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A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), é
uma doenca negligenciada e considerada um grave problema de saude publica. A sua
evolucéo no individuo infectado ocorre em duas fases distintas: a fase aguda que durade 2 a 4
meses, caracterizada pela alta parasitemia, mas auséncia de sinais e sintomas especificos, o
que dificulta sua deteccéo, e a fase cronica na qual a maioria dos individuos é diagnosticada.
Nessa fase, uma boa parte dos individuos apresenta a forma indeterminada ou assintomatica
da doenca. No entanto, cerca de 30 a 40% dos individuos infectados desenvolvem a DC
sintomatica, que pode se apresentar na forma de doenca cardiaca ou doenca digestiva. Um dos
desafios mais importantes no estudo da DC ¢ a determinacdo dos mecanismos relacionados a
resposta imune do hospedeiro que levam a essas diferentes apresentagdes clinicas. A resposta
imune celular via liberacdo das citocinas pré-inflamatérias como IFN-y, TNF-o ¢ IL-17 é
considerada determinante na resisténcia do hospedeiro. No entanto, um fino controle da
liberacdo dessas citocinas deve ocorrer para que a resposta ndo se intensifique ou nao se
perpetue e resulte em lesdo tecidual, 0 que ocorre através da ativacdo de citocinas anti-
inflamatorias como a IL-10 e 0 TGF- . Esse controle de resposta seria responsavel pelo ndo
aparecimento de sintomas nos individuos com doenca de Chagas assintomatica. Os
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), particularmente os Toll-Like Receptors (TLRS)
sdo extremamente importantes na definicdo do perfil de citocinas que sera liberado em
resposta a um microrganismo. Assim, a nossa hipdtese foi de que pacientes com as formas
sintomaticas e assintomaticas da doenca liberam um padrdo de citocinas mais inflamatorio e
anti-inflamatorio respectivamente, devido ao fato de que os TLRs envolvidos na produgéo
desses dois tipos de citocinas, com enfoque para 0 TLR2 e o TLR4, seriam diferentemente
expressos ou ativados nesses dois grupos. Como esperado, detectamos que, células
mononucleares de pacientes com a forma cardiaca liberam predominantemente IFN-y, TNF-a

e IL-17 quando comparados com os demais grupos. Diferentemente, pacientes com a forma



assintomatica liberam niveis maiores de 1L-10 e TGF-B. Detectamos ainda que o TLR2 ¢ o
TLR4 estdo envolvidos tanto na producdo de citocinas pr6 como anti-inflamatorias,
detectadas respectivamente pelos pacientes sintomaticos e assintomaticos, 0 que nos permite
concluir que a estimulacdo dos mesmos receptores pode levar a liberacdo de um padrdo
diferente de citocinas na dependéncia do grupo de pacientes testados.  Os provaveis

mecanismos que levam a essas diferencas sao discutidos.



Abstract



Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi), is a
neglected disease and considered a serious problem of public health. Its evolution in a
infected host occurs in two distinct stages: the acute stage which lasts 2 to 4 months and is
characterized by high parasitemia, but no detection of specific signs and symptoms, which
difficult its detection, and the chronic stage in which most individuals are diagnosed. At this
second stage, most individuals present the indeterminate or asymptomatic chronic disease.
However, about 30 to 40% of them become symptomatic and present the cardiac or digestive
disease. One of the most important challenges in the CD study is to determine the
mechanisms related to the host immune response that lead to these different clinical
manifestations. The cellular immune response characterized by the release of pro-
inflammatory cytokines such as IFN-y, TNF-o and IL-17 is considered crucial in host
resistance. However, it is suggested that a fine control of this response must occur in order to
avoid a perpetuated inflammatory process which results in tissue injury. This control was
found to be responsible by the absence of clinical symptoms in individuals with the
indeterminate chronic form and depends on activation of anti-inflammatory cytokines such as
IL-10 and TGF-B. The pattern recognition receptors (PRRs), particularly the Toll-Like
Receptors (TLRs) are extremely important in defining the cytokine profile that will be
released in response to a microorganism. Therefore, our hypothesis was that patients with
symptomatic and asymptomatic disease release different profile of cytokines, i.e pro-
inflammatory and anti-inflammatory respectively, because TLRs involved in the production
of each profile of cytokines, would be differently expressed or activated in these two
groups. As expected, we found that mononuclear cells of patients with the cardiac form
release predominantly IFN-y, TNF-a and IL-17 when compared with other groups . In
contrast, patients with asymptomatic disease release predominantly 1L-10 and TGF-p. Of

note, TLR2 and TLR4 were involved in the production of both, inflammatory and anti-



inflammatory cytokines detected in symptomatic and asymptomatic patients, respectively. We
conclude that stimulation of these receptors may lead to release of different profiles of cytokines in a

dependency of the patients group that is being evaluated. Probable mechanisms involved in such

differences are discussed.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) tem como agente etiologico o protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) que pertence & ordem Kinetoplastida e familia Tripanosomatidae.>? As formas
infectantes do T. cruzi, sdo as tripomastigotas metaciclicas contidas nas fezes do inseto vetor
hematofago triatomineo que penetram facilmente atraves das mucosas e conjuntivas ou de
qualquer solucdo de continuidade da pele. N&o atravessam a pele integra, mas o proprio local
da picada do inseto pode constituir a porta de entrada, se contaminada com dejecdes que esses
hemipteros costumam emitir enquanto se alimentam. Feridas ou escoriacdes causadas pelo
cocar ( que é motivado pela resposta alérgica a saliva do triatomineo) sdo pontos favoraveis
para a invasdo. A transmissdo da doenca também pode ser vertical, oral, por aleitamento
materno, acidentes laboratoriais, transfuséo de sangue e transplante de 6rgaos *°

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude a incidéncia anual desta doenca nas
Américas é de 28.000 casos, 0 que afeta aproximadamente de 6 a 8 milhdes de pessoas e
causa 12.000 mortes por ano. Estima-se que 65 milhdes de pessoas vivem em areas de
exposicdo com risco de contrair esta doenca nas Américas. © No Brasil, dados do Ministério
da Saude relatam que cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas sdo portadoras da doenca de Chagas
cronica.” Porém, a DC aguda também tem sido observada em diferentes estados,
principalmente na Amazénia Legal devido a transmissdo oral. O aumento da mobilidade
populacional e a migracdo de pessoas infectadas, fez com que a doenca tenha se expandido
por todo o mundo. +®7

O nudmero de casos relatados com ou sem doenga cardiaca tem aumentado
recentemente, especialmente em paises da Europa como Espanha, Italia e Sui¢a, onde estdo a
maioria dos imigrantes latino americanos.®*°Embora a transmissdo vetorial ndo possa ocorrer

na Europa, devido a auséncia do vetor, a DC pode ser transmitida em paises ndo endémicos



através da transmissdo vertical, transfusdo de sangue e transplante de Orgaos. Algumas
medidas de controle de transmissdo foram implementadas em alguns paises, a fim de diminuir

1113 'mas tém se mostrado

0 risco de propagacdo da doenca dentro das fronteiras européias
insuficientes.

