELLI-AVELAR et al., 2006).
De acordo com os autores, esta elevacdo da populacdo de células NK estaria
diretamente relacionada com a permanéncia na forma indeterminada da doenca,
uma vez que ao controlar a parasitemia por este grupo celular atuaria indiretamente
controlando a resposta imune deletéria aos tecidos do hospedeiro (VITELLI-AVELAR
et al., 2005).

Em trabalho com individuos com a forma indeterminada da doenca de
Chagas tratados com o benzonidazol, Sathler-Avelar et al. (2008), mesmo nao
verificando diferengca quanto a populacdo de células NK CD3-CD16+CD56+,
constataram elevada producdo de células NK CD3-CD16+CD56- em relacdo a
populacdo de nado-tratados. Os autores sugeriram que o tratamento etiologico, ao
causar a expansao destas células, atuaria na ativacdo de macrofagos relacionados
com o controle parasitario (SATHLER-AVELAR et al., 2008).

Diante do exposto, a reducao da populacéo de células NK CD3-CD16+CD56-
(maduras) estimuladas com antigenos de epimastigota nos grupos IND+CARD e
IND que observamos pés-benzonidazol indicaria que o tratamento, ao reduzir a
populacdo de células NK maduras estaria permitindo uma maior replicacdo do T.
cruzi no organismo do hospedeiro.

Varios estudos tem demonstrado que células NK CD56dim/- (maduras) séo
derivadas diretamente das CD56+ (CHAN et al.,, 2007; LANIER et al., 1986;
OUYANG et al., 2007; ROMAGNANI et al., 2007; TAKAHASHI et al., 2007). Como o
tratamento ndo interferiu na populacdo de células NK CD3-CD16+CD56+ (naive)
nestes grupos de pacientes, é possivel que o benzonidazol tenha interferido na
maturacdo destas células, atuando nos mecanismos que envolvem a supressao na
expressdo do CD56 na membrana das células NK oriundas dos pacientes com a
forma indeterminada.

Ja ao avaliarmos os pacientes com acometimento cardiaco constatamos que
houve aumento significativo na producdo de ambos os subtipos de células NK (CD3-
CD16+CD56+/-) ap6s o tratamento com o benzonidazol, demonstrando que a
intervencdo pode ter trazido algum beneficio a estes individuos ao ativar células
importantes para a eliminacdo do T. cruzi. Tal hip6tese é ressaltada pelo fato de que
esta elevacdo significativa no grupo CARD né&o foi mantida no momento T2. A

regulacdo da resposta citotoxica mediada pelas células NK é de suma importancia,
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uma vez que sua ativacdo de forma descontrolada pode conduzir aos danos
teciduais caracteristicos dos quadros clinicos sintométicos da fase cronica (D’AVILA
REIS et al., 2001; REIS et al., 1993). Isto nos leva a crer que o benzonidazol causou
inicialmente uma resposta citotoxica nos pacientes com a doenca de Chagas em sua
forma cardiaca, possibilitando uma acentuada eliminacdo do parasita, com
subsequente controle desta resposta citotoxica. Desta forma, acreditamos que o
tratamento etiologico atuou na tentativa de mediar uma reducdo da populacéo
parasitaria de forma que ndo houvesse dano ao hospedeiro portador da forma

cardiaca.

8.1.3 Expressao de CD28 e CD152 em células T CD4+ e CD8+

A ativagdo de linfocitos T requer o reconhecimento de peptideos antigénicos
por receptores localizados nestas células (TCRs) em associa¢cdo com co-sinalizacao,
sendo os mecanismos moleculares derivados destes sinais desencadeadores da
proliferacdo e aquisicdo de funcdo efetora (ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON,
2001). A molécula CD28, constitutivamente expressa em niveis relativamente
constantes na superficie de células T CD4+ e CD8+ (CHAMBERS; ALLISON, 1999;
WANG; CHEN, 2004), é reconhecida como a principal molécula de co-estimulagéo
para a ativacdo de células T naive. Sua ligagdo com as moléculas CD80 (B7-1) e
CD86 (B7.2) situadas na células apresentadoras de antigenos (APCs) resulta em
ativacdo, producdo de citocinas, proliferacdo e diferenciacdo das células T
(ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001; BOUR-JORDAN; BLUESTONE,
2002).

Contudo, a ativacao celular acarretada pelo estimulo através do TCR e da
CD28 também conduz a um aumento da expressao da molécula CD152 (CTLA-4) na
superficie dos linfocitos T (BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2002). Esta molécula é
detectada apenas na superficie celular apés a ativacdo, demonstrando maior
afinidade pelos ligantes CD80/86 que a CD28. Como resultado da ligacdo entre
CD152-B7 ocorre as suspensdes do ciclo celular e da ativacdo de células T, com a
molécula CD152 tendo atividade antagbnica a molécula CD28. Desta forma, a co-
estimulacdo celular acarretada pelo CD28 também desencadeia mecanismos
reguladores, impedindo o desenvolvimento de uma ativacdo celular descontrolada
(ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001).
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O tratamento com o benzonidazol, apesar de ndo causar impacto relevante na
expressdo de CD28 nos linfocitos T CD4+, aumentou a populacdo de células
CD4+CD152+ estimuladas com EPI no grupo IND+CARD. O grupo CARD também
demonstrando elevacdo destes linfocitos apds estimulo com antigeno nas
comparacdes com ex vivo e CC (T1 e T2). Estudo experimental em cobaias na fase
aguda constatou que o bloqueio da CD152 in vivo conduz a um aumento da
resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi (MARTINS et al., 2004), o que permite
acreditarmos que o aumento na populacédo de células T CD152+ verificado apés o
tratamento tenha acarretado prejuizo ao individuos com acometimento cardiaco por
limitar a resposta contra o parasita.

No grupo IND+CARD, o fato de ter ocorrido reducéo tardia da populacédo de
células T CD4+CD152+ no contexto ex vivo (TO versus T2) em detrimento do
aumento percentual apds cultivo com antigeno de epimastigota (TO versus T1),
demonstra também que o benzonidazol atua de forma diferente sobre a resposta
imune basal e a de memodria. Enquanto que na primeira ocorreu uma reducéo tardia,
a populacdo estimulada pelo antigeno de T. cruzi sofreu elevagdo percentual com
valores significativamente superiores aos apresentados no contexto ex vivo logo
apos a intervencdo (T1 e T2). Isto demonstra que possivelmente o benzonidazol
permite o retorno da capacidade de ativacdo celular na resposta imune basal,
mesmo mantendo a resposta imune de memaria regulada pela CD152.

E importante ressaltar também que a molécula CD152 ja foi identificada como
marcador de células T regulatérias CD4+CD25+FoxP3+ (Treg), com sua expressao
nas Treg sendo essencial na sustentacdo da auto-tolerdncia e da homeostase
imunologica (SAKAGUCHI et al., 2005, 2009, 2010). Como houve reducdo na
populacao de linfécitos T CD25+/high FoxP3+ apds o tratamento etiolégico em todos
0s grupos de individuos avaliados em nosso estudo, apenas uma avaliagdo das
células T CD4+CD152+FoxP3- permitiia mensurarmos a real interferéncia da
populacao de linfécitos Treg na reducdo do percentual celular dentro da populacdo
de linfécitos T CD4+CD152+.

Quanto aos linfocitos T CD8+, 0 benzonidazol ocasionou aumento significativo
da populagdo de células T CD8+CD28+ logo apos o tratamento (T1) nos grupos
IND+CARD e IND. Entretanto, aléem desta elevacédo ndo se manter na avaliacéo T2,
houve uma aumento tardio na populagédo de linfocitos T CD8+CD152+ (T1 versus

T2) apos 24 horas de cultivo celular nestes mesmos grupos. Desta forma,
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acreditamos que ocorreu uma ativagao celular que subsequentemente foi controlada
pelo aumento da populagéo de células CD152+, com a resposta citotéxica modulada
causada pelo benzonidazol podendo ser benéfica ao permitir o controle parasitario
sem lesionar os tecidos.

Destacamos, entretanto, que o aumento tardio (TO versus T2) na populacéao
de células T CD8+CD28 os individuos CARD, na auséncia de alteragdo significativa
na expressado de CD152 nestes linfocitos possivelmente aponta para uma resposta
efetora desregulada contra do T. cruzi. Tal fendmeno indica que o tratamento
etiolégico possivelmente acarretou nos pacientes cardiacos um desequilibrio nos
mecanismos efetores que estdo relacionados as moléculas co-sinalizadoras
expressas pelos linfocitos T.

De forma resumida, levando em consideracdo a expressdo de CD28 e de
CD152 na superficie dos linfocitos T, constatamos que ocorreu uma modulacdo da
ativacdo de linfocitos T CD4+ apenas no grupo CARD, com auséncia de impacto
relevante destes marcadores no grupo IND. Acerca da populacdo de células T
CD8+, enquanto os individuos assintomaticos conseguiram desenvolver uma
resposta modulada apés o tratamento com o benzonidazol, no grupo CARD ocorreu
uma ativagéo desrregulada destes linfocitos.

8.1.4 Expressao de CD80, CD86 e HLA-DR em mondcitos CD14+

Quanto a presenca dos ligantes B7 na membrana das APCs, a CD86 é
expressa constitutivamente em baixos niveis, mas com aumento rdpido de sua
expressdo poés-regulacdo positiva. Por sua vez, a CD80 é expressa mais
tardiamente na membrana celular (WANG; CHEN, 2004). Como mencionado no
topico anterior, CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) interagem com CD28 e CD152, atuando
no mecanismo co-estimulagéo/co-inibicdo mediado por estas moléculas (ALEGRE;
FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001; BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2002). A inibicédo
pela CD152 é dominante quando a APC, ao apresentar o antigeno, expressa baixos
niveis dos receptores B7, enquanto que os sinais da CD28 sdo dominantes quando
0 antigeno € apresentado na presenca de niveis elevados dos ligantes B7
(CHAMBERS; ALLISON, 1999; COLLINS; LING; CARRENO, 2005).

Contudo, existem evidéncias de que essas moléculas regulam de forma

diferente a resposta imune. Enquanto que a CD86 liga-se preferencialmente ao
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CD28, desempenhando papel importante no inicio da resposta imune, a maior
afinidade entre CD80 e CD152 garante o feedback negativo da ativacdo celular
(BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2002; COLLINS et al., 2002; EVANS et al., 2005;
ISSAZADEH et al., 1998; JUDGE et al., 1999; MILLER et al., 1995; PENTCHEVA-
HOANG et al., 2004; SCHWEITZER; SHARPE, 1998).

Diante do fato de que todos os grupos avaliados em nosso estudo nédo
demonstraram varia¢cdes contundentes nos niveis de monécitos CD14+CD86+ em
associacdo com a elevacdo na populacao de linfécitos T CD8+CD28+, é possivel
que tenha ocorrido uma potencializagdo da resposta citotoxica pés-benzonidazol em
todos os grupos. Principalmente quando levamos em consideragédo a redugcédo no
percentual de mondcitos CD14+CD80+, mesmo na presenca de elevada producao
de células T CD152+. Contudo, apenas a manutencdo desse perfil citotoxico por
longo periodo de tempo é que de fato trard algum maleficio, uma vez que a ativagédo
celular sem um acentuado feedback negativo é essencial na eliminac&o do T. cruzi.

Ainda investigando a interferéncia do tratamento etiolégico na resposta imune
de individuos portadores da doenca de Chagas cronica, avaliamos a populacao de
monécitos CD14+HLA-DR+. Como antigeno glicoproteico MHC classe Il, a HLA-DR
€ responsavel por apresentar os peptideos antigénicos ao receptor nos linfocitos T
CD4+ (LA FLAMME et al., 1997). Ja havia sido constatado que individuos portadores
cronicos assintomaticos apresentavam baixo percentual de mondcitos CD14+HLA-
DR+ em relacdo aos individuos nédo infectados, o que néo foi observado entre
aqueles com acometimento cardiaco (SOUZA et al., 2004).

A reducdo da populagdo de monodcitos CD14+HLA-DR+ observada nos
grupos IND+CARD e IND ratifica nossos achados acerca das demais moléculas co-
sinalizadoras (CD28/152, CD80/86), indicando que o benzonidazol causou inibicdo
da ativacdo dos linfocitos T CD4+ nos individuos tratados. Contudo, Sathler-Avelar
et al. (2008) observaram que criangas com a forma indeterminada tratadas com o
benzonidazol apresentavam maior percentual de monécitos CD14+HLA-DRhigh que
agueles néo tratados (SATHLER-AVELAR et al., 2008).

Quanto ao grupo constituido de individuos tratados que j& apresentavam
algum acometimento no coragdo (CARD), mesmo ndo demonstrando reducdo na
populacdo de mondcitos CD14+HLA-DR+, a baixa producdo celular apos estimulo

com antigeno de epimastigota em relacdo as células no contexto ex vivo (T2) pode
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indicar o estabelecimento deste padréo de inibicAo dos mecanismos de sinalizacao
entre monacitos e células T, s6 que de forma mais tardia.

Resumindo os dados acerca das moléculas CD28/CD152 expressas em
linfécitos T bem como das moléculas CD80/CD86 e HLA-DR avaliadas nos
mondcitos CD14+, acreditamos que o benzonidazol causou uma inibi¢cdo da ativacéo
dos linfécitos T CD4+ em ambos 0s grupos de pacientes avaliados, com uma

concomitante ativacédo da resposta citotéxica mediada pelos linfocitos T CD8+.

8.1.5 Células T regulatdrias

Os linfoécitos T CD4+ que demonstram constitutivamente o marcador de
superficie CD25 vém sendo apontados como cruciais na regulacdo da resposta
imunoldgica em diferentes patologias, como na infeccdo por HIV (ANDERSSON et
al., 2005; KINTER et al., 2004; WEISS et al.,, 2004) e por Helycobater pylori
(LUNDGREN et al., 2003) e na diabetes do tipo 1 (GREEN et al., 2003), sendo
denominados de células T regulatérias (Treg). Contudo, desde o relato feito por
Sakaguchi et al. (1995) acerca da funcdo imunoregulatoria das células T
CD4+CD25+, muito foi desvendado sobre seus mecanismos de atuacdo, além de
novos marcadores celulares.

Mesmo a CD25 sendo expressa em abundancia na superficie das células
Treg em cobaias e humanos, foi proposto que apenas linfocitos T CD4+CD25high
apresentavam papel regulatério no sistema imune humano, uma vez que esta
molécula também esta presente na superficie das células T convencionais (ALLAN
et al., 2007; BAECHER-ALLAN et al., 2001; SAKAGUCHI, 2004; SAKAGUCHI et al.,
2013).

Tais relatos nortearam os primeiros estudos sobre estas células na doenca de
Chagas crbnica. A elevada producdo de células T CD4+CD25high na forma
indeterminada em relagcdo aos pacientes com as formas clinicas crbnicas
sintomaticas da doenca (cardiaca e digestiva) (ARAUJO et al., 2007; VITELLI-
AVELAR et al., 2005, 2006) propés um papel central no equilibrio da resposta imune
e na prevencao da injuria nos tecidos parasitados.

Contudo, a identificacdo da expressao constitutiva do fator de transcricao
forkhead Box P3 (FoxP3), crucial para o estabelecimento da atividade supressora

nos linfécitos Treg, em associagdo com outros marcadores como CD45RA,
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CD45R0O, CTLA-4 (CD152), CD103 e GITR, demonstrou que a avaliagcdo apenas
das células T CD4+CD25high ndo permitiria uma visualizagcdo concisa da populacao
de células Treg (SAKAGUCHI et al., 2010). Segundo Miyara et al. (2009), devido a
heterogeneidade fenotipica das células Treg, a observacdo apenas das célula com
elevada expressao de CD25 exclui aquelas CD25midFoxP3low
(CD45RAhighCD45R0-), designadas de Treg naive (MIYARA et al., 2009).

Desta forma, em nosso estudo optamos por avaliar o comportamento de
ambas - células T CD4+CD25+ e T CD4+CD25high — ap0s o tratamento com
benzonidazol na fase cronica. O fato de ter havido um aumento progressivo no
percentual destes linfécitos em todos os grupos de pacientes (IND+CARD, IND e
CARD), conduz a hipétese de que o medicamento traria beneficio na fase cronica
por estimular a expansdo de células relacionadas a reducdo do processo
inflamatorio deletério presente nos tecidos parasitados, controlando a morbidade na
infeccdo cronica. A elevada producgéo de células T CD4+CD25high/+ constatada em
individuos com a forma crbnica indeterminada da doenca de Chagas ratifica a
importancia destes linfécitos na manutencdo do quadro clinico assintomatico
(ARAUJO et al., 2007; BRAZ et al., 2014; VITELLI-AVELAR et al., 2005, 2006).