O CDC (Center of Disease Control and Prevention) estima que nos EUA mais de
300.000 pessoas estejam infectadas com o T.cruzi. A maioria das pessoas com DC nos EUA
adquiriram a infeccdo em paises endémicos. Embora existam triatomineos nos EUA, casos
raros da doenca de Chagas por vetores foram documentados. **

A evolucdo da doenca envolve duas fases, cada uma com caracteristicas clinicas
distintas. A fase aguda tem duracdo de 2 a 4 meses, geralmente é caracterizada por sintomas
inespecificos, com excecao do edema de mucosa no local da infeccdo (referido como sinal de
Romafia quando presente no olho), sendo acompanhada por uma intensa parasitemia em
muitos 6rgdos e tecidos. °'® Ainda durante essa fase, os pacientes apresentam
linfoadenopatia, esplenomegalia e uma excessiva ativagdo do sistema imune que resulta em
um intenso processo inflamatério associado, no entanto, com ninhos do parasita nos tecidos.
7 A falta de tratamento e a ineficiéncia do sistema imune em eliminar completamente o
parasita garante sua persisténcia no organismo, e o individuo evolui para a fase cronica da
doenca. *® O curso clinico da doenca cronica é variavel e vai desde a auséncia de sintomas até
a doenca grave com comprometimento cardiovascular ou gastrointestinal. *° A maioria dos
individuos infectados apresenta a forma indeterminada ou assintomatica da doenca cronica,
caracterizada por sorologia positiva e auséncia de manifestacdes clinicas. Pacientes
indeterminados apresentam um exemplo de co-adaptacdo entre hospedeiro e parasita na
doenca de Chagas.?’ Esta fase pode durar meses ou a vida toda. No entanto, cerca de 30 a 40
% dos individuos infectados, eventualmente, desenvolvem DC sintomética. * A doenca

cardiaca é a manifestacdo clinica mais importante da DC crénica sintomatica, devido a sua



frequéncia e gravidade. %> A sua classificacdo baseia-se nos sintomas, anormalidades no
ECG (eletrocardiograma) e mudancas na funcdo ventricular. '°* Também pode ser observado
no coragdo do paciente chagasico cardiaco, danos na conducdo e na estrutura muscular, ou

ambos, sendo comum o aumento do coracdo e a perda da funcdo contratil.?*

Na doenca
digestiva as manifestacdes gastrointestinais sdo resultado da lesdo do sistema nervoso entérico
causado pela infeccdo pelo T.cruzi.®®® Nesta forma, ha o aparecimento de megaesdfago e
megacolon com presenca de infiltrados linfociticos focais e degeneracdo neural com

denervacdo no esdfago e intestino.”’Em muitos casos ocorre a dilatacdo das estruturas

digestivas com a perda da motilidade do es6fago e intestino.?°

Doenca de Chagas e resposta imune

A resposta imune contra o T. cruzi é complexa e envolve muitos componentes efetores
e reguladores.”® Tanto os mecanismos de resposta imune inata, como os da adquirida sdo
necessarios para a resisténcia do hospedeiro, 0 que requer envolvimento de inimeros tipos
celulares como as células fagociticas, células Natural Killer (NK), linfécitos B, linfocitos
TCD8" e TCD4". %

Os mecanismos de resposta imune inata propostos para o controle do parasitismo
intracelular do T. cruzi, durante a fase aguda da doenga, envolvem inicialmente a producédo

dos Interferons do tipo 1 *

e outras citocinas que terdo como funcgédo principal a ativacdo de
macréfagos que produzirdo moléculas efetoras tripanossomicidas, como o NO. *** Nesta
fase, macrofagos infectados e mesmo células dendriticas (DCs) produzem citocinas como a
IL-12 e TNF-a que estimulam as células NK a produzirem IFN-y que ativa macrofagos. Uma
vez ativadas, essas células liberam TNF-o que de uma forma autdcrina, induz um segundo

sinal de ativacdo nessas células, que aumentam sobremaneira a produgdo de NO. As células

NK, estdo presentes em grande quantidade em pacientes chagasicos crénicos, mas



especialmente em individuos indeterminados. Além de exercerem o seu papel modulador
através da producéo de IFN-y, exibem capacidade citotoxica e controle do parasitismo. 3

No que se refere a resposta imune especifica, as DCs através da producgdo de IL-12
instruem a resposta para um padrdo Thl. Esse padréo de resposta leva a liberagdo de IFN-y
que além de ativar macréfagos, induzem plasmdcitos a produzirem anticorpos opsonizantes e
fixadores do sistema complemento, ao mesmo tempo em que ativam as células CD8 a
destruirem células infectadas contendo amastigotas do T. cruzi. As células CD8 ativadas além
de participarem da lise da célula infectada constituem uma importante fonte alternativa de
|FN_y_37,33,41-46

Ainda em relacdo a resposta imune especifica, outros estudos tém mostrado uma
importante participacdo das células Thl7, uma vez que a IL-17A, a principal citocina
produzida por essa subpopulacéo, é extremamente importante para a ativagdo dos mecanismos
de resposta imune envolvidos na destrui¢do do parasita, como a estimulacdo de citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y, IL-6 e TNF-a. e a ativacdo de neutréfilos */

No entanto, todos 0s mecanismos citados apesar de serem considerados determinantes
na resisténcia do hospedeiro, a0 mesmo tempo podem estar intimamente relacionados com a
patogénese da doenca. Sugere-se que um fino controle dos mesmos deva acontecer para que
as respostas ndo se intensifiguem ou ndo se perpetuem e conseqiientemente resultem em
protecdo em vez de lesdo tecidual. Acredita-se que falhas nesse processo de regulacdo estejam
associadas as formas sintomaticas da doenca. Assim, considera-se que enquanto as formas
sintométicas da doenca, particularmente a cardiaca, estdo associadas & predominancia de um
perfil inflamatério de resposta, a indeterminada estd associada a um perfil de resposta
predominantemente anti-inflamatério.*® Este perfil estaria vinculado, entre outros fatores, a
uma maior capacidade desses individuos produzirem citocinas supressoras como a IL-10 que

pode ser produzida por varios tipos celulares como monadcitos/ macréfagos, linfocitos Th2 e



células Tregs. A atuacdo dessa citocina seria balanceada, no sentido de ndo levar a uma
supressdo total da resposta efetora que elimina o parasita, uma vez que estudos claramente
demonstraram que a suscetibilidade a infeccdo pelo T. cruzi esta relacionada com a alta
producdo dessa citocina e de outras anti- inflamatorias como IL-4 e TGF-B, as quais inibem
os efeitos do IFN-y e a subsequente ativa¢do do macrofago.*®>

No entanto, a0 mesmo tempo, deve exercer um controle sobre essa resposta no sentido
de ndo permitir que ela seja excessiva e cause lesdo tecidual. Os estudos tém cada vez mais
confirmado essa ideia. Altos niveis de IFN-y e TNF-a tém sido associados a danos teciduais e
gravidade da doenca cronica. °>>* Linfdcitos de pacientes cardiacos produzem grandes
quantidades de TNF-a, IFN-y e IL-6, e producdo baixa ou ausente de IL-4 ou IL-10 quando
comparados aos dos individuos assintomaticos.”>*® Os niveis de TNF-a ¢ NO no soro foram
maiores em pacientes com a forma cardiaca grave da doenca, em relacdo aos com a forma
cardiaca leve e indeterminada.”” Ainda nesses pacientes, a auséncia de eventos regulatérios
pode causar dano tecidual devido a uma forte resposta citotdxica de células CD8 mediada pela
liberacdo de moléculas citotéxicas como granzimas e citocinas inflamatérias como TNF-0.>®
Outros estudos tém mostrado que nos pacientes com a forma cardiaca ocorre um seletivo
acumulo de células Thl devido a um perfil de quimiocinas e receptores para quimiocinas
expressos pelas células do infiltrado cardiaco, que favorecem um actimulo dessas células %%
%3 Analises imunohistoquimicas do tecido cardiaco, obtidas durante autépsias de pacientes
com cardiopatia chagasica cronica grave, detectaram a presenca de IFN-y e TNF-q..%8%*

Pacientes indeterminados possuem uma grande quantidade de células CD8 e CD4 que
ndo expressam a molécula co-estimulatéria CD28 e sim a molécula CTLA-4 a qual reconhece

0os mesmos ligantes de CD28 nas células apresentadoras de antigeno, mas que ao invés de

conduzir a ativacdo de células T, leva a uma modulacdo da resposta. A presenca das células



CD4 e CD8 CTLA-4+ correlacionou-se positivamente com a producdo de IL-10 por esses
pacientes. ¢’