Entretanto, a reducdo significativa das células T CD4+FoxP3+,
CD4+CD25+FoxP3+ e T CD4+CD25highFoxP3+ pds-tratamento que observamos
em nosso estudo levantou questionamento sobre esta hipGtese. Ja existe relato
acerca da reducédo na populacédo de células T CD4+CD25highFoxP3+ no grupo de
individuos livre de cardiomiopatia/cardiomiopatia leve tratados com o benzonidazol
em relacdo aos nao-tratados (GUEDES et al., 2012).

Entre os marcadores de células Treg, o FoxP3 é tido como sua molécula
especifica, sendo também crucial para a funcdo celular. Mutacdes neste fator de
transcricdo interferem no desenvolvimento e na fungdo destes linfocitos,
desencadeando a sindrome da desregulacdo imune, poliendocrinopatia, enteropatia
ligada ao X (immune dysregulation, polyendocriopathy, enteropathy, X-linked - IPEX)
em humanos (BENNETT et al., 2001; BRUNKOW et al.,, 2001; FONTENOT et al.,
2003). Estudos tem demonstrado que processos inflamatorios ou patogénicos
podem causar a perda de FoxP3 pelas células Treg, com estes linfécitos T
CD4+FoxP3- (ex-Treg) adquirindo caracteristicas de células efetoras (DUARTE et
al., 2009; WILLIAMS; RUDENSKY, 2007; ZHOU et al., 2009). E possivel que o

benzonidazol, ao causar a morte do parasita, tenha conduzido a uma resposta
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inflamat6ria mais contundente que causou o0 surgimento destas células T
CD4+FoxP3-.

Porém, existem evidéncias de que esta expressdao de FoxP3 pode ser
reestabelecida. Apos estimulo do receptor de célula T (TCR) mediante estimulacao
antigénica, estas células aparentemente reexpressdo o FoxP3, recuperando a
atividade supressora (SAKAGUCHI et al., 2013). Além disso, IL-2 produzida por
células T convencionais também atua na recuperacdo desta capacidade regulatoria
pelas células ex-Treg (DUARTE et al., 2009).

Diante disto, ndo podemos estabelecer até que ponto a reducdo desta
populacdo de células T pds- benzonidazol seria benéfica ou ndo, sendo necessario o
seguimento destes individuos em um maior intervalo de tempo, relacionando os
exames clinicos como o comportamento da populacéo de células Treg.

Destacamos também o grande impacto que o tratamento teve sobre a
resposta imune basal (contexto ex vivo) dos individuos portadores crénicos com
acometimento cardiaco (grupo CARD). A consideravel reducéo da populacéo celular
nos momentos T1 e T2 fez com que estes individuos desenvolvessem um padrao
celular semelhante ao que os grupos IND+CARD e IND ja demonstravam antes da
intervencdo, quanto a comparacdo ex vivo versus EPI. Os relatos acerca da
prevencdo clinica ap0s o tratamento etiolégico em individuos assintomaticos
(FABBRO DE SUASNABAR et al., 2000; FRAGATA FILHO; SILVA; BOAINAIN,
1995; MACHADO-DE-ASSIS et al., 2013) nos conduzem a crer que O
desenvolvimento de um padrédo imune basal semelhante ao demonstrado pelo grupo
IND seria positivo para os individuos do grupo CARD. Porém, apenas o
acompanhamento, em paralelo e ao longo do tempo, da resposta imunoldgica
destes individuos podera confirmar esta hipotese.

Diante do que pudemos observar quanto as células Treg antes e apds o
tratamento com o benzonidazol, constatamos que houve uma supressdo deste
grupo celular. Este fenbmeno pode ser positivo quanto levamos em consideracdes o
controle exercido pelos linfécitos Treg sobre a resposta inflamatéria, permitindo com
gue o organismo potencialize sua acédo no sentido de eliminar o T. cruzi. Entretanto,
a perduracao desta inibicdo da populacédo de células regulatérias pode acentuar 0s
danos teciduais oriundos de uma resposta imune desrregulada. Acreditamos que é
de grande relevancia o aprofundamento das andlises das diferentes linhagens de

linfécitos Treg nestes pacientes tratados. Além do CD25 e do FoxP3, a detecgdo de
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moléculas com CTLA4, CD45RA, CD45R0O, GITR, CD127, CD62L, entre tantos
outros marcadores presentes nestas ceélulas (SAKAGUCHI et al., 2010), permitira
nao apenas a compreensao da acdo do benzonidazol nas células Treg, como
também a identificacdo de qual subtipo celular, dentro dessa linhagem de linfocitos

T, sofre maior impacto apés a medicacao tripanocida.

8.2 Avaliacdo da producdo de citocinas intracitoplasmat icas por células
imunes de portadores cronicos da doenca de Chagas a ntes e apds o
tratamento com o benzonidazol no contexto ex vivo e apoés estimulo in

vitro com antigeno de T. cruzi

Durante a fase inicial da infeccao pelo T. cruzi ocorre predominancia de uma
resposta imune do tipo Thl (pré-inflamatéria), que € caracterizada pela producéo de
citocinas como a IFN-y. Produzida por células T CD4+ e T CD8+, a IFN-y é essencial
para o controle da infeccédo na fase aguda da doenca de Chagas (CHESSLER et al.,
2009; MELO; MACHADO, 2001; TARLETON et al.,, 1994; UNE et al., 2003).
Contudo, com o estabelecimento da fase cronica ocorrem mudancas no padrao de
citocinas, existindo distingbes na resposta imune nas diferentes formas clinicas.
Enquanto que individuos portadores da forma cardiaca demonstram predominancia
de um perfil inflamatorio (IFN-y, TNF-a, IL-2) individuos com a forma cronica
assintomatica podem apresentar um equilibrio na producdo de citocinas regulatorias
(IL-4, IL-6, IL-10) e inflamatodrias (DUTRA et al., 1997; GOMES et al., 2003; LORENA
et al.,, 2010; SOUZA et al., 2004; VITELLI-AVELAR et al., 2008). Tais achados
demonstram que a observacdo dos padrbes de expressao das diferentes moléculas
envolvidas na resposta imunolégica pode auxiliar na compreensao da patologia da
doenca de Chagas cronica.

Diante disso, avaliacbes que aprofundem o conhecimento acerca do impacto
do benzonidazol na producdo de citocinas por células da resposta imune de
individuos portadores da doenca de Chagas crbnica sao pertinentes. Em nosso
estudo optamos por avaliar as células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ quanto a
producdo das citocinas IFN-y e IL-10, antes e apds a intervencdo com o

benzonidazol em individuos portadores crénicos da doenca de Chagas.
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Sathler—Avelar et al. (2006), ao avaliarem criancas classificadas como
recentemente na forma indeterminada da doenca de Chagas antes e um ano apos o
tratamento, observaram o surgimento de perfii Thl modulado, com elevada
producdo de células T CD4+ e T CD8+ produtoras tanto de IFN-y quanto de IL-10+
(SATHLER-AVELAR et al., 2006). Contudo, em estudo posterior, 0S mesmo autores
observaram que individuos na forma indeterminada sete anos ap0s o tratamento
com benzonidazol demonstravam menor percentual de células T CDA4+IFN-y+,
CDA4+IL-10+ e CD8+IL-10+ em relagdo ao grupo de individuos assintométicos que
nao haviam utilizado o benzonidazol, afirmando que a medicacéo teria causado uma
inibicdo na producéao de citocinas inflamatorias e regulatérias (SATHLER-AVELAR et
al., 2012).

Em nosso estudo, ao avaliarmos adultos com as formas cronicas
indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas, observamos reducéo dos linfocitos
T CD4+ e T CD8+ produtores de IFN-y em todas os grupos, indicando uma reducéo
da resposta inflamatoéria pds-benzonidazol. Quanto a producdo de IL-10, apenas o
grupo IND+CARD demonstrou reducao significativa na populacdo de linfécitos T
CD8+IL-10+, ndo havendo alteracao no percentual de células T CD4+IL-10+. Diante
destes achados, acreditamos que esta relativa manutengcdo da producéo de IL10
pelos linfécitos T CD4+ na presenca de reducao de células T IFN-y+ indica que o
tratamento pode ter controlado a resposta inflamatéria, porém sem o envolvimento
dos mecanismos relacionados a producéo de IL-10 por linfécitos T CD4+.

Entre as demais células envolvidas na producéo de citocinas na doenca de
Chagas cronica, os mondcitos ja foram designados como a principal célula produtora
de IL-10 entre os individuos portadores cronicos assintomaticos, mediando o
controle da patologia presente na doenca de Chagas (GOMES et al., 2003). Diante
disto, estas células poderiam estar relacionadas com a reducdo na populacédo de
células T IFN-y+ demonstrada em nosso estudo. Entretanto, monécitos CD14+I1L-10+
também apresentaram reduzido percentual celular na forma indeterminada tratada
com benzonidazol (SATHLER-AVELAR et al., 2012). Desta forma, acreditamos que
o0 tratamento etioldgico ndo so reduz a producdo de moléculas cruciais na eliminagéo
do T. cruzi (IFN-y) pela populacédo de linfocitos T, como também inibe a expresséo
de moléculas regulatérias da resposta imune por linfécitos T CD8+ (IL-10), indicando

uma possivel regulacdo negativa de ambas as citocinas.
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Como dito anteriormente, as células B também produzem citocinas, estando
envolvidas na resposta imune celular e humoral (GROS; NAQUET; GUINAMARD,
2008; SHAH; QIAO, 2008). Atualmente existe uma divisdo funcional de subtipos de
linfécitos B, com aqueles produtores de IFN-y, IL-12 e TNF-a (B1) e de IL-2, IL-4,
TNF-a e IL-6 (B2) sendo designados de células B efetoras, enquanto que as IL-10+
e TGF-B+ sao conhecidas por B regulatérias (Breg) (LUND et al., 2005;
MIZOGUCHI; BHAN, 2006).

Em nosso estudo ocorreu reducéo da populacdo de células B CD19+IFN-y+
pos-tratamento em todos os grupos de individuos avaliados, o que discorda do
aumento que observamos na populacdo de linfécitos B1 (CD5+CD19+), células
relacionadas a resposta tipo Thl (LUND et al., 2005; LUND, 2008). Esta reducéo na
producdo de IFN-y causada pelo tratamento etiolégico pode ter acarretado beneficio
aos individuos que ja demonstram dano tecidual decorrente da reposta inflamatoria.
Contudo, a baixa expressao de IFN-y pode facilitar a manutencdo do T. cruzi no
organismo do hospedeiro (CHESSLER et al.,, 2009; MELO; MACHADO, 2001,
TARLETON et al., 1994; UNE et al., 2003).

E importante ressaltar, entretanto, que esta reducdo da expressdo de IFN-y
pode ser reflexo da regulacdo oriunda dos linfécitos B regulatérios (Breg). Linfocitos
B produtores de IL-10, as células Breg exercem funcédo supressora, atuando na
inibicdo das respostas Th17 e Thl, além de induzirem a diferenciacdo e manutencao
das células Treg (LUND et al.,, 2005; LUNDY, 2009; MAURI; BOSMA, 2012;
MIZOGUCHI; BHAN, 2006). Elevacdo na populacdo de linfécitos B CD19+IL-10+
apos cultivo celular, mesmo que tardia, foi demonstrada pelos grupos IND e CARD.

Ja havia relato de aumento da producdo de IL-10 em linfocitos B CD19+
oriundos de criangcas com a forma crénica assintomatica um ano apos o tratamento
etiologico (SATHLER-AVELAR et al., 2006). Porém, individuos com a forma
indeterminada nado-tratados demonstraram maior percentual de células B CD19+IL-
10+ que aqueles tratados com o benzonidazol (SATHLER-AVELAR et al., 2012).

Ressaltamos, mesmo com esse aumento das células Breg, a redugcdo na
populacdo de linfocitos Treg apresentada por todos os grupos avaliados em nosso
estudo, o que levanta questionamentos sobre o papel dos linfécitos Breg na
sustentacao da populacéo de células Treg na doenca de Chagas cronica. Enquanto

a queda no percentual de linfécitos T CD4+CD25high/+FoxP3+ foi detectada na
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primeira avaliacdo ap0s a intervencdo (T1), o aumento da populacdo de células B
CD19+IL-10+ s6 surgiu de forma significativa na avaliacdo subsequente (T2). Desta
forma, é possivel que a acédo positiva dos linfocitos Breg sobre a populacdo de
células Treg s6 seja detectada nas avaliagbes mais tardias entre os portadores

cronicos da doenga de Chagas tratados com o benzonidazol.

8.3 Avaliacdo da producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de
sangue total de portadores cronicos da doenca de Ch  agas antes e apés
tratamento com o benzonidazol apds estimulo in vitro com antigeno de T.

cruzi

Prosseguindo com a avaliacdo quanto a producdo de citocinas apos o
tratamento com o benzonidazol, realizamos a detec¢cdo das moléculas IFN-y, TNF-q,
IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 no sobrenadante de cultura celular. Mesmo n&o observando
alteracdes contundentes ao avaliarmos os grupos clinicos separadamente (IND e
CARD), nossos achados quanto ao total de individuos (IND+CARD) permitiram que
construissemos algumas hipoteses.

A citocina IL-4 regula a proliferacdo celular e apoptose, bem como a
expressdo de genes em Varios tipos celulares, como linfécitos, macrofagos e
fibroblastos (LAPORTE et al., 2008; MUELLER et al., 2002; NELMS et al., 1999),
tendo sido relacionada com o controle da resposta inflamatéria e da patologia na
doenca de Chagas cronica (LORENA et al., 2010; SOARES et al., 2001; VITELLI-
AVELAR et al., 2008). Em nosso estudo observamos uma reducao de IL-4 logo apos
o tratamento pelo grupo IND+CARD, o que indicaria perda da regulacédo celular
mediada por esta molécula. Contudo, esta desregulacdo ocorreu de forma
temporéria, havendo aumento significativo em seus niveis ha comparacao T1 versus
T2.

Também avaliamos a expressdo de IL-6 antes e apOs o tratamento com o
benzonidazol. Esta citocina, quando em associacdo com o TGF-B induz a geracao
de células Th1l7 a partir de células T imaturas, enquanto inibe a diferenciacdo de
linfécitos Treg induzida por TGF-B, mediando o equilibrio entre Th17/Treg. Dado o
papel crucial da IL-6 no equilibrio entre estas duas populagfes celulares, 0 excesso
ou desregulacdo na producdo de IL-6 pode conduzir a processos auto-imunes
(BETELLI et al., 2006; KIMURA, KISHIMOTO, 2010). Diante disto, a elevacdo na
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producdo desta citocina que observamos apés o tratamento pode ser prejudicial.
Destacamos o fato de ter ocorrido reducdo da populacdo de células T reg
CD4+CD25+/highFoxP3+ em nosso estudo, demonstrando um possivel relacao
entre a elevacao da IL-6 e a reducdo na producao destes linfocitos.

Acerca da secrecao de IL-10 no sobrenadante de cultura, acreditamos que a
elevagcdo na produgcdo desta citocina pode estar relacionada a elevagdo da
populacao de linfécitos Breg (CD19+IL-10+) apos a intervencédo com o benzonidazol.
Desta forma, os dados que obtivemos na avaliacdo através do CBA ratificam a
importancia do aprofundamento quanto aos demais marcadores celulares para
linfécitos B na populacdo de portadores crénicos da doenca de Chagas submetidos
ao tratamento etioldgico.

Ademais estas colocacdes, o aumento tardio de IL-4, IL-6 e IL-10 indicaria o
surgimento de um padrdo de citocinas que caracterizam a resposta Th2
(regulatdria). Em associacdo com o aumento significativo na producéao de IFN-y que
observamos no grupo IND+CARD (TO versus T2 e T1 versus T2), tais dados podem
indicar que o0 benzonidazol originou uma resposta Thl-modulada no grupo
IND+CARD, s6 que de forma tardia. Um perfil modulado, com elevada producao de
células T e B produtoras de IL10+ em conjunta com linfocitos T CD8+IFN-y ja havia
sido observado em criangcas com a forma indeterminada um ano apos o tratamento
com o benzonidazol (SATHLER-AVELAR et al., 2008). Entretanto, Guedes et al.
(2012) observaram que os individuos tratados com o benzonidazol que foram
classificados no grupo livre de cardiomiopatia/cardiomiopatia leve apresentavam
reduzida expresséo de IL-10 e elevada producdo de IFN-y em detrimento dos nao
tratados (GUEDES et al., 2012).

Ainda sobre a producdo de IFN-y, mesmo com a reducdo do percentual de
células T e B IFN-y+ ap6s o tratamento etioldgico, houve aumento desta citocina no
sobrenadante de cultura, levantando questionamento sobre qual seria a origem
desta elevacdo nos grupos IND+CARD e IND. Alguns trabalhos constataram que
portadores com a forma indeterminada que haviam sido tratados com o
benzonidazol demonstravam elevada populacédo de células NK IFN-y+ apos estimulo
com antigeno de epimastigota, em relacdo aqueles que ndo receberam a medicacao
(SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2012).
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Contudo, outros estudos demonstraram redugéo na producdo desta citocina
apOs o tratamento etioldgico (CUTRULLIS et al., 2011; LAUCELLA et al., 2009),
afirmando que o beneficio seria oriundo da reducdo da resposta inflamatoria
deletéria aos tecidos do hospedeiro. Entretanto, a reducdo dos niveis parasitarios,
mesmo na auséncia de cura, demonstrou ser importante para manutencdo do
quadro assintomatico (BRENER; GAZZINELLI, 1997; GARCIA et al., 2005),
indicando que uma producdo modulada de IFN-y seria o melhor perfil imunolégico a
ser apresentado na fase cronica da doenca de Chagas.

A auséncia de alteracdes significativas nos niveis de TNF-a apds o tratamento
etiologico demonstra ser um ponto positivo quanto ao impacto do benzonidazol na
producdo de citocinas devido ao fato de que a patologia cardiaca na doenca de
Chagas cronica € relacionada a producdo de TNF-a (FERREIRA et al., 2003;
LORENA et al., 2010; SOUZA et al., 2004; VITELLI-AVELAR et al., 2008). A elevada
expressdo de TNF-a estando associada a disfuncdo cardiaca e a um progndstico
desfavoravel (TALVANI et al., 2004). Individuos com a forma indeterminada tratados
com o benzonidazol demonstraram elevado percentual de células NK, T CD8+, B
CD19+ produtoras de TNF-a, porém reduzida populacdo de mondcitos e linfocitos T
CD4+ positivos para esta molécula quando comparados ao grupo de nao-tratados
(SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2012). Diante de tais dados, acreditamos que
apenas uma avaliacdo conjunta da producdo intracitoplasmética e no sobrenadante
de cultura permitira a identificacdo do impacto do benzonidazol sobre a producéo do
TNF-a.

Destacamos a reducdo de IL-2 apOs a intervencdo ndo s6 no grupo
IND+CARD, como também na avaliagdo das formas clinicas em separado (IND e
CARD). Esta citocina conduz a diferenciacdo e expansao de células T, aumento da
atividade citolitica das células NK, inducéo da diferenciacéo de células Treg, além de
mediar a morte celular induzida por ativagdo (LIAO; LIN; LEONARD, 2011). Diante
do que foi exposto, acreditamos que a baixa secrecao de IL-2 no sobrenadante de
cultura pés-benzonidazol pode estar diretamente relacionada com a baixa producéo
dos linfocitos Treg CD4+CD25+/highFoxP3+ e das células NK CD56- que
observamos em nosso estudo.

Quando analisamos os grupos IND e CARD de forma separada, mesmo nao
verificando as diferencas estatisticas demonstradas pela populacéo total, foi possivel

identificar alguns dados interessantes. O grupo IND demonstrou elevada producao
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de IFN-y apés o tratamento etiolégico. Em associacdo com a reducao de citocinas
relacionadas a mecanismos de regulacdo da resposta imune (IL-2 e IL-4), causa
preocupacao por ser um padréo de resposta que pode originar dano tecidual quando
mantido por longo periodo de tempo. Por sua vez, a elevada producéo de IL10 s6 foi
demonstrada pelo grupo CARD. Diante do fato de que estes pacientes ja
apresentam dano no tecido cardiaco, o0 aumento na producéo de IL-10 é benéfica no
sentido de controlar a resposta e consequentemente prevenir a evolugao clinica.
Porém, o fato de néo ter sido observado o padrdo modulado de citocinas no
sobrenadante de cultura nos grupos clinicos em separado (IND e CARD) impede

concluirmos sobre o real impacto do benzonidazol na secrecdo destas citocinas.
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9 CONCLUSOES

a) A elevacao temporaria da populacéo de linfécitos B1 (CD5+CD19+) em todos

0s grupos de individuos avaliados demonstra que o tratamento etiologico
pode atuar promovendo a eliminagdo dos antigenos parasitarios através

desta populacao celular;

b) O tratamento etioldgico beneficiou os portadores crénicos com acometimento

cardiaco no que diz respeito a resposta citotoxica mediada pelas células NK.
Contudo, a forma indeterminada apresentou reducdo na producao de células
NK CD3-CD16+CD56- ap0s a intervencgao;

Relacionando o impacto do benzonidazol nas populacfes de células T CD28+
e CD152+ e de mondcitos CD80+, CD86+ e HLA-DR+, acreditamos que
ocorreu inibicdo da ativacdo dos linfocitos T CD4+ através destes receptores,
com concomitante elevacdo da resposta citotoxica mediada pelas células T
CD8+;

d) O tratamento etiologico acarretou reducdo da populacdo de linfocitos T

CD4+CD25+FoxP3+ em todos os grupos avaliados, sugerindo que o
benzonidazol provoca perda na regulagdo da resposta imune por estas

células;

e) A manutencado da producdo de IL-10 pelos linfécitos T CD4+ na presenca de

reducdo de células T IFN-y+ indica que o tratamento controla este mecanismo
inflamatorio por outra via que ndo a relacionada a producao de linfécitos T
CD4+IL-10+;

f) A reducdo da populacdo de células B CD19+IFN-y+ com expansao tardia de

linfécitos B CD19+IL-10+ sugere que o benzonidazol promoveu o surgimento
de um padrao de citocinas favoravel a manutencéao do T. cruzi ho organismo

do hospedeiro;

g) O estabelecimento tardio de uma resposta Thl-modulada no grupo

IND+CARD, com elevacao na producéo tanto de IFN-y (citocina inflamatéria)
quanto de IL-4, IL-6 e IL-10 (citocinas regulatorias), indica que o tratamento
originou uma resposta imune que atua contra o parasita sem causar dano ao

tecido do hospedeiro.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso trabalho é pioneiro ao realizar estudo longitudinal do impacto do
benzonidazol sobre aspectos relacionados a ativacéo, a regulacéo, a citotoxicidade
e a inflamacdo celular em um grupo de individuos adultos enquadrados na fase
cronica da doenca de Chagas.

Pudemos observar que o benzonidazol atuou inibindo populagdes celulares
relevantes para a prevencao das injurias teciduais caracteristicas da fase crénica da
doenca de Chagas, como na producdo de células Treg, além de interferir na
expressdo de moléculas de co-sinalizacao entre monécitos (CD80, CD86 e HLA-DR)
e linfocitos T (CD28 e CD152). Também houve reducao na populagéo de células NK,
T IFN-y+ e B IFN-y+, fenbmeno favoravel a manutencao do T. cruzi. Neste sentido,
poderiamos afirmar que o uso do benzonidazol ndo seria uma boa abordagem para
o tratamento destes individuos.

Contudo, o aumento dos linfocitos B1 logo apds o tratamento (T1) demonstra
gue o benzonidazol estimula a resposta imune no sentido de eliminar os antigenos
do T. cruzi. Isto, em associagdo com 0s eventos tardios de elevagao na producao de
células B CD19+IL-10+ (T2) e de uma resposta Thl modulada (elevada producéo de
IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-10) no grupo IND+CARD indica que as alteracdes celulares que
observamos podem ser transitorias. Porém, néo foi observado este mesmo padréo
de citocinas nas formas clinicas indeterminada e cardiaca em separado.

De forma resumida, nossos dados indicam que o tratamento etiologico
ocasionou um desequilibrio da resposta imune basal e de memdria. Contudo, a
avaliacdo em separado das formas clinicas tratadas com o benzonidazol por um
maior intervalo de tempo, assim como a quantificagdo dos parasitas circulantes
durante este seguimento, trara respostas aos questionamentos originados neste
estudo. Também ressaltamos que as altera¢cdes imunologicas que observamos entre
0s pacientes tratados indicam potenciais marcadores imunolégicos para o
acompanhamento ap6s o tratamento etiolégico, o que permitirA novas abordagens

quanto & intervencao na fase cronica desta parasitose.
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11 PERSPECTIVAS

a) Continuar as coletas amostrais dos individuos avaliados em intervalos de um
ano apoOs o tratamento etiologico no decorrer de dez anos, bem como

expandir o n amostral,

b) Realizar a quantificacdo dos parasitas circulantes nas amostras de sangue
coletadas antes e ap0s o tratamento com o benzonidazol através da Reacao

em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real.
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Quadro 1 - Efeitos colaterais apresentados pelos portadores crdnicos da

APENDICE A

doenca de Chagas tratados com o benzonidazol.

Duracéo do
Paciente tratamento Efeitos colaterais
(dias)
BENZ 01 60 Ausente
BENZ 02 60 Dermatoldgico (exantema
palmar/plantar)
BENZ 04 60 Epigastralgia
BENZ 05 60 Ausente
BENZ 06 60 Dermatologico (exantema palmar)
BENZ 07 60 Ausente
BENZ 08 60 Ausente
BENZ 09 60 Ausente
BENZ 10 60 Dermatoldgico (exantema)
BENZ 11 60 Ausente
BENZ 12 48 Parestesia, dor no corpo, tontura, febre
BENZ 13 60 Dermatoldgico (exantema
palmar/plantar)
BENZ 14 60 Ausente
BENZ 16 60 Dermatoldgico (exantema)
BENZ 18 9 Dermatolégico grave (exantema
generalizado, edema), febre
BENZ 19 11 Dermatoldgico (exantema)
BENZ 20 60 Ausente
BENZ 22 60 Ausente
BENZ 23 9 Dermatoldgico _(exantema, edema,
eritema)
BENZ 24 60 Dermatoldgico (exantema)
BENZ 25 10 Dermatologico (fiﬁarlgtema), cefaleia,

Fonte: A autora.
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APENDICE B
Quadro 2 — Caracteristicas dos individuos tratados com o benzonidazol
Paciente Sexo Idade Naturalidade TemE)o_ de infecgdo CIaSSJf|_c:a<;a0
cronica (anos) clinica
BENZ 01 M 54 Flores-PE 4 A
BENZ 02 M 49 Sertanea-PE 10 Bl
BENZ 04 M 35 Sao Benedito do Sul-PE 1 Bl
BENZ 05 F 55 Floresta-PE 2 A
BENZ 06 M 54 Alianca-PE 1 B1
BENZ 07 F 43 Ibimirim-PE 4 A
BENZ 08 F 58 PilGes-PB 13 B1
BENZ 09 F 41 Custodia-PE 1 A
BENZ 10 F 34 Maraial-PE 4 B1
BENZ 11 M 44 Custddia-PE 1 B1
BENZ 12 M 34 Custodia-PE 1 A
BENZ 13 F 38 Ibimirim-PE 2 C
BENZ 14 F 31 Recife-PE 1 A
BENZ 16 F 48 Lagoa dos Gatos-PE 1 A
BENZ 18 F 35 Inaja-PE 7 A
BENZ 19 M 37 Sertanea-PE 3 A
BENZ 20 F 56 Capela-AL 1 C
BENZ 22 F 42 Nova Olinda-PB 1 A
BENZ 23 F 53 Sertanea-PE 1 A
BENZ 24 M 49 Monteiro-PB 1 A
BENZ 25 F 32 Afogados da Ingazeira-PE 1 A

Fonte: A autora.
Legenda: (A) Forma indeterminada; (B1) Forma cardiaca sem disfuncédo ventricular; (C) Forma
cardiaca com disfunc¢éo ventricular.
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APENDICE C - Termo de consentimento livre e esclare  cido

G

Mirislerio do Suude

FIOCRUZ

Fundagio O Cruz
Cenlro de Pesquisa Aggen Magalhiaes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo de projeto: Investigacdo da agdo do Benzonidazol sobre a resposta
imunolégica de portadores cronicos da doenca de Chagas frente a antigenos
de Trypanosoma cruzi

Eu, ,
RG , residente na ,
N bairre , municipio

Estado __ , usuario do telefone () , fui convidado a

participar desse estudo, cujo objetivo & investigar a agdo do medicamento
utilizado para o tratamento da doenga de Chagas (Benzonidazol) sobre as
células do sangue que defendem o organismo. Fui informado que sete colheres
de cha de meu sangue (35 ml) serdo coletadas através de um tubo adaptado a
uma agulha. Esse procedimento é praticamente isento de risco, pois todo
material utilizado & descartavel e sé utilizado em mim. Porém, podera causar
dor quando a agulha penetrar na minha pele ou deixar uma mancha
vermelha/roxa (hematoma) apds a coleta. Fui informado que esta coleta sera
realizada antes do inicio do meu tratamento com o Benzonidazol; 2, 6 e 12
meses apos o término do tratamento; e anualmente por 10 anos (2 vezes por
ano) e entendo que minha responsabilidade neste estudo é vir para as minhas
consultas quando o médico marcar. Fui informada que meu sangue sera usado
para obtencdo do soro (parte liquida do sangue) para avaliar proteinas de
defesa (anticorpos). Também fui informado que o meu sangue sera avaliado
quanto a presenca de células e citocinas (substancias envolvidas no sistema
de defesa contra doencgas). Alem disso, estou ciente que serdo realizados
exames para verificar a presenga do Trypanosoma cruzi (parasita causador da
doengca de Chagas) antes e apds o tratamento com o Benzonidazol. Fui
informado ainda que o tratamento com este medicamento pode nao ser capaz
de me curar da doenga de Chagas mas que este estudo sera de grande auxilio
para geragdo de conhecimento sobre o tratamento com o Benzonidazol,
servindo futuramente como orientacdo para ajudar os médicos sobre o

tratamento de outros pacientes.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472
Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br
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i

Miristerio du Soude

FIOCRUZ
Fundag¢io Oswaldo Cruz

Cenlro de Peaquisa Aggen Magalhaes

Também fui informado que os resultados dos meus exames clinicos. como
raio-X, eletrocadiograma e ecocardiograma, entre outros, serdo consultados
através de meu prontuario médico e avaliados pelos pesquisadores juntamente
com meu médico (a). Além disso, também colaborarei respondendo algumas
perguntas de um formulario de pesquisa. Fui informado que os meus dados
serdo preservados em sigilo absoluto quando da publicagdo do resultado da
pesquisa e autorizo que sejam armazenadas amostras bioldgicas para
utilizagdo posterior em outros estudos. Também fui informado que tenho
liberdade de recusar ou retirar o consentimento de participar da pesquisa sem
sofrer nenhum tipo de penalizacdo ou pressédo e que nao receberei nenhuma
compensagao financeira para participar deste estudo. Além disso, fui informado
que participando ou nédo dessa pesquisa meu atendimento no ambulatério, bem
como meu tratamento continuara acontecendo normalmente.

Fui informado também que esse termo deve ser assinado em duas vias,
ficando uma em posse do pesquisador e outra comigo.

Atesto que entendi o conteddo deste termo de consentimento livre e
esclarecido, concordo de livre e espontanea vontade em participar desse

estudo e que esclareci todas as minhas duvidas K com o pesquisador

responsavel.