Um mecanismo natural de controle da resposta imune ocorre através das denominadas
células T regulatdrias (Tregs). °® As Tregs séo subtipos de linfécitos CD4 que apresentam
CD25" e o fator de transcricdo FoxP3 .%° Esse subtipo celular modula a resposta imune,
controlando a inflamagdo e dano tecidual através da supressdo de linfocitos CD4* CD25 e
CD8" CD25 efetores e de células T autoreativas.®®’® Durante a infeccdo experimental e
humana pelo T. cruzi, alguns estudos demonstram que células CD4" CD25" desempenham um
papel regulatério.”* No sangue periférico de pacientes chagésicos com a forma indeterminada
da doenca, existe um aumento da frequéncia de células T regulatorias CD4"
CD25""FoxP3*.">" Essas células sdo capazes de migrar para o tecido cardiaco inflamado e
suprimir a acdo efetora das células CD4 e CD8™% 74

Outro mecanismo de controle do desenvolvimento da miocardite tem sido atribuido a
Th17. Essas células, como citado anteriormente, apesar de participarem de uma resposta
efetora protetora durante a infeccdo pelo T. cruzi que culmina na destruicdo do parasita,
também estdo envolvidas nos mecanismos de regulacdo dessas respostas, o que também pode
levar a protecdo.”’ Essas células inibem a resposta inflamatéria no miocardio induzida por
Th1 sendo essa capacidade associada a atracdo por essas células de neutrofilos produtores de
IL-10."® Estudos recentes tem demonstrado que a alta producdo de IL-10 ou IL-17
correlaciona-se com uma funcéao cardiaca melhor em pacientes chagasicos enfatizando o papel
protetor dessas citocinas.’®®

Quanto a forma digestiva, a morbidade se caracteriza por aparecimento de
megaesdfago e megacolon devido ao alargamento do Iimen muscular e hipertrofia dos

respectivos orgaos envolvidos. Sdo encontradas infiltracdes celulares e fibrose das células

musculares e do sistema nervoso intramural. Na fase aguda a alta carga parasitaria pode ser a



responsavel pelas lesdes neurais; ja na fase cronica apesar da carga parasitaria estar
diminuida, observa-se um intenso processo inflamatorio, caracterizado pela presenca de
linfécitos CD4, linfécitos B, células NK e macrofagos responsavel pela persisténcia da leséo
que resulta na desenervacdo do intestino ou esdfago, levando a morbidade dessa forma da

doenca. 52

Doenca de Chagas e Receptores Toll-like

Dentre os principais fatores que determinam o padrdo de citocinas que sera liberado
em resposta a um microrganismo estdo os PRRS (receptores de reconhecimento padrio).®
Esses receptores reconhecem estruturas altamente conservadas nos microrganismos que sdo
denominadas PAMPs (padroes moleculares associados a patdgenos). Dentre estas estruturas
estdo lipidios, carboidratos, acidos nucleicos e inUmeras proteinas derivadas de bactérias,
virus, fungos, protozoarios e helmintos. ¥ Apés esse reconhecimento, os PRRS induzem
respostas inflamatorias que caracterizam a resposta imune inata, mas também sinalizam para o
desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Dentre os varios PRRs, se destacam 0s
receptores semelhantes a Toll (TLRs) que sdo uma familia de proteinas transmembrana,
evolutivamente conservadas entre insetos e humanos que foram primeiramente identificados
como moléculas determinantes para o padrdo embriogénico em Drosophila.®®

A expressao dos TLRs na superficie celular pode ser detectada principalmente em
mondcitos e DCs imaturas utilizando-se anticorpos monoclonais. ® Entretanto, esses
receptores podem tambeém ser expressos por outras células, como neutréfilos, células
endoteliais vasculares, adipocitos, midcitos cardiacos e células epiteliais intestinais. A
expressdo de varios TLRs é também modulada em resposta a diferentes estimulos. *

A familia dos TLRs é composta por 11 a 13 membros expressos em células de

mamiferos e camundongos e sdo agrupados de acordo com os PAMPs que reconhecem. Os



TLRs apresentam uma porcéo extracelular com motivos repetidos ricos em leucina e um
dominio citoplasmatico homologo ao receptor de IL-1 conhecido como dominio TLR/IL-
1R(TIR).”™% Esses receptores sinalizam através de moléculas adaptadoras citoplasmaticas
como MyD88 , TRIF, TIRAP(Mal) e TRAM que também apresentam um dominio TIR. A
molécula adaptadora MyD88 ¢ essencial para sinalizacdo de todos os TLRs, exceto o TLR3,
através da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e proteinas kinase de atividade mitogénica
(MAPKS), responséveis pela producdo de citocinas inflamatérias.”

Diversas moléculas do T. cruzi tém sido identificadas como PAMPs para os TLRs. Os
principais sdo os glicoinositolfosfolipides (GIPLs) encontrados em grandes quantidades na
superficie dos tripanosomatideos, inclusive T. cruzi, e que tem a funcdo de ancorar
glicoproteinas e lipopolissacarideos. Alguns estudos tém mostrado que GPIs derivadas de
tripomastigotas (tGPIs) sdo reconhecidas pelo TLR2.°*® Um outro membro da familia GPI,
purificada das formas epimastigotas (eGPIs) induzem ativacéo da via NF-k B via TLR4.%°

Varios estudos tém objetivado avaliar a importancia dos sinais dados pela ligacdo dos
PAMPS do T. cruzi aos TLRs, sobre o desenvolvimento de suscetibilidade ou resisténcia do
hospedeiro a infeccdo. A maioria dos trabalhos utilizou camundongos nocautes para um ou
mais desses receptores e de uma forma global, os resultados mostraram que 0 TLR2, TLR4,
TLR7 e TLR9 sdo importantes para 0os mecanismos de resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi.
Adicionalmente, os estudos mostraram que a importancia desses receptores esta vinculada a
modulacdo tanto da resposta imune inata como da adaptativa. Os estudos também deixaram
claro que existe certo grau de redundancia na acdo dos diferentes TLRs, o que significa que
embora cada um dos receptores tenham a sua participagdo individual , a auséncia
concomitante de mdltiplos TLRs é que determinara um alto grau de suscetibilidade a
infeccdo, levando-se em consideragdo que o T.cruzi tem vérios ligantes para os diferentes

TLRs.®



A primeira comprovacdo da importancia dos TLRs nos mecanismos de resisténcia ao
T. cruzi foi feita em camundongos nocautes para a molécula adaptadora MyD88, essencial
para sinalizacdo de quase todos os TLRs. Esses camundongos, quando infectados com
tripomastigotas, apresentaram alta parasitemia e mortalidade que estiveram asssociadas a uma
baixa producéo de IFN-y e IL-12.1°*1% Adicionalmente, camundongos nocautes para TLR2 e
TLR9 apresentaram suscetibilidade aumentada a infec¢do pelo T. cruzi associada com uma
baixa resposta Th1.!%® Da mesma forma, a resposta inflamatéria induzida pela ligagdo de
GIPL a TLR4 ¢ caracterizada pela producdo de uma resposta protetora baseada na producéo
de IFN-y, TNF-a ¢ NO. Ao contrario, camundongos TLR4-/- apresentaram intensa

parasitemia, o que confirma o papel do TLR4 na resisténcia a infecgdo com T. cruzi. *°41%°
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JUSTIFICATIVA

Apesar de todos os trabalhos citados acima, ndo existem estudos que tenham
objetivado, de uma forma sistematica, avaliar o papel dos TLRs, na inducdo dos diferentes
perfis de citocinas produzidos por individuos sintomaticos e assintomaticos na Doenca de
Chagas. Assim, no presente trabalho, hipotetizamos que o0s pacientes com as formas
sintomaticas da doenca liberariam um perfil de citocinas mais inflamatorio, enquanto que 0s
assintomaticos mais anti-inflamatério, e que essas diferencas poderiam estar associadas em
cada grupo de individuos a uma maior expressdo e ou ativacdo dos TLRs envolvidos na

inducdo desses diferentes perfis.
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OBJETIVOS

Obijetivo Geral
Avaliar o papel do TLR2 e TLR4 na inducéo do perfil de citocinas liberado por células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com as formas indeterminada, cardiaca e

digestiva da doenca de Chagas.