Data: / /

Portador da doencga de Chagas Assinatura
Testemunha Assinatura
Responsavel pelo projeto Assinatura

Responsaveis principais pelo projeto:

Yara M. Gomes (CPqAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2559/ 2101-2674
Virginia M. B. Lorena (CPqAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 9965-1663
Adriene S. Melo (CPgAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 9734-4694

Ana Karine Soares (CPgAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 8692-1419
Suellen C. M. Braz (CPgAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 9127-1868
Maria da Gléria de Melo (HUOC/UPE) Telefone: 2101-1441/ 9976-5398

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472
Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgqam.fiocruz.br
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APENDICE D — Artigo publicado

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 44(3):318-323, mai-jun, 2011

DOI: 10.1590/50037-86822011005000038

Article/Artigo

3 Y
ud

Chagas disease in the State of Pernambuco, Brazil: analysis of

admissions and mortality time series

Doenga de Chagas no Estado.de Pernambuco, Brasil: andlise de séries histéricas das internagoes

e da mortalidade

Suellen Carvalho de Moura Braz"?, Myllena de Fitima Alheiros Dias Melo'?, Virginia Maria Barros de Lorena'”,

Wayner Vieira de Souza' and Yara de Miranda Gomes'*

ABSTRACT

Introduction: A time series study of admissions, deaths and acute cases was conducted in
order to evaluate the context of Chagas disease in Pernambuco. Methods: Data reported to the
Information Technology Department of the Brazilian National Health Service between 1980 and
2008 was collected for regions and Federal Units of Brazil; and microregions and municipalities
of Pernambuco. Rates (per 100,000 inhabitants) of hospitalization, mortality and acute cases
were calculated using a national hospital database (SIH), a national mortality database (SIM)
and the national Information System for Notifiable Diseases (SINAN ), respectively. Results: The
national average for Chagas disease admissions was 0.99 from 1995 to 2008. Pernambuco obtained
2 mean of 0.39 in the same period, with the highest rates being concentrated in the interior of
the state. The state obtained a mean mortality rate of 1.56 between 1980 and 2007, which was
lower than the national average (3.66). The mortality rate has tended to decline nationally, while
it has remained relatively unchanged in Pernambuco. Interpolating national rates of admissions
and deaths, mortality rates were higher than hospitalization rates between 1995 and 2007.
‘The same occurred in Pernambuco, except for 2003, Between 2001 and 2006, rates for acute cases
were 0.56 and 0.21 for Brazil and Pernambuco, respectively. Conclusions: Although a decrease
in Chagas mortality has occurred in Brazil, the disease remains a serious public health problem,
especially in the Northeast region. It is thus essential that medical care, prevention and control
regarding Chagas disease be maintained and improved.

Keywords: Chagas disease. Pernambuco. Hospitalization. Mortality. Acute cases.

RESUMO

Introdugio: Foi realizado estudo de séries histéricas de internagdes, 6bitos e casos agudos
por doengas de Chagas objetivando avaliar o contexto desta enfermidade em Pernambuco.
Métodos: Foram coletados dados notificados de 1980 a 2008 a0 Departamento de Informatica
do Sistema Unico de Satde (DATASUS/MS) para regides e unidades federativas do Brasil,
microrregioes e municipios pernambucanos. As taxas (por 100.000 habitantes) de internagoes,
mortalidade e casos agudos foram obtidas por consulta ao Sistema de Informagdes Hospitalares
(SIH), Sistema de Informagao sobre Mortalidade (SIM) e Sistema de Informagdes de Agravos
de Notificagio (SINAN), respectivamente. Resultados: A média de internagdes nacional por
doenca de Chagas ficou em 0,99 no periodo de 1995 a 2008. Pernambuco, neste intervalo,
apresentou média de 0,39, com as maiores taxas concentradas no interior do estado. Este
estado obteve média de dbitos 1,56 entre 1980 e 2007, valor inferior a brasileira (3,66).
O pais demonstrou declinio de 6bitos na andlise de tendéncia, com Pernambuco encontrando-
se em estado estaciondrio para esta taxa. Interpolando os dados referentes a internagdes e bitos,
evidenciou-se mortalidade em valores superiores as taxas de internagdes nacionais, entre 1995
¢ 2007. O mesmo fato ocorreu em Pernambuco, exceto em 2003. Entre 2001 e 2006, a taxa de
casos agudos foi de 0,56 e 0,21 respectivamente para Brasil e para Pernambuco. Conclusdes:
Mesmo o Brasil demonstrando redugio na mortalidade, a doenga permanece como grave
problema de saude publica, principalmente no nordeste. Desta forma, ¢ fundamental a
manutencio e melhoria das agées de atencao médica, controle e prevengio jd existentes.

Palavras-chaves: Doenga de Chagas. Pernambuco. Internagoes hospitalares. Mortalidade.
Casos agudos.
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Despite significant advances in vector control,
Chagas disease still represents a worldwide public
health problem. The disease, whose causative agent is
Trypanosoma cruzi, occurs from the Southern United
States to Southern Argentina and Chile and infects
15 to 16 million individuals in Latin America, with
approximately 75 to 90 million exposed to infection'.
In 2008, it was estimated that nearly 2 million
individuals were infected in Brazil, which was the
expected number for the whole of Central America®.

The epidemiological context in the Northeastern
states of Brazil presents a number of specific features.
National surveys of prevalence and distribution
of vectors, conducted between 1975 and 1980,
have shown that the region has the second highest
number of infected individuals and the highest
triatomine infestation rates™*. In 1996, the Chagas
Disease Control Program of the National Health
Foundation (Fundagio Nacional de Saiide) of the
Ministry of Health (Ministério da Satide, FNS/MS)
collected 290,576 triatomines in Brazil, 69.2%
(201,156 triatomines) of which were found in the
northeast region. In the State of Pernambuco, 2.43%
of the 8,431 insects collected as part of this survey
were infected with T. cruzi®. In a serological survey
of human Chagas disease, the Superintendents of
Public Health Campaigns (Superintendéncias de
Campanhas de Saiide Piiblica, SUCAM) determined a
prevalence 0f4.2% in Brazil from 1975 to 1981, with
Pernambuco showinga prevalence of 2.8%*. Another
serological survey conducted among schoolchildren
between 1997 and 1998 determined a prevalence of
0.08% in the Northeast region and 0.05% in the State
of Pernambuco®. Relevant data have been provided
by a survey at the Pernambuco Blood Center
(Hemocentro de Pernambuco, HEMOPE), where
0.17% of blood donation candidates tested positive
foranti-T. cruzi IgG between 2002 to 20077, Despite
the decline in prevalence, these data indicate that
the parasite reamins in circulation in human hosts
and suggests the need for continuous surveillance.
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In an effort to combat the dissemination of Chagas disease in the
1990s, Southern Cone countries implemented the Action to eliminate
Triatoma infestans®. This reinforced the actions to control transmission
of the disease that had been in existence since 1975 in Brazil®. As a
result, in 2006, the Pan American Health Organization/World
Health Organization considered Brazil free of transmission of Chagas
disease via its main vector (T. infestans) and transfusion of blood and
blood products'’. However, the presence of secondary vector species
such as Triatoma sordida, Triatoma brasiliensis and Panstrogylus
megistus'!, together with other forms of transmission, such as the
ingestion of contaminated food'*'* and congenital transmission'?,
have given rise to concern that the disease may re-emerge.

‘This study aims to evaluate Chagas disease in Pernambuco and
Brazil. For this, data regarding hospital admissions, deaths and
acute cases of this disease reported to the Information Technology
Department of The Brazilian National Health Service (Departamento
de Informdtica do Sistema Unico de Satide, DATASUS/MS) between
1980 and 2008 were collected.

"This is a descriptive study using data from the following national
databases: the Hospital Information System (Sistema de Informagdes
Hospitalares, SIH), the Mortality Information System (Sistema de
Informagdo sobre Mortalidade, SIM) and the Information System for
Notifiable Diseases (Sisterna de Informagoes de Agravos de Notificagdo,
SINAN) of the DATASUS/MS.

Information regarding hospital admissions for American
trypanosomiasis includes the Hospital Admission Authorizations
(Autorizagoes de Internagdes Hospitalares, AIH) for acute and chronic
cases according to place of residence, from 1995 to 2008. The
AIH reports all authorizations for SUS cash reimbursements for
hospitalization. The available mortality data by acute and chronic
Chagas disease, also according to place of residence, cover the period
from 1980 to 2007. SIH and SIM data were grouped according to the
ninth and tenth editions of International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems (ICD-9 and ICD-10). Cases
of acute Chagas disease according to place of residence, reported to
SINAN, cover the period from 2001 to 2006. The evaluation period
for hospital admissions, mortality and acute cases includes the
available ranges in SIH, SINAN and SIM, respectively.

The analysis considered rates for hospital admissions, mortality
and detection of acute cases of Chagas disease occurring in regions
and federal units of Brazil; and in microregions and municipalities
of Pernambuco, per 100,000 inhabitants. Rates were calculated using
population data provided by DATASUS/MS. In order to a provide
time series of mortality rates for Brazil, the Northeast region and
Pernambuco, linear regression models were constructed for tendency
analysis, where y (mortality rate) = a + { x year. Additionally, the
hospitalization and mortality rates for Chagas disease were compared.

The Hospital Information System (SIH) and the Mortality
Information System (SIM) were consulted regarding 18 microregions
of the State of Pernambuco: Alto Capibaribe, Araripina, Brejo
Pernambucano, Garanhuns, Itamarac, Itaparica, Mata Meridional,
Mata Setentrional, Médio Capibaribe, Petrolina, Recife, Salgueiro,
Sertio do Moxotd, Suape, Vale do Ipanema, Vale do Ipojuca, Vale do
Pajet and Vitdria de Santo Antdo.

The data were collected in December 2009, tabulated and
analyzed using TabWin 32, statistical package for the Social Sciences
(SPSS) 8.0 and Excel Office 2007.

Since this study uses secondary data from the public domain, it
does not disclose the individual identity of the individuals involved,
thus no ethical considerations arise.

According to SIH data, 24,130 hospital admissions for
trypanosomiasis were reported between 1995 and 2008 in Brazil.
Of these, 3,555 occurred in the northeast and 443 in Pernambuco.
The mean national rate for admissions in this period was 0.99 per
100,000 inhabitants. The increase in this rate, which reached 2.09 in
2003, should be highlighted; however, rates have declined strongly in
recent years, with only 0.76 reported admissions/ 100,000 inhabitants
in 2008. The Northeast had an average rate of 0.5 and, like other
regions, showed a peak in 2003, with 1.3 admissions (Figure 1).

Ofthe Northeastern states, Pernambuco ranked eighth in terms of
average hospitalizations, with 0.39/100,000 inhabitants from 1995 to
2008. Pernambuco, like the other states in this region and the country
as a whole, showed a decline in reported admissions subsequent to
2003. It is worth noting that the State of Alagoas did not follow this
tendency, showing a rate rising from 2.16 to 6.1 admissions in 2005,
which declined sharply in subsequent years (Table 1).

In the Pernambuco microregions, the municipality of Sertio
do Moxot6 showed highest hospitalization rate, with 1.15/100,000
inhabitants in the period between 1995 and 2008. Among the others,
Vale do Pajet and Salgueiro, located in same microregion, deserve a
mention, with rates of 1.03 and 0.6 1, respectively. Itapetim (3.88 ) and
Brejinho (1.96), both in the Vale do Ipojuca microregion, together
with Itacuruba (3.86) and Sertania (2.03), located in the Itaparica
and Moxot6 microregions, respectively, had the highest rates among
the towns of Pernambuco (data not shown).

According to SIM, 156,224 deaths presenting Chagas disease
as the basic cause occurred between 1980 and 2007 in Brazil, as
measured by individual’s place of residence. The Northeast region
reported 20,472 of these deaths, with 3,144 occurring in Pernambuco.
The average mortality rate for the Northeast over the same period
was 1.66 deaths from Chagas disease/100,000 inhabitants, lower
than in Brazil as a whole, the Central-Western and southern regions,
with rates of 3.66, 12.59 and 4.9, respectively. Over the same
period, Pernambuco registered 1.53 deaths/100,000 inhabitants
between 1980 and 2007. Even though the Northeastern region
ranks third in terms of mortality, the figure has remained constant
over the years, while in Brazil as a whole and the central-western
and Southern regions, it has seen a substantial decline (Figure 2A).
The Central-Western region experienced an particularly marked
decrease in mortality over the period studied. This region registered
18 deaths/100,000 inhabitants in the early 1980s, falling to 7.2 in
2007 (data not shown).

Tendency analysis for Brazil as a whole, the Northeastern region
and Pernambuco shows a decline in mortality to 0.104/100,000
inhabitants per year for the period between 1980 and 2007, which
means a mean reduction of 160 deaths per year. However, the
northeast did not show the same decline in mortality rate over this
period, rather an average growth of 0.013/100,000 inhabitants
per year. Pernambuco showed a mortality rate tendency to remain
constant, as illustrated in Figure 2B.
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As for admission rates, mortality is concentrated in the
rural areas of the State of Pernambuco. The microregions

TABLE 2 - Acute case rates for Chagas disease per 100,000 inhabitants - 2001
102006,

with highest mean rates between 1980 and 2007 were
Pajet and Moxoté, with 5.9 and 3.85 deaths/100,000
inhabitants respectively. Sertania (11.14), a city in the
Sertio do Moxoté; Tuparenatama (11.14), Tabira (8.74),
Triunfo (8.59) and Afogados da Ingazeira (8.23), all
located in the Vale do Pajet district, are the five towns in
the State of Pernambuco with the highest mortality rates
(data not shown).

Comparison of the rates for Chagas disease admissions
with mortality rates in the period from 1995 to 2007
shows that the number of reported deaths was higher than
number of hospitalizations in the country as a whole and
in Pernambuco, every year, except for 2003 (Figure 3).

A total of 2,250 cases of acute Chagas disease were
confirmed by SINAN between 2001 and 2006 in Brazil.
Pernambuco registered 274 such reports, ranking
second in terms of absolute numbers. However, when
the mean rate of occurrence was calculated, Pernambuco
ranked fifth among the 24 Brazilian States for reports of
acute cases, with 0.56/100,000 (Table 2). The present
study shows that the states with the highest acute
cases rates in this period are located in the northern
and northeastern regions of Brazil. Comparing rates
in Pernambuco with those for the country as a whole,

i S i
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the state has an above-average rate over this period.
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FIGURE 3 - Rates of hospitalizations and mortality for Chagas disease per 100,000 inhabitants in
Pernambuco and Brazil - 1995 to 2007.

The peak admissions rate in 2003 in Brazil can be explained by the
emphasis placed on Chagas disease in the 21% century, a period during
which the country received certification for having eliminated the
transmission of the disease by T. infestans'. This may have triggered
agreater commitment on the part of health professionals for accurate
reporting of the cause of admissions to DATASUS/MS. However,
one-offassessments in States and municipalities need to be conducted

to clarify what other factors could be responsible for this increase in
the reporting of admissions for Chagas disease.

Owing to the difficulty in diagnosing Chagas disease in its acute
phase, the majority of reported hospitalizations probably represent
individuals who acquired Chagas disease many years previously.
Thus, the concentration of admissions in rural parts of Pernambuco
indicates the importance of this region for the transmission of this
disease in the state as a whole. However, ATH presents a number of
disadvantages, since the main purpose of the database is to ensure
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payment for admissions to SUS hospitals. One of these is the possible
failure to complete the form, leading to under-reporting and incorrect
registration of the cause of hospitalization or absence of information
relating to repeated hospitalizations.

In view of the period that has elapsed since the introduction of
policies to control transmission, along with slow disease progress,
a decline in the number of deaths would be expected. This profile
can be confirmed nationally, but Pernambuco and the Northeastern
region have not shown reductions in reports of deaths from the
disease. This suggests a hypothesis that the control and prevention
of Chagas disease in this region has been negligent, resulting in the
emergence of new cases and a tendency for the mortality rate to
remain constant in the long-term.

Given the fact that Chagas disease has a slow chronic progression,
reported deaths are mostly related to an infection acquired many years
previously. This suggests that number of new cases in the northeast
may have remained constant or even increased. Dias et al highlighted
the high number of vector species present in the Northeast,
corresponding to S0% of those registered in Brazil®. Possible failures
or difficulties in controlling secondary vector species, together with
oral and congenital routes of infection, could be contributing to the
maintenance of T. cruzi transmission in this region.

It should be noted that deaths reported in Pernambuco according
to patient place of residence will probably not reveal the true values
for local populations, since compiling deaths according to place of
residence means that data will not include individuals who acquired
Chagas disease in their home state and who died in another Federal
Unit. Neither will it exclude deaths from Chagas disease of patients
who came to reside in that state during the period studied. While
investigating mortality rates for the disease from 1981 to 1998 in
Brazil, Drumond & Marcopilo'® verified that 32% of those who
died were born in states other than their state of residence, which
reflects the extensive internal migration that occurred during the
period. Data analysis by place of infection may allow this bias to be
corrected; however, many carriers only discover that they have the
disease long after they initially acquired the parasite and vast majority
does not have precise information concerning the circumstances of
their contact with T. cruzi.

It is important remember that interpretation of mortality data
provided by DATASUS must consider important interferences:
a) underreporting; b) errors in the completion of death certificates;
¢) failures in the coverage system and transmission information,
which varies according to the region and state; d) and percentage of
deaths due to undefined causes, which also varies according to the
Federal Unit'""*, leading to the diminished reliability of these data.
However, the mortality database, SIM, has undergone improvements
since its implementation in 1975, including reducing the amount of
ignored or incomplete information'”, making the results obtained in
this study worthy of note.

Regarding the data obtained after comparing rates for admissions
with mortality, it is improbable that such a large number of patients
died without receiving hospital care. These data suggest the presence
of errors in AIH completion, leading to under-reporting of SIH
data on admissions to hospital for Chagas disease. These reported
hospitalizations still show a bias of not informing cases of repeated
patient admissions in the period studied.

Itis significant that, during 9* Meeting of the Intergovernmental
Commission for the Southern Cone Initiative, analysis of FUNASA

proposals regarding vector transmission of Chagas disease,
Pernambuco numbered among the states that should receive
certification by end 0f 2000%°!, while Brazil as a whole only received
certification in 2006°.

All the databases SIM and SIH, SINAN have failures. These
included duplicate registers and lack of table standardization, which
were attenuated by the replacement of SINAN-DOS by the SINAN-
Windows program®, which was implanted in 2007 in the SINAN
NET. However, failures in the preparation and the lack of knowledge
of the users of this and other DATASUS information systems endures,
forming the greatest obstacle to optimizing the use of these tools.

Importantly, acute Chagas disease became a notifiable disease
for Municipal and State Health Departments and the Ministry
of Health in 2003 (Portaria 2.325/GM, 2003, December, 8)**.
‘Thus, the number of cases reported to SINAN in the years prior
this ordinance probably does not express wholly accurate values.

Examination of the data collected for this study has shown that data
for Pernambuco does not reflect that for Brazil as a whole, regarding
the control of Chagas disease. The state shows a much higher acute
cases rate than the national rate for the period. Even more alarming is
the fact that the decline in national mortality rate for Chagas disease
has failed to emerge in the State of Pernambuco and the northeastern
region. Data presented and discussed in this paper therefore
demonstrate significant shortcomings in the public system for the
control, prevention and treatment of Chagas disease. Thus, even with
successful transmission control campaigns, monitoring for this disease
is still required in the northeastern region, particular in Pernambuco.
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Along with several other aspects of Chagas disease, the mechanisms responsible for the different clinical
outcomes observed in chronic infected individuals have not yet been clarified. It is believed that the host

immune response to the parasite plays an important role in the development of the pathology. Therefore,

the aim of this study was to evaluate the relationship between IL-10 and IFN-y gene expression profile,
after in vitro stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) with Trypanosoma cruzi recom-
binant antigens CRA (cytoplasmatic repetitive antigen) and FRA (flagellar repetitive antigen), and the
clinical forms of chronic Chagas disease. Twenty patients with the cardiac form of the disease (CARD),
of whom 10 had the mild cardiac form (CARD 1) and 10 the severe cardiac form (CARD 2), and 20 patients
with the indeterminate form (IND), were selected at the Chagas Disease Unit of the Oswaldo Cruz Univer-
sity Hospital, University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil. The PBMCs of these individuals were
cultured in the presence of CRA or FRA for 3 days and IL-10 and IFN-y gene expression was evaluated by
detection of its messenger RNA using Real Time Quantitative PCR. Although no significant difference was
observed between the groups of individuals studied, we found that most patients with IND displayed
high levels of IFN-y gene expression, while the majority of patients with CARD 1 presented high levels
of IL-10. The results of this study thus highlight the important role that inflammatory cytokines play
in patients with the IND group controlling for parasite replication, and that anti-inflammatory cytokines
play in determining susceptibility to progression to symptomatic clinical forms of the disease.

© 2012 Elsevier Ltd. Open access under the Elsevier OA license

1. Introduction

long period of latency, characterized by the absence of clinical
manifestations and known as indeterminate form (IND) [3,4]. The

Known as American trypanosomiasis, Chagas disease follows a
systemic and chronic course, with the flagellate protozoan
Trypanosoma cruzi being the etiological agent. Considered a serious
public health problem, it is distributed throughout Latin America
and its prevalence is estimated to be 15-16 million cases, in addi-
tion to 75-90 million individuals at risk of infection [1]. The chaga-
sic cardiopathy, a major cause of congestive heart failure in Latin
America [2], and the anatomical and functional changes in
the esophagus and colon, are the main clinical manifestations of
the chronic form of the disease. Despite the serious tissue damage
observed in the cardiac (CARD) and digestive (DIG) forms of the
disease, about 50% of chronically infected individuals remain in a
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mechanism which causes infected individuals to present different
clinical manifestations in chronic forms of the disease remains
unclear. In addition, IND patients may remain asymptomatic
throughout their lives, or may, after 10-20 years, begin to show
symptoms related to the heart or digestive system [5]. As yet, there
is no prognostic tool for predicting the clinical evolution of the
disease.

Studies of the role immunity plays in Chagas disease have doc-
umented the existence of a specific immune response to T. cruzi. It
has therefore been proposed that the absence of clinical symptoms
in IND patients is related to their ability to control the immune
response to the parasite, which does not occur in individuals with
symptomatic forms. Despite the fact that these symptomatic
patients respond effectively to the parasite, this results in exacer-
bated inflammation with consequent deleterious effects on tissues
[6-8].

Previous reports have observed a high frequency of activated
CD4*CD28" T cell in the peripheral blood of patients with Chagas
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disease associated with expression of TNF-a and IL-10 in patients
with CARD and IND, respectively, suggesting different functional
roles for this cell in these individuals. [9,10]. Furthermore, acti-
vated CD8" T cells with expression of granzyme A and TNF-o. were
predominant in the inflammatory lesions associated with heart
disease [11]. Moreover, the levels of CD4*CD25"&" regulatory cells
and NKT cells (CD3"CD16 CD56") were found to be high in the
peripheral blood of IND patients, suggesting that the absence of
regulatory populations could lead to exacerbation of cytotoxic
mechanisms, culminating in tissue damage [12].

It has also been shown a clear association between IFN-y pro-
duction and the occurrence of severe heart disease, suggesting, in
the chronic phase, a relationship between this cytokine and mor-
bidity [13]. Besides this, it has been shown that T-cell clones de-
rived from the inflammatory infiltrate of CARD patients are
excellent producers of IFN-y [14].

However, different patterns of immune response have also been
found. Although IL-10 correlates with the establishment of a mod-
ulatory profile in IND patients [15], this cytokine is also produced
by PBMC from CARD patients [16]. In addition, it has been shown
that there is an inverse correlation between levels of IFN-y produc-
ing CD8" T cells and the severity of Chagas cardiomyopathy [17].
Another study in mice suggested that CD4°CD25" T cells are inef-
fective in regulating the anti-T. cruzi immune response, since the
depletion of these cells did not alter the course of acute or chronic
infection by the parasite [18].

Therefore, the use of specific and purified T. cruzi antigens may
prove to be better for identification of important molecules in para-
site-host interaction studies, thereby contributing to an understanding
of the immunopathology of Chagas disease [19]. In the present study,
the immune response in chronic Chagas disease patients was evalu-
ated after “in vitro” stimulation of PBMCs with two T. cruzi recombi-
nant antigens (Ags-Recs), CRA (cytoplasmatic repetitive antigen)
present in epimastigotes and amastigotes, and FRA (flagellar repetitive
antigen) present in evolved forms of epimastigotes and trypomastig-
otes [20,21]. The role of these antigens in the immune response in
chronic Chagas disease patients was studied by our research group
and this has generated promising results [22-26].

This paper describes the gene expression profiles for IL-10 and
IFN-7v in chronic Chagas disease patients, after in vitro stimulation
with CRA and FRA recombinant antigens of T. cruzi, which may im-
prove our understanding of the development of symptomatic clin-
ical forms of the disease.

2. Materials and methods
2.1. Recombinant antigens of T. cruzi

The CRA and FRA antigens were obtained as described by
Krieger [21]. The genes encoding CRA and FRA were cloned and
their expression induced using isopropyl-b-p-thiogalactoside
(IPTG). After centrifugation, proteins were purified using nickel
affinity chromatography according to the manufacturer’s instruc-
tions (Qiagen, Hilden, Germany). The antigens were analyzed by
electrophoresis in polyacrylamide gel in the presence of sodium
dodecyl sulphate [27] and by silver coloration [28] to evaluate con-
tamination by Escherichia coli.

2.2. Study population

Patients diagnosed with chronic Chagas disease were selected
at the Chagas Disease Unit of Oswaldo Cruz University Hospital
(HUOC), which is associated with the University of Pernambuco
(UPE), Recife, Pernambuco, Brazil. Selection was based on the fol-
lowing criteria: (1) characterization of the clinical form using the
World Health Organization classification [29] and an echocardio-

gram; (2) two positive serum tests for Chagas disease; and (3) the
absence of previous etiological treatment. Patients underwent a
standard screening process that included medical history, physical
examination, electrocardiogram, laboratory and chest X-ray exam-
inations and echocardiography. After screening, they were grouped
as follows: the IND group (n = 20, 32-68 years old; 11 women and 9
men), consisting of patients with the chronic asymptomatic form of
Chagas disease, i.e., individuals without alteration in the electrocar-
diography, chest X-ray, echocardiogram, esophagogram and barium
enema (suspicious cases); and the CARD group, consisting of pa-
tients with chronic Chagas-related cardiopathy, with or without
symptomatic cardiomyopathy and different degrees of alterations
in the echocardiogram. The CARD group was subdivided into CARD
group 1(n = 10,50-74 years old; 6 women and 4 men) including pa-
tients who exhibited no cardiac dilatation and an ejection fraction
>55% in the echocardiogram, and CARD group 2 (n = 10,43-73 years
old; 4 women and 6 men) including patients with clinical and/or
echocardiographic and radiological signs of heart enlargement and
an ejection fraction <40% in the echocardiogram. A group of non-in-
fected volunteers (NI)(n = 10,32-65 years old; 8 women and 2 men)
who had never received blood transfusion and presented negative
serological tests for Chagas disease was included as a control. Indi-
viduals signed an informed consent form before entering the study,
which was conducted according to the principles outlined in the
1975 Helsinki Declaration and subsequent amendments, and
approved by the local ethics committee of CPqAM/Fiocruz (No.
032009).

2.3. Serological confirmation of T. cruzi infection and culture of PBMCs

Blood from patients was collected in tubes (BD Vacutainer™,
Franklin Lakes, NJ, USA) without anticoagulant to obtain serum
for confirmation of T. cruzi infection and in tubes (BD Vacutainer™)
containing sodium heparin for cell culture tests. Serology was per-
formed employing two different enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA), one that uses a mixture of total extracts of T. cruzi
(ELISA test Chagas Il Ingenieria Genetica SA Bioschile), and an-
other that uses only recombinant antigens (Immuno-ELISA Chagas
Wama Diagnostica). Positive results were recorded when both
tests were reactive, and a non-reactive response recorded when
neither test was reactive [4].

PBMCs were obtained from the tubes containing sodium hepa-
rin using density centrifugation in a Ficoll-Paque (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) as described previously [23]. Cell culture was
performed in 14 mL polypropylene culture tubes (Beckinton
Dickinson®, San Jose, CA, USA) to a final concentration of
5 x 10° cells/mL in RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH®, St Louis, MO,
USA) supplemented with i-glutamine, 1% antibiotic (stock
of 10,000U of penicillin, 10,000U of streptomycin; SIGMA-
ALDRICH®) and 10% of fetal bovine serum (SIGMA-ALDRICH®).
Culture tubes were incubated at 37 °C with 5% CO, for 3 days,
and stimulated with either phytohemagglutinin-PHA (GIBCO,
Saranac, NY, USA) (5 ug/mL) (positive control), CRA or FRA (2 pg/
mL). Cultures without stimuli were used as a control.

2.4. Total RNA isolation, reverse transcription and real-time PCR

Total RNA was isolated from the PBMCs using the TRIzol Reagent
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer's
instructions. Thereafter, total RNA was incubated with deoxyribo-
nuclease I using a Deoxyribonuclease I Amplification Grade Kit
(Invitrogen™) to a final RNA concentration of 100 ng/ul. Reverse
transcription (RT) into cDNA was performed using High Capacity
cDNA Reverse Transcription with RNase Inhibitor Kit (Applied Bio-
systems”, Foster City, CA, USA) with random primers, according to
the supplier’s instructions. No products were observed in the control
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(RT-) samples, in which the reverse transcriptase was omitted. Real-
time RT-PCRs were carried out using 2 pl of cDNA as the starting
material in a total volume of 25 pl with TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems®). The thermal-cycling conditions
included 2 min at 50 °C and 10 min at 95 °C. Thermal cycling pro-
ceeded with 40 cycles of 95 °C for 0.5 min and 60 °C for 2 min. All
reactions were performed in the Model ABI PRISM 7500 Sequence
Detector (PE Applied Biosystems®). The sequences of primers
(400 nM) and probes (200 nM) used for amplification of the desired
genes, have been described by Mocellin et al. [30] and follow: IL-10
sense 5-GCCGTGGAGCAGGTGAAG-3, anti-sense 5'-GAAGATGT-
CAAACTC ACTCATGGCT-3', probe 6FAM-TCTTGGCTGTTACTGCCAG-
GACCCA-TAMRA; IFN-y sense 5-AGCTCTGCATCGTTTTGGGTT-3,
anti-sense 5'-GTTCCATTATCCGCTACATCTGAA-3’, probe 6FAM-
TCTTGGCTGTTACTGCCAGG ACCCA-TAMRA; B-actin (housekeeping
gene) sense 5'GGCACCCAGCACAATGAAG-3', anti-sense 5'-GCCG-
ATCCACACGGAGTACT-3', probe 6FAM-T CAAGATCATTGCTCCTCCT-
GAGAGCGC-TAMRA. The standard curves of the target and reference
genes showed similar results for efficiency (>90%). Thus, the relative
quantification was calculated by the 2 — DDCT method [31]. In this
method, relative quantification was given by the ratio between the
mean CT (cycle threshold) values of the target genes and the refer-
ence gene (B-actin) in each stimulated sample in relation to a refer-
ence sample (not stimulated). Further, efficiency correction was
performed as described [32].

2.5. Data analysis

Statistical analysis was carried out using the D'Agostino-Pear-
son normality test followed by Student’s t-test to confirm the nor-
mality of data sets. When the presumption of homogeneity was not
confirmed, the Mann-Whitney test was used. To compare the aver-
age cytokine production among groups a one-way ANOVA test was
carried out, followed by Tukey's test, and when homogeneity was
not confirmed, the Kruskal-Wallis test was used, followed by the
Mann-Whitney test, whenever the averages differed. To evaluate
‘low’ and ‘high’ cytokine expression, a chi-square test was per-
formed as previously described [33]. A 5% significance level was as-
sumed for all analyses. The software packages utilized were Excel
2000 and GraphPad Prism 5.0.

3. Results

3.1. IL-10 and IFN-y gene expression after in vitro stimulation with
CRA and FRA recombinant antigens of T. cruzi

The evaluation of differences in the fold changes of gene expres-
sion for the IL-10 and IFN-y cytokines was performed by compar-
ing the mean CT values obtained after in vitro stimulation of cells
with Ags-Recs CRA and FRA of T. cruzi to values of cultures without
stimulation. For IL-10 gene expression, the distribution was homo-
geneous for all groups of patients (IND, CARD 1 and CARD 2) and
for NI individuals after stimulation with FRA and CRA. No statistical
difference in expression was observed for any of the groups evalu-
ated (Fig. 1A). Similarly, with respect to gene expression for IFN-y,
there was a homogeneous distribution around the mean value for
each group after stimulation with both Ag-Recs, with no statisti-
cally significant difference in expression between groups of
patients and NI individuals (Fig. 1B).