Obijetivos Especificos
e Auvaliar a expressdo dos receptores TLR2 e TLR4 em células mononucleares do
sangue periferico de pacientes com as formas indeterminada, cardiaca e digestiva da
doenca de Chagas, através da técnica de citometria de fluxo.
e Avaliar a producdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-10 e TGF-B utilizando a
técnica de CBA, em sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com as formas indeterminada, cardiaca e digestiva da doenca

de Chagas, apds estimulacdo com agonistas do TLR2 e TLRA4.
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CASUISTICA

Foram avaliados 44 pacientes com doenca de Chagas, sendo 16 na forma digestiva, 13
na forma cardiaca e 15 com a forma indeterminada, maiores de 18 anos, sendo 23 do sexo
masculino e 21 do sexo feminino, ambos do Ambulatério de Moléstias Infecciosas Geral, do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Esses pacientes foram
encaminhados pelo Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, quando no momento da doagdo de sangue, tiveram pelo menos um teste soroldgico
positivo (ELISA, RIFI, HAI) para doenca de Chagas. Quando comecaram o0
acompanhamento, foram realizados mais 3 testes sorologicos de diferentes principios:
ELISA/Quimioluminescéncia, HAI e RIFI, e foram considerados individuos chagasicos
crénicos os que apresentaram pelo menos 2 desses testes positivos. Também foram avaliados
16 individuos controles, que realizaram exame para doenca de Chagas e foram negativos.
Todos os individuos controles eram doadores de sangue do Hemocentro do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. O consentimento dos individuos para
participacdo no presente trabalho foi obtido ap6s informacgdo e esclarecimento sobre os
objetivos da pesquisa e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. “Projeto
de Pesquisa aprovado em reunido do CEP de 01/04/2013, sem necessidade de envio a

CONEP”. Resolugdo MS/CNS 196/96,
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METODOS

Formacao dos grupos de estudo
Os grupos foram divididos em:
G1: pacientes chagasicos cronicos na forma indeterminada
G2: pacientes chagasicos cronicos na forma cardiaca.
G3: pacientes chagasicos cronicos na forma digestiva.
G4: individuos doadores de sangue do Hemocentro do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, com sorologia negativa para DC, de mesmo sexo
e faixa etaria dos pacientes com doenca de Chagas, e sem antecedentes

epidemioldgicos para a DC.

Critérios de inclusao

No G1 foram incluidos os individuos que apresentaram pelo menos 2 testes
soroldgicos de diferentes principios positivos para DC, auséncia de alteracdes no
eletrocardiograma convencional, auséncia de alteracGes radiologicas,no torax (raio-x de
torax), esdfago (esdfago-estbmago-duodeno) e colon (enema opaco).

Foram incluidos nos grupos G2 e G3 os individuos que apresentaram sorologia
positiva em pelo menos 2 testes soroldgicos de diferentes principios para DC. As formas
clinicas foram classificadas e diferenciadas apo6s avaliacdo dos pacientes com alteragcbes em
eletrocardiograma convencional, alteracGes radiologicas no es6fago (es6fago-estomago-
duodeno), célon (enema opaco), térax (raio-x de torax).

Os pacientes incluidos no estudo estavam na faixa etaria entre 30 a 70 anos.
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Critérios de excluséo
Foram utilizados como critérios de exclusdo do estudo:
% Mulheres em periodo gestacional;
+ Individuos que apresentavam doencas granulomatosas;
¢+ Outras doencas infecciosas concomitantemente a doenca de Chagas;
+« Pacientes submetidos a quimioterapia, corticoterapia ou outro esquema de
imunossupressao.
A andlise prévia para exclusdo desses pacientes foi realizada pelo Médico
Infectologista responsavel pelo acompanhamento dos pacientes no Ambulatério de Moléstias

Infecciosas Geral da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Coleta de sangue

As amostras foram obtidas a partir da coleta de sangue venoso seguindo as
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial para
coleta de sangue venoso, e foram utilizados materiais estéreis e descartaveis. Pela
determinacdo da RDC 302/205, as amostras de sangue colhidas foram armazenadas em
recipiente isotérmico (isopor), higienizavel, impermeavel e com gelo.

Foram obtidos 20 ml de sangue por puncdo venosa no antebraco, em um Unico

momento de individuos dos grupos G1, G2, G3 e G4.

Obtencao de células mononucleares totais do sangue periférico

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas por meio da separagdo em
gradiente de Ficoll-Histopaque (Sigma-Aldrich,St. Louis,MO, EUA). O anel rico em linfdcitos e
mondcitos foi lavado inicialmente, com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma- Aldrich,) por 15

minutos a 1500 rpm. Apds esse periodo, as células foram ressuspensas com meio de cultura
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RPMI suplementado com 2 mM de L-glutamina, 40 ug/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich,) e
10% de soro bovino fetal (Meio de Cultura de Células Completo: MCCC), sendo a identificacdo
e viabilidade das mesmas realizadas através de contagem com Turk (aliquotas de 50ul da
suspenséo celular em 50 ul da solugdo de Turk a 5%). A seguir, a concentracdo de células totais

foi acertada para 1x10° células/ml para a realizacéo dos protocolos.

Cultura de células mononucleares do sangue periférico com agonistas de TLR2 e TLR4

As células mononucleares totais (1x10%ml) obtidas conforme o item anterior, foram
incubadas a 37°C, em tensdo de 5% CO,, na auséncia ou presenca de peptideoglicanos do
Staphylococcus aureus (PGN do S. aureus) (5ug/ml), agonista de TLR2 ou de lipopolissacarideo
de Escherichia coli ultra purificado (LPS de E. coli K12) (1ug/ml), agonista de TLR4, ambos da
InvivoGen(San Diego, CA, USA). Apbs 24 horas de incubacdo, os sobrenadantes foram
aspirados, sendo as aliquotas deste material conservadas a -80°C até 0 momento de sua utilizacéo

para dosagem das citocinas.

Determinacéo da producao de citocinas no sobrenadante de cultura de células mononucleares
totais do sangue periférico

As dosagens das citocinas TNF-a, IFN- vy, IL-17, TGF- e IL-10 foram realizadas pela
técnica de CBA(Citometric Beads Array), utilizando kits comerciais (BD-Becton, Dickinson

and Company, Franklin Lakes, NJ,USA) e de acordo com as indicac¢des do fabricante.

Avaliacdo da expressdo de TLR2 e TLR4 na superficie de células mononucleares do
sangue periférico por citometria de fluxo
Suspensdes de células mononucleares obtidas conforme descrito anteriormente, foram

colocadas em tubos Falcon para citbmetro (BD-Becton, Dickinson and Company), na
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concentracdo de 1 x 10°células/ml e centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos. Em seguida, as
células foram incubadas no escuro com anticorpo monoclonal anti-CD3 conjugado com PE-
DY647 (EXBIO Vestec, Republica Tcheca), anti-CD14 conjugado com PE-DY647 (EXBIO),
anti-TLR-4 conjugado com FITC (Biolegend, San Diego, CA, EUA) e anti-TLR-2 conjugado
com PE (Biolegend) durante 15 minutos. Apos a incubacéo, as células foram ressuspendidas
em 500 pl de solugdo eletrolitica ISOTON II( BD-Becton, Dickinson and Company) e fixadas
com 50 pl de solugdo de fixacao contendo 5% de formaldeido (BD- Becton, Dickinson and
Company). Para cada teste houve um tubo controle no qual as células foram incubadas com
anticorpos controles isotipicos marcados com os respectivos fluorocromos dos testes. As
células foram analisadas em citdmetro de fluxo modelo FACSCALIBUR ™ (BD-Becton,
Dickinson and Company) usando o programa “Cell Quest” (BD-Becton, Dickinson and

Company) para aquisicao e analise celular.

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do GraPhpad Prism Version 5.01 para
Windows, GraphPad Software, Inc., (San Diego, California - USA). Diferencas significativas
entre os diversos grupos para a andlise da porcentagem de células que expressam TLR2 ou
TLR4 e a média de intensidade de fluorescéncia foram determinadas pelo teste de Analise de
Variancia para amostras independentes, e as médias comparadas pelo teste de Correlaces
Multiplas de Tukey-Kramer, Para os resultados de producdo de citocinas IFN-y, TNF-a,IL-
17,IL-10 e TGF-p foi realizado teste t- ndo paramétrico e as medianas comparadas pelo teste
de Kruskal Wallis. Para todas as analises foi assumida como verdadeira cada hipdtese em que

a probabilidade de erro fosse menor que 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS

Avaliacdo da expressao dos receptores TLR2 e TLR4 por monacitos e linfocitos

Inicialmente, foram avaliadas as porcentagens de linfocitos (CD3") e mondcitos
(CD14") de individuos controles e pacientes com as formas indeterminada, cardiaca e
digestiva que expressam TLR2 e TLR4. Detectamos que as porcentagens de células CD3”
expressando TLR2 e TLR4 foi significativamente maior nos 3 grupos de pacientes em
relacdo aos individuos controle.

Além disso, pacientes com a forma digestiva apresentaram maior porcentagem de
células CD3" expressando TLR4 em relagdo aos pacientes cardiacos. Em relagdo ao CD14",
houve uma tendéncia das células dos 3 grupos de pacientes apresentarem uma diminuicdo da
expressdo de TLR4 em relacdo as células dos controles, sendo essa diferenca significativa no
grupo de individuos com a forma indeterminada. (Figura 1).

A expressdo desses receptores também foi avaliada pela média de intensidade de
fluorescéncia (MIF). A MIF relacionada a TLR2 em células CD3" de pacientes cardiacos foi
significativamente maior quando comparada com a de pacientes com a forma digestiva.
Pacientes com a forma indeterminada, cardiaca e digestiva apresentaram uma maior
intensidade de fluorescéncia de TLR4 em CD3"quando comparados com individuos controles.
A intensidade de fluorescéncia relacionada a TLR2 em células CD14 também foi maior em
pacientes cardiacos quando comparada com a dos indeterminados, digestivos e individuos
controles (Figuras 2 e 3). De uma forma global, a analise dos resultados dos dois ensaios
(porcentagem de células expressando os receptores e intensidade de fluorescéncia ) permitem
sugerir que houve um tendéncia dos pacientes com as formas cardiaca e digestiva
apresentarem uma maior expressdo de TLR2 nas células CD3" em relagdo aos individuos

controles. Os individuos com a forma digestiva apresentaram ainda uma maior expressdo de
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células CD3" expressando TLR4. As células CD14" dos pacientes com a forma cardiaca
ainda apresentaram uma maior expressdo de TLR2 em relagdo aos demais grupos,
determinada principalmente pela MIF. Em relacdo ao TLR4, os pacientes com a forma

indeterminada apresentaram uma diminuicdo da sua expressao.
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Figura 1. Média da porcentagem de células CD3" e CD14"expressando TLR2 e TLR4 de pacientes
chagasicos crénicos com as formas indeterminada, cardiaca, digestiva e individuos controles.
Estratégia de gating foi utilizada para distinguir entre as populacdes celulares analisadas por citometria
de fluxo. Perfis FSC-SSC foram utilizados para distinguir mondcitos e linfocitos totais. Os resultados
sdo representados em média + desvio padrdo.*p<0,05 x indeterminados, cardiacos e digestivos.

*p<0,05x pacientes cardiacos. # p<0,05 x individuos controle.
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Figura 2. Expressdo de TLR2 e TLR4 avaliada pela média de intensidade de fluorescéncia (MIF) em
células CD3" e CD14" de pacientes chagasicos cronicos com as formas, indeterminada, cardiaca,
digestiva e individuos controles. Os resultados sdo representados em média + desvio padrdo.* p<0,05
X pacientes indeterminados, cardiacos e digestivos. * p<0,05 x pacientes digestivos, # p<0,05 X

pacientes indeterminados, digestivos e individuos controle.
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Figura 3. Histogramas representativos dos resultados da expressdo de TLR2 em linfécitos CD3" (A),
TLR4 em CD3" (B) TLR2 em mondcitos CD14" (C), TLR4 em CD14" (D), em pacientes

indeterminados (PI), cardiacos (PC), digestivos (PD) e individuos controles (CT) avaliada pela média

da intensidade de fluorescéncia.
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Participacdo dos TLR2 e TLR4 na producéo de citocinas IFN-y, TNF-a, IL-17, 1L-10 e TGF-#

Ap0s analisarmos a expressdo dos receptores nos 3 grupos de pacientes e individuos
controles avaliamos a participagdo dos mesmos na producédo de citocinas, apés estimulo das
células mononucleares com os respectivos agonistas desses receptores TLR2 (PGN) e TLR4
(LPS) (Figura 4).

Células de pacientes com a forma cardiaca, quando comparadas com indeterminados,
da forma digestiva e individuos saudaveis produziram niveis significativamente maiores de
IFN-y quando estimulados com LPS, PGN e LPS+PGN (Figura 4), mostrando que nesses
individuos a estimulacgdo tanto dos receptores TLR2 como TLR4 leva a uma maior producédo
da citocina quando comparado aos demais grupos. Quanto a producao de TNF-a, ndo foram
detectadas diferencas importantes entre os grupos quando as células foram ativadas com LPS.
No entanto, apos estimulacdo com PGN e LPS+PGN, chama a atencdo mais uma vez que
pacientes com a forma cardiaca produzem niveis significativamente maiores da citocina, em
relacdo aos demais grupos (Figura 5).

Quanto a IL-17, chama atencdo novamente que células mononucleares de
pacientes cardiacos liberam niveis significativamente maiores desta citocina quando
estimulados com LPS, PGN e LPS+PGN, em relacdo aos pacientes indeterminados,
digestivos e individuos controle (Figura 6). Resultados diferentes, no entanto, foram
detectados em relacéo a producdo de 1L-10 (Figura 7) e TGF-p (Figura 8) uma vez que apos
estimulacdo com LPS, PGN e LPS+PGN houve uma maior producdo pelas células dos

individuos com a forma indeterminada em relacdo aos demais grupos.
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Figura 4. Producdo de IFN-y por células mononucleares de pacientes chagasicos cronicos com as

formas indeterminada, cardiaca, digestiva e individuos controles, apés o estimulo com LPS (agonista
do TLR4) PGN (agonista do TLR2) e LPS+PGN. Os resultados sdo expressos em mediana. Letras

representam diferencas significativas entre os 4 grupos para cada estimulo.