3.2. Low and high fold change for IL-10 and IFN-y gene expression after
in vitro stimulation with CRA and FRA recombinant antigens of T. cruzi

In order to improve detection of fold changes in gene
expression for cytokines IL-10 and IFN-v, a cut-off ' was established

corresponding to the median of expression values for all groups
(IND, CARD 1, CARD 2 and NI). The individual values in each group
were plotted above or below the cut-off value. Although there was
no statistically significant difference in expression between groups
of patients and NI individuals, it was observed that most CARD 1
patients presented “high” expression levels of IL-10 after antigen
stimulation with both Ags-Recs, with a frequency of 70% after
stimulation with CRA and 80% after stimulation with FRA. With re-
gard to gene expression for IFN-v, a “high” expression of this cyto-
kine was observed, mostly in IND patients, but there was no
statistically significant difference. The frequencies obtained for this
group were 70% after stimulation with CRA and 65% after stimula-
tion with FRA (Table 1).

4. Discussion

4.1. IL-10 and IFN-y gene expression after in vitro stimulation with
CRA and FRA recombinant antigens of T. cruzi

The different clinical outcomes observed in the course of
chronic Chagas disease and variations within a single clinical form
suggest that the host's immune system, particularly the action of T
cell subsets and their cytokine production, plays a central role in
the development of pathology [6,8]. These immunological charac-
teristics could lead to the development of prognostic markers for
severe clinical forms. The use of such biological markers in identi-
fying different outcomes could help physicians to redirect
treatment [25]. In the current study, we evaluated the IL-10 and
IFN-y gene expression in patients with chronic Chagas disease after
in vitro stimulation of PMBCs with CRA and FRA T. cruzi Ags-Recs.
Our results thus revealed a homogeneous distribution in the
expression of these cytokines across all three groups of patients
(IND, CARD 1 and CARD 2) and NI individuals, with no statistical
difference in gene expression and consequently no identification
of a possible prognostic marker.

Although an assortinent of studies suggest an association
between the IND form and a high level of anti-inflammatory cyto-
kines, such as IL-10, and the CARD form shows high levels of pro-
inflammatory cytokines, such as IFN-y and TNF-o [13,15,16,34],
this study was unable to demonstrate a correlation between a par-
ticular cytokine expression profile and the clinical manifestations
found in chronic Chagas disease. This corroborates the findings of
other studies [15,22,35-37]. Perhaps, differences in study popula-
tion and methodology did not allow the differential detection of
these cytokines expression in the current study.

4.2. Low and high fold change in gene expression for IL-10 and IFN-y
after in vitro stimulation with CRA and FRA recombinant antigens of T.
cruzi

The categorization of patients, in relation to the production of
cytokines has been used to assess those individuals in each group
who present high levels of cytokines [15,25,33]. Gomes et al. [15],
studying the production of IFN-y, used more sensitive clinical trials
and divided the group of patients with cardiac abnormalities
according to severity of disease. It was thus possible to establish
a correlation between high and low levels of IFN-y and the pa-
tient's clinical status. Other studies have established a cut-off point
using the median or overall mean for all study subjects, thereby
enabling them to distinguish “high” and “low” producers of cyto-
kines [25,33]. In the present study, we evaluated IL-10 and IFN-y
gene expression patterns in relation to the establishment of a
cut-off and according to severity of disease in order to identify
the high expression values and correlate it with the patient’s clin-
ical status. Despite the lack of statistically significant differences,
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Fig. 1. Detection of fold change in gene expression for the IL-10 (A) and IFN-y (B) cytokines by PBMCs of Chagas disease patients and individuals not infected after stimulation
with T. cruzi cytoplasmatic repetitive antigen (CRA) and flagellar repetitive antigen (FRA). Patients with the cardiac clinical form without dilatation (CARD 1) (n = 10), cardiac
clinical form with dilatation (CARD 2) (n = 10), indeterminate clinical form (IND) (n=20), and non-infected individuals (NI) (n = 10). The horizontal bars represent the
arithmetic mean and the standard deviation. The ANOVA test was carried out, followed by Tukey's test or the Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney test.

Differences were taken to be statistically different when p < 0.05.

Table 1

Frequency of high cytokine producing subjects based on the overall median cytokine cut-off detected after stimulation with CRA and FRA recombinant antigens.

Cytokine/stimulus Global median cut-off

High cytokine-producers (%)

IND (n = 20) CARD 1 (n=10) CARD 2 (n=10) NI (n=10)
IL10-CRA 1.0 (0.1-6.2) 45 70 50 50
IL10-FRA 1.1(0.3-6.4) 40 80 40 60
IFNY-CRA 1.6 (0.1-7.6) 70 40 40 40
IFNy-FRA 1.85(0.1-9.8) 65 50 30 40

CRA, cytoplasmatic repetitive antigen. FRA, flagellar repetitive antigen. Data are expressed as the percentage of individuals exhibiting a fold change in gene expression greater
or equal to the overall median (cut-off) calculated for each cytokine/stimulus. Patients with the cardiac clinical form without dilatation (CARD 1), the cardiac clinical form
with dilatation (CARD 2), indeterminate (IND) clinical form, and non-infected individuals (NI). The chi-square test was used and differences were taken to be statistically

significant when p < 0.05.

higher expression of IFN-y, of 70% and 65% after stimulation with
CRA and FRA, respectively, was observed for the majority of IND
patients. With regard to IL-10, it was observed that CARD 1 pa-
tients were the most prolific, with frequencies of 70% and 80% after
stimulation with CRA and FRA, respectively.

The most widely accepted concept regarding the development
of chronic T. cruzi infection is that the specific immune response
to the persistence of parasites in the affected target organs results
in exacerbated inflammation with a consequent deleterious effect
on tissue [7]. In inflammation, the presence of high levels of IFN-
v appears to be explained by a lack of immunomodulatory capacity
exerted by cytokines such as IL-10.

However, an effective anti-parasite response would be critical
for controlling infection and thus preventing progression to severe
clinical forms of the disease [38]. In this regard, some studies that
assessed the CD8" and CD4" T cell population producing IFN-y in
individuals with chronic Chagas disease, stratified by degree of

cardiac involvement, have observed an inverse correlation be-
tween the frequency of these cells and the severity of the disease
[17,39].

In addition, there was a gradual decline in expression of surface
markers CD27* and CD28" with low expression of CD57 T cells
from these CD8" and CD4" T cells producing IFN-y, with respect
to the severity of clinical disease. This suggests that the effector
population of T cells in chronic T. cruzi infection is characterized
by a high proportion of newly recruited T cells. Thus, over time
the population of parasite-specific memory T cells producing IFN-
v begins to show signs of senescence and loss of differentiated
cells, leading to progression to more severe cardiac involvement
[40].

These studies therefore support the idea that chronic persis-
tence of the parasite in tissues would lead to a continuous anti-
genic stimulation, resulting in the exhaustion of the T cell
population. Individuals begin to exhibit low frequencies of CD8*
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and CD4" parasite-specific T cells producing IFN-y, which would
predispose them to progression of the disease, i.e., the permanence
of the parasite in tissues could lead to a failure of the host’s im-
mune response to control parasite replication; thereby bringing
on severe symptoms of the disease. Moreover, the intensity of par-
asite infestation, which is influenced by genetic factors in the par-
asite and in host’s immune response may determine the level of
exhaustion of the immune system and even the extent to which
the disease progresses [17,39,40].

Conversely, even considering the regulatory role of IL-10, as
IND patients had a higher frequency of IL-10" cells in the subpop-
ulation of regulatory T cells CD4*CD25"€"FoxP3* [12], a recent
study in mice suggests that CD4°CD25" cells do not have an effec-
tive role in regulation of the anti-T. cruzi immune response, since
depletion of these did not alter the course of acute or chronic
infection by the parasite [18]. Moreover, the presence of
cytokines with immunoregulatory properties, such as IL-10 and
TGF-B, in the course of T. cruzi infection was found to be related
to increased susceptibility to infection, possibly inhibiting IFN-y
trypanocidal activity [41,42].

Vitelli-Avelar et al. [33], when assessed the cytokine patterns of
circulating leukocytes from chagasic patients without stimulus,
demonstrated that most IND individuals presented a dominant
regulatory cytokine profile, whereas CARD individuals displayed
a dominant inflammatory cytokine pattern. Although, after stimu-
lation in vitro with T. cruzi trypomastigotes, the cytokine profile
was the opposite, i.e., CARD patients began to show higher cyto-
kine production of regulatory status, whereas IND patients began
to exhibit a cytokine predominantly inflammatory profile. A simi-
lar inversion could be found by them after in vivo treatment of
IND and CARD individuals with benzonidazole. Thus, the antigenic
stimulation may mimicry what is occurring in tissues microenvi-
ronment, where are taking place the antigen exposure.

Previous results obtained by our group regarding the immune
response of cells from Chagas patients using CRA and FRA T. cruzi
antigens found substantial production of IFN-y and TNF-a by Cha-
gas patients in comparison with NI, after stimulation with the CRA,
but not among the clinical forms [23]. Lorena et al. in 2010 [25],
carried out an evaluation of cytokine production using flow cytom-
etry and observed that CARD 2 patients presented high levels of
IFN-y and TNF-o produced by CD8" T cells compared to CARD 1 pa-
tients after stimulation with CRA, indicating an association be-
tween severity of heart damage and high levels of inflammatory
cytokines.

In the study above mentioned, were highlighted the importance
of analysis of cytokine production by specific cell populations for
improving understanding of the role of a specific cell subtype in
the development and maintenance of the immune response to
the parasite. Nevertheless, the development of the disease may
not be related solely to the effector function of isolated cell groups,
but also to the set of all responses that occur. Thereby, overall anal-
ysis of cytokine production is also an important approach to under-
standing the immune response in these patients.

Therefore, as in the current study, approaches that analysis
cytokines and others immunological factors by gene expression
could provide a broad view of what is occurring. There are a few
studies conducted using qPCR and microarray approaches in
mouse models of T. cruzi infection as well as in hearts of chronically
chagasic patients. In these studies were found correlations be-
tween some cytokine expression and disease outcomes [43,44],
no correlation [45] and as in our study some inversely correlations
[46.47]. Thus, the differences between our results and those of pre-
vious investigators could be attributed to the different samples
used, to the use of mammalian cell lines, human cells or whole-ani-
mal models, different parasite strains used or stimulus, or other
differences in experimental design.

Therefore, since the present study found a higher frequency of
gene expression for IFN-y in IND patients, along with a higher fre-
quency of gene expression for IL-10 in CARD 1 patients, although
these differences were not statistically significant, we must draw
attention to the important role cytokines such as IFN-y play in
IND patients in producing an effective immune response to the
parasite and preventing its multiplication, thereby avoiding tissue
damage and allowing these patients to remain without clinical
symptoms. On the other hand, CARD 1 patients may be experienc-
ing a deficiency in this effective immune response, both because of
the exhaustion of the immune system and the production of
immunosuppressive cytokines such as IL-10, since this is one of
the release mechanisms used by the parasites, effecting a low spe-
cific immune responses and facilitating their permanence and mul-
tiplication, which may lead to heart tissue damage in these
patients.

Finally, understand the delicate balance of multiple factors in-
volved in the pathogenesis of Chagas disease is a complex task,
the mechanisms involved in the interaction of immune cells and
the differential genetic susceptibility of the host, may give rise to
a highly complex disease, making it difficult to detect a specific im-
mune response.

5. Conclusion

In conclusion, evaluation of IL-10 and IFN-y gene expression in
chronic Chagas disease was unable to find any differences between
the IND, CARD 1 and CARD 2 groups of individuals. It was therefore
not possible to identify a prognostic marker that could aid treat-
ment and improve management of these patients. Moreover,
although this was not statistically different, we observed a higher
frequency of IFN-y gene expression in IND patients and a higher
frequency of IL-10 gene expression in CARD 1 patients, after
in vitro stimulation with recombinant T. cruzi antigens. We there-
fore believe that the role of cytokines in determining Chagas dis-
ease outcomes requirés further investigation that takes into
account other variable factors, such as the genetic history of the
parasite and the host.
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ABSTRACT

Introduction: CD4'CD25" T lymphocytes have been implicated in the regulation of host inflammatory response against
Trypanosoma cruzi, and may be involved in the clinical course of the disease. Methods: Peripheral blood mononuclear cells from
patients with chronic Chagas disease were cultured in the presence of 7. cruzi recombinant antigens and assayed for lymphocytes
at distinct time points. Results: It was possible to differentiate clinical forms of chronic Chagas disease at days 3 and 5 according
to presence of CD4°CD25* T cells in cell cultures. Conclusions: Longer periods of cell culture proved to be potentially valuable
for prospective evaluations of CD4'CD25" T lymphocytes in patients with chronic Chagas disease. .

Keywords: Chronic Chagas disease. Recombinant antigens. CD4°CD25* T lymphocytes.

The clinical course of chronic Chagas disease (ChD) varies
from absence of symptoms (indeterminate form - IND) to severe
manifestations with cardiovascular (cardiac form - CARD) and/
or digestive (digestive form) impairment'. It has been widely
accepted in the scientific community that symptomatic forms
of chronic ChD are associated with the establishment of an
exacerbated cytotoxic cellular immune response that leads to
inflammatory tissue damage and development of symptoms>*.
Nevertheless, there is evidence of a specific CD4" T lymphocyte
lineage, characterized by expression of CD25 surface
markers and the FoxP3 transcription factor, that is involved
in the regulation of the cytotoxic response in chronic ChD*®.
Furthermore, developmental or functional disturbances in these
cells have been linked to autoimmune and inflammatory diseases
in humans and animals’. Higher percentages of CD4"CD25" T
lymphocytes are observed in peripheral blood from patients
with IND forms of ChD*¢, which indicates that these cells have
a role in controlling development of the morbidities common
to human ChD. These lymphocytes produce cellular factors
such as interleukin 10 (IL10) and transforming growth factor
beta (TGF-B), which are among the host immunosuppression
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mechanisms employed during the host immune response to
Trypanosoma cruzi*. While the role of these cytokines in
immune modulation guided by CD4'CD25'FoxP3" T cells
has been reported*®?, there is still no consensus about their
mechanisms of action.

The development of specific recombinant antigens of 7. cruzi
represents an important step in better understanding the role of
the cellular responses in ChD'®. Our group has been evaluating
the use of the recombinant antigens CRA (cytoplasmic repetitive
antigen) and FRA (flagellar repetitive antigen) as immunological
markers of the clinical evolution of ChD'""%, demonstrating
significant results for the differentiation of distinct clinical
manifestations of the chronic phase of ChD.

This study aimed to evaluate detection of CD4*CD25FoxP3°,
CD4*CD25°IL10" T cells, and TGF-f in patients with chronic
ChD at different cell culture time points after stimulation with
CRA and FRA antigens. Eleven patients from the Ambulatério
de Doenga de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca, PROCAPE-
Universidade de Pernambuco/UPE who were diagnosed
with chronic ChD (IND=06/CARD=05) were selected. Forty
milliliters of blood were collected in heparin tubes (Vacuette)
to obtain the peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
through a concentration gradient technique (Ficoll-Paque™
Plus - Amersham Biosciences). Approximately 5 x 10° cells/mL
were cultured (RPMI 1640 medium/Sigma with 10% of fetal
bovine serum/Sigma) in the presence of Phytohemagglutinin
(PHA - GIBCO™/Invitrogen Corporation) (5ugmL) (positive
control), CRA, or FRA (2pg/mL), or with no stimulatory
agent (negative control). Culture flasks were then incubated
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at 37°C with 5% CO, for 1, 3, and 5 days. Four hours before the
end of the respective incubation period, Brefeldin A (Sigma)
(10ugmL) was added to the cultures. Cells were washed by
centrifugation (300 x g/5 min) with PBS-Wash (Phosphate-
Buffered Saline with 0.5% bovine serum albumin/Sigma and
0.1% sodium azide/Sigma) and incubated for 30 min with
surface antibodies (anti-CD4-fluorescein isothiocyanate/
Caltag; anti-CD25-allophycocyanin/Invitrogen). The steps
that followed were cell fixation (Human FoxP3 Buffer Set/BD
Biosciences®; BD Cytofix™/BD Biosciences®), centrifugation
(300 * g/5 min), and permeabilization (Human FoxP3 Buffer
Set/BD Biosciences®; PBS-Wash add 0.2% of saponin/Sigma).
Samples were washed again with PBS-Wash and incubated
for 30 min with intracellular antibodies (FoxP3-PE/BD
Pharmingen; IL10-PE/Caltag). After another round of wash by
centrifugation (300 x g/5 min), cells were fixed (BD Cytofix™)
and 30,000 events/sample were acquired in a FACScalibur® flow
cytometer (Becton Dickinson) and analyzed using the CellQuest
Pro Software. Detection of TGF-f in supernatants from days
1 and 5 was performed using the Human TGF-$1 Immunoassay

Kit - Quantikine” (R&D Systems®”). Comparison of different
culture time points within each group (IND and CARD) was
performed though Friedman test followed by Wilcoxon test. To
compare groups at each time point, data normality was analyzed
by Student’s #-test. When presumption of homogeneity was not
confirmed, Mann-Whitney test was used. A significance level
of 5% was considered in all analyses. The software utilized
was Excel 2007, GraphPad Prism 5.0, and Statistical R 2.9.0.
The procedures described here were approved by the Ethics
Committee at Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM)/
Fundagio Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)(N®: 157/08).