23

o Indeterminado
m  Cardiaco
2000+ a  Digestivo
¢ Controle
b
=]
1500
. b
- <]
£
fe)] =]
£ 1000
2 : =
= S o
- ==
= &
500 N () <o
[
L A 9
] e 00 g
* f ‘A PN .. <o
" L] 42 ¢ @
o W ° < @ :‘.
O_MQ T T T T T T # T T T # T
I C D CT | C D CT [ C D CT | C D CT
PBMC ) LPS PGN SRR T '

Figura 5. Producdo de TNF-o por células mononucleares de pacientes chagasicos crénicos com as
formas indeterminada, cardiaca, digestiva e individuos controles, ap6s o estimulo com LPS (agonista
do TLR4) PGN (agonista do TLR2) e LPS+PGN. Os resultados sdo expressos em mediana. Letras

representam diferencas significativas entre 0s 4 grupos para cada estimulo.
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Figura 6. Produgdo de IL-17 por células mononucleares de pacientes chagasicos crénicos com as
formas indeterminada, cardiaca, digestiva e individuos controles, ap6s o estimulo com LPS (agonista
do TLR4) PGN (agonista do TLR2) e LPS e PGN. Os resultados sdo expressos em mediana. Letras

representam diferencas significativas entre os 4grupos para cada estimulo.
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Figura 7. Producdo de I1L-10 por células mononucleares de pacientes chagasicos crénicos com as
formas indeterminada, cardiaca, digestiva e individuos controles, ap6s o estimulo com LPS (agonista
do receptor TLR4) PGN (agonista do TLR2) e LPS+PGN. Os resultados sdo expressos em mediana.

Letras representam diferencas significativas entre 0s 4 grupos para cada estimulo.
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Figura 8. Producdo de TGF-B por células mononucleares de pacientes chagésicos cronicos com as

formas indeterminada, cardiaca, digestiva e individuos controles, ap6s o estimulo com LPS (agonista
do receptor TLR4) PGN (agonista do TLR2) e LPS+PGN. Os resultados sdo expressos em mediana.

Letras representam diferencas significativas entre os 4 grupos para cada estimulo.
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DISCUSSAO

No presente trabalho hipotetizamos que os pacientes com as formas sintomaticas da
doenca liberam um perfil de citocinas mais inflamatdrio, enquanto que os assintomaticos mais
anti-inflamatorio, e que essas diferencas poderiam estar associadas, em cada grupo de
individuos, a uma maior expressdo e ou ativacdo de TLR2 e ou TLR4, dois dos principais
PRRS envolvidos no reconhecimento de PAMPs do T.cruzi. %%

A abordagem experimental foi avaliar se hd& uma expressdo diferencial desses
receptores nos dois grupos de pacientes, assim como analisar a capacidade de producdo dessas
citocinas em cada grupo de pacientes, apds estimulacdo das células mononucleares com
agonistas desses receptores.

Como esperado, quando analisamos a producdo de citocinas pelos 3 grupos,
detectamos que pacientes com a forma cardiaca liberam preferencialmente IFN-y, TNF-a, IL-
17 enquanto os com a forma indeterminada liberam preferencialmente 1L-10 e TGF-B. Assim,
ja nessa analise inicial, mesmo sem avaliar a participacdo dos receptores propostos, nossos
resultados confirmam a nossa hipdtese no sentido de que pacientes sintomaticos,
particularmente os com a forma cardiaca, liberam um perfil de citocinas pré-inflamatério em
contraste com os indeterminados que mostram um perfil predominantemente anti-
inflamatorio. Esses resultados encontram suporte na literatura. Estudos recentes mostraram
que pacientes chagasicos cardiacos apresentaram uma forte resposta imunologica expressa por
altos niveis de TNF-a, IFN-y e IL-6 quando comparados com pacientes indeterminados e
individuos ndo infectados. Ao contrario, pacientes com a forma indeterminada da doenca,
apresentaram altos niveis de IL-10 quando comparados com pacientes cardiacos e individuos

ndo infectados . Da mesma forma, outro estudo mostrou que o infiltrado inflamatério dos

pacientes com miocardite € responsavel pela grande producéo de IFN-y detectado na periferia



28

197 Corroborando esses achados os estudos tém mostrado que na forma cardiaca ocorre um
seletivo acimulo de células Thl no miocardio devido a perfil de quimiocinas e receptores
para quimiocinas expressos pelas células do infiltrado nesse local, que favorecem esse
processo.’***®3Ainda nos pacientes com miocardite, além da presenca de células Thl, foi
identificado um grande nimero de células CD8" produtoras de moléculas citotoxicas,
incluindo o TNF-a e IFN-y, mas um numero reduzido de células secretando IL-10 e de
células T regulatérias FOXP3*. 72108109 Aq contrario, nos pacientes com a forma
indeterminada foram detectados altos niveis de IL-10 devido a uma alta porcentagem de
células Treg CD4*CD25""FOXP3*. As Tregs, além da IL-10 também podem produzir TGF-
B.1% Além das Tregs, uma outra fonte importante de citocinas anti-inflamatérias  sdo os
monocitos /macrofagos. Nesse sentido, mondcitos de pacientes indeterminados produzem

niveis maiores de IL-10 do que os pacientes cardiacos. "+

Assim, embora ndo tenhamos identificado as populaces de células mononucleares
que liberam as citocinas testadas nos sobrenadantes, podemos sugerir que o niveis de TNF-a
e IFN-y detectados foram preferencialmente produzidos por Thl, ndo descartando a
possibilidade de participacio das células CD8", induzidas preferencialmente nos individuos
com doenca cardiaca, enquanto que a IL-10 e TGF-f foram liberadas por monocitos € ou

pelas Tregs, induzidas preferencialmente nos pacientes indeterminados.

Em relagdo especificamente a IL-17 liberada pelas células Th17, nossos resultados
sugerem a sua participacdo nos mecanismos de inducdo de miocardite, uma vez que niveis
elevados foram detectados nos pacientes com doenca cardiaca, 0 que ndo concorda com 0s
dados de literatura, que tém mostrado que essa citocina tem um papel regulador sobre o
desenvolvimento da miocardite. Em um estudo experimental no qual camundongos infectados
com T. cruzi foram tratados com anticorpo monoclonal anti-IL17A, houve um aumento da

miocardite, mortalidade e uma diminuicdo da carga parasitaria no coragéo, sugerindo que a
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IL-17 é importante no controle do processo inflamatério responsavel pela miocardite.

Outros estudos mostraram que PBMCs de pacientes chagasicos ausentes de cardiomiopatia ou
com branda cardiomiopatia, liberaram altos niveis de IL-17 em células TCD4" em

2 O mecanismo de

comparagdo com pacientes com severa e moderada cardiomiopatia.’*
regulacdo da IL-17 envolve a inibicdo da diferenciacdo de células Thl, producédo de citocinas
e quimiocinas e o influxo de células inflamatérias no tecido cardiaco.”” Estudos adicionais
mostraram que essa regulacdo estd associada a atracdo por essas células de neutréfilos
produtores de IL-10. "

No presente estudo, as analises objetivando identificar o papel do TLR2 e TLR4 na
inducdo do perfil de citocinas liberado por cada um dos grupos avaliados, mostraram que uma
maior producdo de IL-17 e IFN-y em pacientes com a forma cardiaca ocorre tanto ap6s a
estimulacdo de TLR2 como de TLR4 , enquanto que de TNF-a apenas apos a estimulagdo de
TLR2. Curiosamente, a estimulacdo dos dois receptores em células de individuos com a forma
indeterminada levou a liberacdo de niveis maiores de IL-10 e TGF-B por esses pacientes.
Assim, a estimulacdo de um mesmo receptor pode levar tanto a producdo preferencial de
citocinas pré como anti-inflamatorias, na dependéncia do individuo testado.

A participacdo desses receptores tanto na producdo de citocinas pré6 como anti-
inflamatdrias encontra suporte na literatura, uma vez que estudos tém mostrado que diferentes

4 97-100

GPIs derivadas do T. cruzi sdo reconhecidas pelo TLR2 e ou TLR , € que 0s sinais

dados por essa ligagdo tém uma importdncia fundamental no desenvolvimento de
suscetibilidade ou resisténcia do hospedeiro a infeccao. 8101102

Ao estabelecermos uma correlacgdo entre a produgdo de citocinas via estimulagdo dos
receptores e a expressao dos mesmos , concluimos que uma das explicagdes para um perfil

de resposta mais inflamatdrio nos pacientes com a forma cardiaca em relagdo aos digestivos

pode ser o fato de os primeiros tenderem a expressar uma maior quantidade de receptores
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TLR2, tanto em células CD3" como em células CD14", 0 que ndo ocorreu com 0s pacientes
digestivos nos quais os niveis maiores foram detectados somente nas células CD3*. A
participacdo do TLR2 particularmente no desenvolvimento da doenca cardiaca tem sido
destacado. Estudos mostraram a participacdo fundamental desse receptor na emissao de sinais
para a producdo de IL1-B, considerada um importante mediador da hipertrofia desencadeada
em cardiomiocitos isolados de murinos infectados pelo T. cruzi.**®

No entanto, a explicacdo acima ndo se torna coerente quando analisamos a produgéo
de IL-10 e TGF-B. Como os dois receptores estdo envolvidos na produgdo dessas citocinas,
0s pacientes com a forma cardiaca também expressariam uma maior producdo das mesmas, 0
que ndo ocorreu. No entanto, as diferencas entre as respostas dos diferentes grupos de
pacientes ao estimulo do mesmo PRR, podem ndo estar somente ligadas a expressoes
diferenciais desses receptores. A ativacdo diferente de um mesmo TLR em individuos
diferentes pode estar associada ao polimorfismo desses receptores e suas moléculas
adaptadoras. Um estudo no qual foram avaliados 169 pacientes com cardiopatia chagésica
cronica e 76 individuos infectados com T. cruzi e assintomaticos, revelou que pacientes
infectados pelo T.cruzi, que sdo heterozigotos para a variante S180L MAL/TIRAP (que leva a
uma diminuic¢do no sinal de transducdo apos a ligacdo de TLR2 e TLR4 ao respectivo ligante)

114 Assim,

podem ter um menor risco de desenvolvimento de cardiopatia chagasica cronica.
estudos objetivando analisar esse polimorfismo nos pacientes e a suas consequéncias para o
desenvolvimento das diferentes manifestacfes da doenca devem ser estimulados.

Um resultado que merece ser discutido, é que, de inicio, consideramos que além dos
pacientes com a forma cardiaca, os com a forma digestiva, também poderiam apresentar

diferengas importantes em relagdo aos assintomaticos no que se refere a producdo de

citocinas, o que ndao ficou claro ap6s a analise de nossos resultados. Consideramos que uma
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analise mais aprofundada das condi¢bes clinicas de cada paciente e a sua resposta de

producdo de citocinas possa eventualmente alterar ou confirmar esses resultados.
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CONCLUSAO

Em conjunto, os nossos resultados contribuem para um melhor entendimento dos
mecanismos de resposta imune desenvolvidos pelo hospedeiro infectado pelo T.cruzi, com
enfoque para os envolvidos nas diferentes manifestacGes clinicas da doenca, que ainda trata-se
de um desafio importante para os estudiosos da area, que objetivam ao final sugerir
interferéncias no sentido de modular a resposta dos pacientes e evitar uma evolucdo para as

formas sintomaticas da doenca.
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ABSTRACT

Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi), is a neglected
disease and considered a serious problem of public health. Its evolution in an infected host
occurs in two distinct stages: the acute stage which lasts 2 to 4 months and is characterized by
high parasitemia, but no detection of specific signs and symptoms, which difficult its
detection, and the chronic stage in which most individuals are diagnosed. At this second
stage, most individuals present the indeterminate or asymptomatic chronic disease. However,
about 30 to 40% of infected individuals become symptomatic and present the cardiac or
digestive disease. One of the most important challenges in the DC study is to determine the
mechanisms related to the host immune response that lead to these different clinical
manifestations. The cellular immune response characterized by the release of pré-
inflammatory cytokines such as IFN-y, TNF-a and IL-17 is considered crucial in host
resistance. However, it is suggested that a fine control of this response must occur in order to
avoid a perpetuated inflammatory process which results in tissue injury. This control was
found to be responsible by the absence of clinical symptoms in individuals with the
indeterminate chronic form and depends on activation of anti-inflammatory cytokines such as
IL-10 and TGF-B. The pattern recognition receptors (PRRs), particularly the Toll-Like
Receptors (TLRs) are extremely important in defining the cytokine profile that will be
released in response to a microorganism. Therefore, our hypothesis was that patients with
symptomatic and asymptomatic disease release different profile of cytokines, i.e pro-
inflammatory and anti-inflammatory respectively, because TLRs involved in the production
of each profile of cytokines, would be differently expressed or activated in these two
groups. As expected, we found that mononuclear cells of patients with the cardiac form
predominantly release IFN-y, TNF-o and IL-17 when compared with other groups. In

contrast, patients with asymptomatic disease release predominantly IL-10 and TGF-p. Of
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note, TLR2 and TLR4 were involved in the production of both, pré-inflammatory and anti-
inflammatory cytokines detected in symptomatic and asymptomatic patients, respectively.
This finding did not allow us to stablish an association between the expression of these
receptors and a determinate profile of cytokines, since stimulation of these receptors may
lead to release of different profiles of cytokines in a dependency of the patients group that is

being evaluated. Probable mechanisms involved in such differences are discussed.

INTRODUCTION

Chagas disease (CD) whose etiological agent is the protozoan Trypanosoma cruzi (T.
cruzi) is neglected despite be a serious problem of public health , even in non-endemic
countries [1-3]. According to the Pan American Health Organization, about 6 to 8 million of
people are infected in the Americas, and 12,000 die each year [4]. In addition, in the last
years, the number of reported cases has increased, especially in European countries like
Spain, Italy and Switzerland, where most of the Latin immigrants are living [5-7]. The CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) estimates that in the USA more than 300,000
people are infected with T. cruzi. Most of these individuals acquired the infection in endemic
countries, since despite the presence of the vector in USA, rare cases of disease acquired by

this way have been documented [8].

The evolution of the disease involves two phases with distinct clinical manifestations.
The acute phase lasts 2-4 months and is usually characterized by nonspecific symptoms,
despite the presence of intense parasitaemia. Lack of treatment and the inefficiency of the
immune system to completely eliminate the parasite ensure its persistence and the infected

individual progresses to the chronic phase of the disease [9].
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The clinical course of chronic disease is variable and ranges from no symptoms to
severe disease with cardiovascular and /or gastrointestinal involvements. Most infected
individuals present the indeterminate or asymptomatic chronic disease characterized by

positive serology and no clinical manifestations [10].

However, about 30 to 40% of them develop symptomatic CD [11-13]. Cardiac disease
is the most important clinical manifestation of chronic symptomatic CD due to its frequency
and severity [14,15]. However, the digestive form mainly characterized by the development of
megacolon and megaesophagus resulting from enteric neuronal damage by the parasite, has

also an important degree of severity [16-18].

The immune response against T. cruzi is complex and involves many effectors and
regulators components [19-21]. Cytokines such as IFN-y, produced during innate and specific
immune response, are considered essential for the control of the intracellular replication of T.
cruzi. Macrophages activated with this cytokine release TNF-a that induces a second
activation signal in these cells, which greatly increase their production of trypanosomicide
molecules such as NO [22-25]. During innate immune response the predominant source of
IFN-y is NK cells stimulated by IL-12 produced by infected macrophages and or dendritic

cells [9,26,27].

During the specific immune response, these cells instruct the CD4 response to a Thl
polarization [28]. This profile of CD4 response besides leads to the release of IFN-y , induces
plasma cells to produce opsonizing antibodies at the same time that activates CD8 cells to
destroy infected cells containing amastigotes of T. cruzi. These cells once activated are also

important alternative source of IFN-y [19,29].

Also referring to specific immune response, other studies have shown a significant

involvement of Th17 cells in resistance to infection with T.cruzi , since IL-17A, the main



48

cytokine produced by this subpopulation is extremely important for stimulation of pro-

inflammatory cytokines release and neutrophils activation [30,31].