Analysis of CD4'CD25" T lymphocyte population in each
group (CARD and IND) showed that there was no statistical
difference among cell culture time points (1, 3, and 5 culture days)
after stimulation with either recombinant antigen (Figures 1A
and 1B). However, an increase in the mean number of
CD4°CD25 T cells in IND patients was observed over the course
of the cultures, mainly after FRA stimulation, while in the CARD
group, there was a decrease in the mean number of CD4'CD25°
T cells from the first to the fifth day of culture.

® =

% CD4/CD25

% CD4/CD25/IL10

@ 1 day of culture E 3 days of culture 5 days of culture

X )

p=0,014  Pz0.010

% CD4/CD25/IL10

FIGURE | - Detection of CD4'CD25' (A and B) and CD4 CD25 IL10* (C and D) T lymphocytes in peripheral blood mononuclear cells of patients with chronic Chagas
disease after in vitro stimulation with CRA and FRA. Significant differences are indicated in the figures with the respective p-values. An “a” indicates significant differences
in comparison with day 1. CRA: cytoplasmic repetitive antigen; FRA: flagellar repetitive antigen; CARD: patients with cardiac clinical form of chronic Chagas disease;
IND: patients with indeterminate clinical form of chronic Chagas disease; CD: cluster of differentiation; IL10: interleukin 10.
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The means of CD4*CD25™ T cell counts between the 2 groups
(CARD versus IND) for each culture time point (culture day 1, 3,
or 5) were also compared. Differences between CARD and IND
were statistically significant at days 3 (p=0.014) and 5 (p=0.010)
after in vitro stimulation with FRA (Figure 1B). However, no
differences were observed after stimulation with CRA (Figure 1A).

In regard to IL10-producing CD4°CD25" T lymphocytes,
the mean values of CD4°CD25'IL10" T cells in the IND group,
in the presence of FRA, were statistically different between
days | and 3 (p=0.031) and between days 1 and 5 (p =0.031).
Comparison of the CARD and IND forms showed that the mean
number of CD4'CD25'IL10" T cells was higher in the IND
group than in the CARD patients after stimulation with CRA and
FRA. however, this difference was non-significant (Figures 1C
and 1D). With regard to the presence of CD4"CD25 FoxP3"x!
and CD4'CD25 FoxP3"# T cells, there was no statistical
difference observed between the groups or among the cell
culture time points within each group (Figure 2).

The presence of TGF-P in supernatants was not significantly
different between patients with CARD and IND forms of chronic

ChD. Nevertheless, a reduction in TGF-f production after 5 days
was observed upon stimulation with CRA (p = 0.043) (Figure 3).

Thus, in the present study we found that in vitro culture of
PBMC for 3 and 5 days allowed differentiation between CARD
or IND forms of ChD through evaluation of CD4 CD25' T
lymphocyte counts after antigenic stimulation. Previous studies
using whole blood (ex vivo)*¢ and after 22 hours of culture in the
presence of epimastigote antigens’ were also able to differentiate
CARD and IND forms by analyzing the percentage of these cells
through flow cytometry. Because CD4"CD25" T cells represent
a small percentage of total circulating CD4" T lymphocytes’,
we believe that longer periods of cell culture may improve
studies regarding the possible roles of these cells in the clinical
course of ChD. In regard to IL10 production by CD4 CD25" T
lymphocytes in chronic ChD, our data corroborated with those
presented by Aratjo et al.%, in that no difference was found
between patients with CARD and IND clinical forms. However,
the increased numbers of CD4°CD25IL10" T lymphocytes
throughout the cell culture period reinforced the importance of
considering longer periods of cultivation.

@\

CRA

% CDA4/CD25/FoxP3"™

% CD4/CD25/FoxP3"™"

@ 1 day of culture E 3 days of culture 5 days of culture

FRA

&®

FIGURE 2 - Detection of CD4 CD25 FoxP3““' (A and B) and CD4'CD25" FoxP3"¢" (C and D) T lymphocytes in peripheral blood mononuclear cells of patients
with chronic Chagas discase after in vitro stimulation with CRA and FRA. Significant differences are indicated in the figures with the respective p-values.
CRA: cytoplasmic repetitive antigen: FRA: flagellar repetitive antigen; CARD: patients with cardiac clinical form of chronic Chagas disease; IND: patients
with indeterminate clinical form of chronic Chagas disease; CD: cluster of differentiation.
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2.04

\ B 1 ey of cuture 5 days of culture

FIGURE 3 - Detection of transforming growth factor-p in supernatant of cultures from patients with chronic Chagas disease after in vitro stimulation with CRA

(A) and FRA (B). Significant differences are indicated in the figures with the respective p-values. The

““q”

represents a significant difference in comparison with

day 1. CRA: cytoplasmic repetitive antigen; FRA: flagellar repetitive antigen; CARD: patients with cardiac clinical form of chronic Chagas disease; IND: patients

with indeterminate clinical form of chronic Chagas disease; OD: optical density.

The observation that there were no differences in TGF-p
production among patients with CARD and IND forms of ChD
may have been due to the lower sample size evaluated. Moreover,
with the chosen method (capture ELISA), the source of cytokine
production is not identified. With regard to the reports citing
TGF-p as a pathway of immunoregulation by CD4*CD25*FoxP3*
T lymphocytes™, the technique reported here did not clarify
whether CD4'CD25'FoxP3' T cells were responsible for TGF-$
production. Thus, the evolution of these growth factors under
the regulation of CD4*'CD25'FoxP3" T cells in individuals with
chronic ChD will only be confirmed upon further study.

We conclude that CD4*CD25" T lymphocyte cultures
derived from serum of patients chronic ChD that are maintained
for longer periods have the potential to be used in prospective
studies aimed at understanding the clinical evolution of
the disease. Moreover, this approach may also aid in the
identification of cellular patterns that can serve as biological
markers to monitor patients. Further, it is important to mention
that a greater number of individuals should be evaluated to prove
the importance of this cell population in immunoregulation in
individuals with the IND form of ChD.
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Abstract

Purpose Regulatory T cells are involved in the clinical course
of chronic Chagas disease, possibly because they exercise a
control in the patient’s inflammatory response to 7iypanosoma
cruzi. This study analyzed the levels of CD4+CD25+ Tcells in
chronic Chagas disease patients after in vitro stimulation of the
peripheral blood mononuclear cells with CRA (Cytoplasmic
Repetitive Antigen) or FRA (Flagellar Repetitive Antigen)
T. cruzi antigens.

Methods Groups of patients with the cardiac form and inde-
terminate form; and non-infected individuals, were selected.
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The CD4+CD25+ T lymphocyte population, as well as the
FoxP3 expression and the IL10 production, were evaluated by
flow cytometry after stimulation with CRA or FRA.

Result The IND group presented higher levels of CD4+
CD25+ T cells than the CARD group. However, there was
no evidence of a relationship between FoxP3 and IL10 with
any of the chronic forms.

Conclusions Our results suggest the possible involvement of
CD4+CD25+ T cells specific to CRA and FRA in controlling
the progression of clinical outcomes. Though, further studies
are needed to define which mechanisms activate regulatory T
cells and lead to pathology control in chronic human Chagas
disease.

Keywords Chronic Chagas Disease - repetitive antigens -
CD4+CD25+ T cells - immunomodulation

Introduction

Chronic Chagas disease is a major medical concern due to the
severity of its clinical forms. The manifestations range from
no symptoms or structural abnormalities (indeterminate form -
IND) to cardiovascular (cardiac form - CARD) and/or diges-
tive (digestive form) disorders [1]. In seeking to understand
how these different clinical outcomes develop, several studies
have been conducted with a view to establishing the role of
immunological response of the host vis-a-vis Trypanosoma
cruzi [2-13]. What has been postulated is that clinical symp-
toms occur due to tissue damage caused by exacerbating the
inflammatory response to the parasite in the absence or failure
of immunomodulatory mechanisms.
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Therefore, studies on the modulatory action of a distinct
subtype of regulatory T cells, known as Tregs (regulatory T
lymphocytic cells) receive much attention [14]. The CD4+
CD25+ T cells, designated as natural Treg, are currently the
main focus of such attention. Accumulated evidence points to
the crucial role of these cells in maintaining immunological
tolerance and the negative control of pathological immune
responses [15-18]. Tregs can suppress the activation, prolif-
cration and effector functions of'a wide range of immune cells,
including CD4+ and CD8+ T cells, natural killer (NK) and
NKT cells, B cells and antigen-presenting cells (APCs) [19].
These lymphocytes may suppress effector T cells by mecha-
nisms including direct competition with stimulatory ligands of
the APCs or by reducing essential growth factors such as IL2.
Alternatively, broader suppressive mechanisms may also be
used such as IL10 and TGF (transforming growth factor) -
as secreted cytokines [15, 17, 20-22].

Besides expressing how the IL2 receptor a-chain (CD25),
CD4+CD25+ Tregs also express the FoxP3 (Forkhead Box
P3) transcription factor, a control gene that is key to their
development and function [19, 23]. Mutations in the FoxP3
gene lead to a deficiency in or a malfunction of these cells, the
consequence of which is that an autoimmune and/or an in-
flammatory disorder develops [24].

Some studies have linked the high frequency of CD4+
CD25+ Tregs to the IND form of human Chagas discase
[11, 12, 25-27]. Tt is believed that this cell population acts
on maintaining the tissue environment damage-free, a charac-
teristic of asymptomatic patients (IND). Nevertheless, mice
that had been chronically infected with 7. cruzi did not present
enhancement of the immune responses of their CD8+ T cells
after depletion of Tregs [28]. Therefore, the role of these cells
in the immunopathology of Chagas disease remains obscure.

Few studies analyzing the relationship between the clinical
forms of chronic human Chagas disease and CD4+CD25+
Treg lymphocytes have used ex vivo cell phenotyping [11, 12]
or complex mixtures of 7 cruzi antigens to stimulate cells
in vitro [25, 27, 29]. However, the wide variety of epitopes
present in these antigenic preparations, some of which are
common to other 7rypanosomatidae parasites [30, 31] may
make it difficult to identify specific immunological markers of
Chagas disease.

Therefore, our group has been working with 7. cruzi re-
combinant antigens, CRA (Cytoplasmic Repetitive Antigen) -
expressed throughout the cytoplasm of the parasite and de-
tected in amastigotes and epimastigotes—and FRA (Flagellar
Repetitive Antigen) - located in the region of the flagellum of
the epimastigotes and trypomastigotes [32, 33]. CRA and
FRA present specificity to 7. cruzi and a repetitive structure,
which are common characteristics to immunogenic molecules
[34], and furthermore, have shown significant results as they
have identified immunological patterns in the different clinical
forms of the disease [8, 35, 36].

@ Springer

Thus, the purpose of this study was to evaluate the CD4+
CD25+ T cell population, as well as the FoxP3 expressed and
IL10 produced by these lymphocytes, in patients with chronic
clinical forms of Chagas disease after in vitro stimulation with
CRA or FRA.

Methods
Study Population

Selecting patients with chronic Chagas disease was carried out
at the Ambulatério de doenga de Chagas ¢ Insuficiéncia
Cardiaca do Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco
(PROCAPE)—Universidade de Pemambuco (UPE), Brazil
from March 2010 to April 2011. The inclusion criteria were:
(1) a positive serological test for Chagas disease (Enzyme-
linked immunosorbent assay/ELISA and/or immunofluores-
cence reaction/RIFT); (2) the clinical form being characterized
by the patient’s medical history, physical examination and
clinical tests (electrocardiogram, chest X-ray and
echodopplercardiography, for all patients; oesophagogram
and barium enema, when the disease was suspected); and (3)
absence of previous etiological treatment. After the screening
process, the patients were grouped as follows: an IND group
(n=20, 32-75 years old; thirteen women and seven men), who
were patients with the chronic asymptomatic form of Chagas
disease, i.e. individuals for whom the clinical tests showed no
significant alteration; and a CARD group (n=11, 43-75 years
old; four women and seven men), who were patients with
chronic Chagas cardiopathy, i.e. individuals with clinical and/
or echocardiographic and radiological signs of heart enlarge-
ment (cardiac dilatation and/or ejection fraction <40 %) and
absence of complaints/alterations in digestive system (dyspha-
gia and/or odynophagia). Cardiac dilatation and ejection
fraction were characterized by chest X-ray and
echodopplercardiogram, with ejection fraction estimated
by Teichholz method [37] according to American Society
of Echocardiography. A group of noninfected volunteers
(NI) (n=9, 24-65 years old; seven women and two men)
who had never received a blood transfusion and presented
negative serological tests for Chagas disease was included
as control. The protocols described in this study were
approved by the Ethics Committee on Research in Human
Beings of CPqAM/Fiocruz (N° 157/08) as per the 1975
Declaration of Helsinki, revised in 1983, and the individ-
uals who agreed to participate signed a properly informed
consent form before being included in the study.

Recombinant Antigens from 7. eruzi

The CRA and FRA antigens were obtained as described by
Kriegger et al. [33]. Briefly, the genes encoding CRA and
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FRA were cloned and their expression induced using isopro-
pyl-b-D-thiogalactoside (IPTG). After centrifugation, the pro-
teins were purified by nickel affinity chromatography as per
the manufacturer’s instructions (Qiagen, Hilden, Germany).
Antigens were analysed using electrophoresis in polyacryl-
amide gel in the presence of sodium dodecyl sulphate [38] and
silver coloration [39].

Cell Culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated
from heparinized blood by centrifugation in a Ficoll-Paque
density gradient (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) as de-
scribed previously [40]. The cells were placed in 14 ml poly-
propylene culture tubes (Beckinton Dickinson®, San Jose,
CA, USA) containing RPMI 1640 medium (SIGMA-AL-
DRICH®, St Louis, MO, USA) supplemented with L-gluta-
mine, 1 % antibiotic (10,000 U of penicillin, 10,000 U of
streptomycin stock: SIGMA-ALDRICH®) and 10 % of bo-
vine serum albumin (SIGMA-ALDRICH®). The culture
tubes were stimulated with phytohemaglutinin-PHA (GIBCO,
Saranac, NY, USA) (5 pg/mL) (positive control), CRA or
FRA (2 pg/mL), in addition to which there was one culture
without a stimulus which was used as a negative control. The
cultures were carried out at a concentration of 5 x 10° cells/mL
and incubated at 37 °C with 5 % CO, for 3 days, as per Braz
ctal. [41].

Immunophenotyping

Four hours before the end of cell culture, Brefeldin A (SIG-
MA-ALDRICH®) (10 pg/mL) was added in order to impede
the secretion of cytokines from the Golgi complex [42]. After
treatment with EDTA (20 mM) (SIGMA-ALDRICH®), the
cells were transfered to 5 ml polystyrene tubes (Becton Dick-
inson, San Jose, CA, USA) and washed by centrifugation
(300 g / 5 min / at room temperature) in phosphate buffer
saline (PBS) containing 0.5 % bovine serum albumin (SIG-
MA-ALDRICH®) and 0.1 % sodium azide (SIGMA-AL-
DRICH®) (PBS-Wash).

Samples were immunostained with fluorescein isothiocya-
nate (FITC) - conjugated anti-CD4 (clone: 53.5) (Caltag,
Burlingame, CA, USA) and allophycocyanin (APC)-conju-
gated anti-CD25 (clone: CD25-3G10) (Invitrogen™,
Carlsbad, CA, USA). The tubes were then incubated for
30 min at room temperature. After fixation (FACS Fix Solu-
tion, Becton Dickinson), the cells were permeabilized (PBS-
Wash containing 0.5 % (w/v) saponin; SIGMA-ALDRICH®)
and incubated for 30 min in the dark at room temperature with
anti-IL10 (clone: JES3-19 F1) (Caltag, Burlingame, CA,
USA) or anti-FoxP3 (clone: 259D/C7) (Becton Dickinson)
conjugated with phycoerythrin. The cells were washed, fixed

and stored at 4 °C until acquired and analyzed by flow
cytometry.

Flow Cytometry Acquisition and Analysis

Immunostained samples were run in a FACScalibur® flow
cytometer (Becton Dickinson), and a minimum of 30,000
events/ sample collected. The acquisition strategy began by
selecting the gate of the lymphocyte population by means of
the dot plot Forward Scatter Channel (FSC) versus Side
Scatter Channel (SSC). To evaluate the presence of CD4+
CD25+ cells, the statistical quadrant FL1 (CD4) versus FL4
(CD25) of the population of interest in the dot plots was
analyzed. To undertake the analysis of the expressions of
CD4+CD25+FoxP3+ and CD4+CD25+IL10+, the window
of interest R2 in the FL1 versus FL4 graph was selected, and
FL2 (FoxP3 or IL10) versus FL4 two-bidimensional graphs
were obtained. Data acquisition and analysis were performed
using CellQuest Pro software.

Statistical Analysis

To compare the average expressions of CD4+CD25+, CD4+
CD25+FoxP3high and CD4+CD25+IL10+ T cells among
the groups, Bartlett’s test for the homogeneity of variances
was firstly applied. The p value was obtained by the Kruskal-
Wallis test was followed by the Mann-Whitney test whenever
there was a difference among averages. To evaluate the fre-
quency of CD25, FoxP3 and IL10 in CD4+ T lymphocytes,
the chi-square test was performed. The Pearson correlation
test was used to evaluate correlations between CD25, FoxP3
and IL10 in CD4" T cells. A 5 % significant level was
considered in all analyses. The software used was Excel
2000, GraphPad Prism 5.0 and Statistical R 2.9.0.

Results

Frequencies of CD4+CD25+, CD4+CD25+FoxP3high
and CD4+CD25+IL10+ T cells, specific to CRA and FRA,
in patients with chronic Chagas disease

Our data demonstrate that in the presence of recombinant
antigens, the cells of IND individuals presented higher ex-
pression levels of CD4+CD25+ molecules compared to those
of CARD and NI individuals (Fig. 1). However, no significant
differences in the levels of CD4+CD25+FoxP3high (Fig. 2A
and B) and CD4+CD25+IL10+ (Fig. 2C and D) T lympho-
cytes were observed.

@ Springer
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Fig. 1 Increased expression for CD4+ CD25+ T cells by indeterminate
clinical form of human Chagas disease after in vitro stimulation with
recombinant antigens of Trypanosoma cruzi a Detection of CD4+CD25+
T cells of PBMC of chronic Chagas disease patients and individuals not
infected after stimulation with Trypanosoma cruzi cytoplasmatic repeti-
tive antigen (CRA) and flagellar repetitive antigen (FRA). Patients with
cardiac clinical form (CARD) (n=11), indeterminate clinical form (IND)
(n=20) and individuals not infected (NI) (n=9). The horizontal bars

represent the arithmetic mean and the error standard. Kruskal-Wallis test
followed by Mann-Whitney test was used. The statistical differences are
indicated in the figure with the value of p<0,05. b Representative flow
cytometric analysis of CD4+CD25+ T cells of PBMC obtained from
chronic Chagas disease patients (CARD, IND) after stimulation with
CRA and FRA. Numbers in upper-right corner represent the percentage
mean of CD4 T cells that express CD25 in each analyzed group
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High and low Frequencies for CD25, FoxP3 and IL10
in CD4+ T Cells Specific to CRA and FRA

For this evaluation, the concept of ‘high’ and-‘low’ frequency
was established and the cut-off value was obtained from the
global average production of all forty individuals (CARD=11,
IND=20, NI=9), as per Lorena-et al. [8]. Therefore, the
frequencies of CD25 molecules in CD4+ T cells were evalu-
ated and those of Foxp3 and IL10 molecules in CD4-+CD25+
T cells.

It was considered that most of the patients from the IND
group produced high levels of CD25 molecules in CD4+ cells,
their values being significantly higher than those reported
from the CARD group after stimulation with CRA (p=
0.014) and FRA (p=0.004). Although no statistical difference
was observed, 44.44 % of the NI group had a high frequency
of CD4+CD25+ lymphocitic T cells in the presence of both
recombinant antigens, whereas patients classified as CARD
demonstrated a low frequency after stimulation with CRA
(10 %) and FRA (9.09 %) (Table 1).

No statistical difference was observed between the groups
regarding the frequency of IL10 and FoxP3 molecules in
CD4+CD25+ cells specific to recombinant antigens (Table 1).
Nevertheless, high frequency FoxP3 occurred in IND patients
after stimulation with CRA (75 %) and FRA (70 %). In
addition, patients with chronic Chagas disease showed a
higher frequency of IL10 when compared with the NI group.

Table 1 High frequency of T CD4+CD25+ cells in patients with inde-
terminate clinical form of chronic Chagas disease, after stimulation with
CRA and FRA

CD4+T Cells  Global mean (cut-off)  High-producer (%)
CARD IND NI

CD25+

CRA 16,23 (2,51-36,77) 10,00 61.00" 4444

FRA 16.60 (1,89-42,40) 9.09 70,00 44,44
CD25+FoxP3high

CRA 59.99 (2,65-88,96) 50,00 75,00 5555

FRA 57,42 (3,85-88,87) 54,54 70,00 55,55
CD25+IL10+

CRA 13,71 (1,65-74,06) 20,00 40,00 0,00

FRA 14,48 (1,12-78,54) 36,36 35,00 11,11

Data are expressed as percentage of individuals displaying percentage of
cells higher or equal the global mean (cut-oft) calculated using data from
all groups

CRA Cytoplasmatic Repetitive Antigen, FRA Flagellar Repetitive Anti-
gen, CARD cardiac clinical form, /ND indeterminate clinical form, N/
individuals not infected

The chi-square test was used, and statistical significance (p<0,05) is
represented by superscript letter *a’ for comparisons with CARD

Correlations Between CD235, FoxP3 and IL10 in CD4+ T
Cells After Stimulation With CRA and FRA

Correlations between CD25, FoxP3 and IL10 in CD4+ lym-
phocytic T cells were analyzed with a view to identifying
possible relationships between these markers and the chronic
clinical forms of Chagas disease examined in this study. After
stimulation with FRA, a significant positive correlation was
only observed between IL10 and CD25 in the IND group (p=
0.58). On the other hand, a significant negative correlation
was observed when FoxP3 was correlated with CD25 and
IL10 in the IND group for both recombinant antigens
(Table 2).

Discussion

This study assessed the CD4+CD25+ T cell population and
the FoxP3 it expressed and the IL10 it produced in Chagas
patients with chronic clinical forms of the disease, after
in vitro stimulation with CRA and FRA antigens of 7. cruzi.

We observed that patients with the IND form presented a
higher mean of CD4+CD25+ T lymphocytes than those of the
other groups, after stimulation with both recombinant anti-
gens. Vitelli-Avelar et al. [11, 12] obtained similar results with
IND patients thus verifying that they present higher levels of
CD4+CD25high T cells in peripheral blood than those in
CARD and DIG patients. CD4+CD25high T lymphocytes
were also at higher levels in the IND group after in vitro
stimulation with epimastigote antigens [26]. These data rein-
force the hypothesis that the immunomodulatory mechanisms
exerted by Treg lymphocytes may able to control deleterious
cytotoxic activity in individuals with asymptomatic chronic
Chagas disease, and thus the morbidity present in chronic
infection.

Table 2 Positive and negative coefficients of correlation for CD25,
FoxP3 and IL10 expressed by CD4+ T lymphocytes of chagasic patients,
after stimulation with CRA and FRA

Coefficient of correlation

CD4+ T cells CARD IND

CRA FRA CRA FRA
IL10xCD25 -0.09 -0,02 0,41 0,58
FoxP3xCD25 -0,20 0,04 -0.49" -0,64"
FoxP3xIL10 0,16 -0,17 -0.70° -0,62"

CRA Cytoplasmatic Repetitive Antigen, FRA Flagellar Repetitive Anti-
gen, CARD cardiac clinical form, /ND indeterminate clinical form

Pearson correlation test was used, and the * represents statistical differ-
ences with the value of p<0,05
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Nevertheless, on analyzing CD4+CD25high T cells after
cultivation with trypomastigote antigens, Guedes et al. [29]
found no significant difference between the groups in their
study (free/mild cardiomyopathy; moderate/severe cardiomy-
opathy; treated with Benznidazol; non-infected). Interestingly,
these authors observed that CD4+CD25+ T cells from Chagas
patients with moderate/severe cardiomyopathy showed lower
supressive activity of T cell proliferation than those with
free/mild cardiomyopathy [29], thus suggesting a correlation
between the loss of the suppressor activity and the clinical
morbidity of the chronic phase.

The lower levels of CD4+CD25+ T cells in patients with a
cardiac disorder compared with the levels of NI and IND
groups merit discussion. Reports about the reduction in the
population of T CD4 and T CD8 memory cells in patients with
severe clinical manifestations of chronic Chagas disease af-
firm that constant antigenic stimulation because of the persis-
tence of 7. cruzi in tissue leads to cell exhaustion [2, 3]. The
deficiency in suppressing T cell proliferation presented by the
CD4+CD25+ T cells of chronic Chagas disease patients with
severe cardiomyopathy [27, 29] may be correlated with these
findings. Such results together with the data presented by the
CARD group in our study suggest that the loss of the immu-
noregulatory mechanisms of Treg cells are involved with the
progress of tissue damage in the chronic phase of Chagas
disease.

Previous studies affirm that Treg cells do not appear to play
a major role in controlling the pathology of Chagas disease
[28, 43, 44]. Depletion of CD25+ cells from chronically
infected mice did not enhance immune responses of muscle-
derived CDS8 + T cells [28]. Treatment with anti-CD25 did not
interfere in parasitism and cardiac inflammation of acutely
infected mice, even when a high expression of Foxp3 in the
heart peaked concomitantly with the inflammatory infiltrate
and the appearance of CD4+CD25+ T cells in the tissue [43].
Treg cells did not show that they had any role in the patho-
genesis of experimental chronic Chagas disease after the
inactivation of CD25+ T cells [44]. In our study, negative
correlations between FoxP3 and CD25 in the IND group
together with the absence of significant differences as to the
production of CD4+CD25+FoxP3high T lymphocytes be-
tween the groups reiterate the limited role of Tregs in Chagas
disease.

However, the IND group produced high levels of FoxP3
after CRA (75 %) and FRA (70 %) stimulation. A higher
frequency of CD4+CD25high T cells expressing FoxP3 was
found in Chagas disease patients with no or mild cardiomy-
opathy symptoms than in those with moderate and severe
cardiomyopathy after stimulation with trypomastigote antigen
[27. 29]. Reports of a high expression of FoxP3 in muscle
layers and the neuronal plexus areas of the colon [10] and
heart tissue [45] of assymptomatic Chagas disease patients
reinforce the regulatory role of FoxP3+ cells in moderating the
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inflammatory process presented in this disease, thus indicating
there is a need for research studies on Foxp3 with an immu-
nological marker in the clinical evolution of chronic Chagas
disease.

Although CD25 and FoxP3 are identified as Treg cells
markers, there is no consensus on the definition of this cell
population based only on these markers expression levels.
Some authors claim that this subtype cells in humans are those
CD4+ with high expression of CD25 (CD4+CD25high) [46,
47]. Previous studies demonstrated that patients with indeter-
minate form of Chagas disease showed higher frequency of
CD4+CD25high T cells when compared to cardiac group [11,
12, 26, 27]. However, expression of CD45RA (cell activation
marker) in Treg cells showed that evaluation only of
CD25high cells (CD25highFoxP3highCD45RA-) excludes
naive Treg cells (CD25mindFoxP3lowCD45RA+) [48, 49].
Therefore, faced with these studies, a comprehensive assess-
ment of CD25 as a biomarker proves to be a better approach to
firstly done in evaluating clinical outcome of patients with
chronic Chagas disease. Allied to this, assessment of others
Treg cell markers (CD45RA, CD45RO, CTLA-4, GITR,
CD95, among others) [48] will allow a more precise definition
about the relationship between especific subtypes of this lym-
phocytic lineage and the immunoregulation of chronic Chagas
disease.

Several molecules and cellular events have already been
described as mechanisms used to suppress the immune re-
sponse in Chagas disease [7, 12, 13, 29, 50]. In acute phase of
T. cruzi infection a robust inflammatory response occurs in-
cluding cytokine production such as INF~y and TNF- [50,
51]. Nevertheless, with the transition to the chronic phase of
Chagas disease, the immunological patterns evolve to a more
immunoregulatory profile, in attempting to control inflamma-
tion. One of principal molecules identified as responsible for
this immunomodulation is IL10, with their production being
reported in human (7. cruzi) infection. High production of IL-
10 has been correlated to chronic asymptomatic patients,
leading to hypothesis that permanence in IND form of
Chagas’ disease is associated with maintenance of an anti-
inflammatory immune response [7-9, 13, 29].

However, the two groups of patients evaluated in our study
present low levels of CD4+CD25+IL10+ T cells after stim-
ulating with specific antigens (CRA and FRA), with no sig-
nificant deference between CARD and IND groups. The
maintenance of suppressive activity of the proliferative re-
sponse by CD4+CD25+ T cells in IND patients, even after
adding the anti-IL10 antibody [27], together with our findings,
indicate that IL10 production may not be essential to the
action of the CD4+CD25+ T lymphocytes when immune-
modulating chronic Chagas disease. Probably other modes of
suppression are involved such as apoptosis of effector T cells
by absorption of cytokines [52, 53], lysis of conventional T
cells by granzymes [54], and other mechanisms unrelated to
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the production of IL-10. Though, it has already been reported
that IND patients present a high IL10 production by CD4+
CD25high T lymphocytes, when compared with non-infected
individuals [25, 27]. The positive correlation between CD25
and IL10 in the indeterminate form after FRA stimulation may
indicate a possible relationship of this cytokine with Treg cells
in Chagas disease. Notwithstanding, analyzes involving cell
activation markers (eg CD45RA) and suppressor functions
(eg CTLA-4) may permit the discrimination among Treg
lymphocytes subtypes [48]. Therefore, it would be possible
to identify which cell subtype uses IL10 to suppress immune
response in the chronic Chagas disease.

Conclusions

The results of this study demonstrate that using the level of
CD4+CD25+ T cells obtained after stimulating PBMC in vitro
with CRA and FRA recombinant antigens of 7. cruzi enabled
IND patients to be differentiated from CARD patients. Thus,
CD4+CD25+ T cells specific to 7. cruzi are shown to be a
promising immunological marker for the clinical prognosis of
patients in the chronic phase of Chagas disease. Moreover, the
higher frequency of CD25 in CD4+ T lymphocytes in the IND
group compared to patients with a cardiac disorder re-inforces
the direct relationship of these cells with an absence of clinical
symptoms. On the other hand, we believe that the mechanisms
for the immune regulation of CD4+CD25+ T cells are not
related to the production of IL10, notwithstanding that earlier
studies have suggested there is a link between the production of
this anti-inflammatory cytokine by other cell types and the
chronic IND form being maintained [7, 8, 13, 29]. In conclu-
sion, despite the good results obtained in this research, follow-
up studies of IND patients should be conducted to better
understand the role of Treg cells in the clinical evolution of
chronic Chagas disease and to use the results in order to help
design strategies for the clinical monitoring of patients when
the disease is in its chronic phase.
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