However, the cited mechanisms, although considered crucial for host resistance, at the
same time, can be closely related to pathogenesis of disease. So, it is suggested that a fine
control of them must occur for avoiding exacerbated responses that result in tissue damage.
Fail in this control is associated with symptomatic forms of the disease, since in these patients
a predominant inflammatory profile of response is found , versus an anti - inflammatory one

in individuals with the indeterminate form [9].

The predominance of an anti-inflammatory profile in asymptomatic patients may be
associated, among other factors, to their greater ability to producing suppressive cytokines
such as IL-10. This cytokine can be produced by several cell types including
monocytes/macrophages, Th2 and Treg. Its role must be balanced, in order to does not cause
an overall suppression of effectors responses, that eliminate the parasite, but, at the same time,

control these responses avoiding tissue damage [27,32-35].

Among the main factors that determine the profile of cytokines that is predominnatly
released in response to a microorganism are the Toll like receptors ( TLRs) [36-39]. Several
molecules of T.cruzi have been identified as PAMPs to TLRs. The main ones are the
glicoinositolfosfolipides (GIPLs) found in large amounts on the surface of trypanosomatids,
including T. cruzi, which serve to anchor glycoproteins and lipopolysaccharides. Some studies
have shown that GPIs derived from trypomastigotes (tGPIs) are recognized by TLR2 [40-42].
Another member of the GPI family, purified from epimastigotes (eGPIs) induces activation of

the NF-«xB by binding to TLR4 [43].

Several studies have evaluated the importance of signals by TLRs on the induction of

susceptibility or resistance to infection with T. cruzi [37,38]. Most studies used knockout mice
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to one or more of these receptors, and overall, the results showed that TLR2, TLR4, TLR7
and TLR9 are involved in mechanisms of resistance to infection with T. cruzi. Additionally,
studies have shown the importance of these receptors in modulating both, the innate and
adaptive immune response. They also shown that there is a degree of redundancy in the
actions of various TLRs, which means that while each of the receptors has its individual
involvement, the concomitant absence of various TLRs is that will actually determine
susceptibility to infection, since T. cruzi has several ligands for different TLRs [37].
However, studies assessing the role of TLRs, in determining the different clinical
manifestations of patients are scarce. Differences in the expression or activation of these
receptors, specially TLR2 and TLR4, could be responsible for the predominant pro-
inflammatory or anti-inflammatory cytokine profile presented by patients with symptomatic
or indeterminate form, respectively. Therefore, the current study evaluated the surface
expression of TLR2 and TLR4 in monocytes and lymphocytes as well as the involvement of
these receptors in the production of TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-10 e TGF-p by patients with the

cardiac, digestive and indeterminate form of Chagas disease.

MATERIALS AND METHODS

Patients

A number of 16, 13 and 15 patients, with digestive, cardiac and indeterminate form of
Chagas disease, respectively, were evaluated. Overall, the group of patients consisted of 23
males and 21 females and were recruited from the General Service of Infectious diseases of
the Clinical hospital - Botucatu Medical School . They were conducted to this service by the
hemocenter from the same hospital when, at the time of blood donation, they had presented at
least one positive serological test (ELISA, IFA, IHA) for Chagas disease. When they began to

be monitored, they underwent more 3 serological tests of different principles
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(ELISA/Chemiluminescence, IHA and IFA), and those who were positive for at least two of
these tests were considered as chronic patients. Patients diagnosed with other concomitant
infectious diseases presenting immunosuppression and pregnant women were excluded.
Besides, 16 individuals who at the time of blood donation were considered negative for
screening tests were evaluated as controls. This study was approved by the Research Ethics of
the Botucatu Medical School and all patients an controls signed a free and informed consent

form.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolation

Mononuclear cells were obtained from peripheral blood by separation on Ficoll-
Histopaque gradient (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The halo rich in lymphocytes and
monocytes was removed and washed by centrifugation with the culture medium RPMI 1640
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at 400g for 15 minutes. After, the cells were
ressuspended in complete medium consisted of RPMI-1640 supplemented with 2 mM L-
glutamine, 40 ug / ml gentamycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 10% fetal
bovine serum (Nutricell, Campinas, Sdo Paulo, Brazil). Cells identification, counting and
viability were assessed by using Trypan Blue staining and concentration was adjusted to

1x108 cells/ml.

Cell surface expression of TLR2 and or TLR4

PBMCs suspensions (1x10%ml) from patients and controls were distributed in tubes
for cytometry analysis (Becton and Dickinson Company) and centrifuged for 5 minutes at
450g. After, cells were incubated with anti-human CD3 monoclonal antibody conjugated with
PE-DY647 (EXBIO, Vestec, Czech Republic), anti- human CD14 monoclonal antibody

conjugated with PE-DY647 (EXBIO, Vestec, Czech Republic) anti-human TLR4 conjugated
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with FITC (Biolegend, San Diego, CA, EUA) and anti- human TLR2 conjugated with PE
(Biolegend, San Diego, CA, EUA) for 15 minutes in the dark. After samples were centrifuged
(450g, 10 minutes), supernatants were discarded and cells were suspended in 300 ul of
ISOTON Il electrolyte solution (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
USA).) For each test, there was a control tube in which cells were incubated with isotype
control antibodies conjugated with the same fluorochromes used in the test. Analysis and cell
acquisition were performed by flow cytometry (FACSCalibur ™ Becton, Dickinson and
Company) using the Cell Quest software (Becton, Dickinson and Company). Concerning the
gating strategies applied to distinguish between cells populations analyzed via flow
cytometry, FSC-SSC profile was used to distinguish total lymphocytes and monocytes and
this subtype of cells were gated according to light scatter profile and the expression of CD3

and CD14. Acquisition was standardized to 10.000 events per sample.

Stimulation of PBMCs

PBMCs (1 x 10°ells/ml) in complete medium were plated in 24-well culture plates in
the absence or presence of TLR agonists, according to the manufacturers’ recommendations
(Invivogen, San Diego, CA, USA). The following concentrations of agonists were used:
5ug/ml peptidoglycan (PGN) from Staphylococcus aureus (TLR2 agonist) and 1 pg/ml ultra-
pure lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli K12 (TLR4 agonist). PBMCs were
incubated with the agonists at 37°C under 5% CO; for 24 hours. After incubation, the

supernatants were aspirated, aliquoted and stored at —80°C prior to analysis.

.Cytokine production
The cytokines TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-10 and TGF-B were measured in culture

supernatants using the CBA (Cytometric Beads Array) technique and analyzed by flow
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cytometry using a FACSCalibur ™ (Becton, Dickinson and Company), Cell Quest Software
and FCAP Array Software (Becton, Dickinson and Company) according to the
manufacturer’s instructions. The limit of detection for TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-10 and TGF-p

were 0,7 pg/ml, 1,8 pg/ml, 0,3 pg/ml, 0,13 pg/ml and 14,9 pg/ml respectively.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism Version 5.01 for
Windows, GraphPad Software, Inc., (San Diego, California - USA). For analysis of results
referring TLRs expression on CD3" and CD14" cells (mean of fluorescence intensity and
cells percentage), ANOVA test for independent samples followed by means comparison by
Multiple Tukey-Kramer test were used. For cytokines production analysis, nonparametric t-
test followed by medians comparison by Kruskal-Wallis test were performed. The

significance level for all analyses was set at 5%.

RESULTS

Expression of TLR2 and TLR4 on monocytes and lymphocytes

The expression of TLR2 and TLR4 on the surface of lymphocytes and monocytes of
control subjects and patients with indeterminate, cardiac and digestive forms was assessed by
measuring the percentage of CD3" and CD14" cells positive for these receptors as well as by
the mean of intensity of fluorescence (MIF). We found that the 3 groups of patients presented
higher percentages of CD3 cells expressing TLR2 in relation to control individuals. Among
the 3 groups of patients, those with the digestive form trended to present higher percentages.
No diferences among the 4 groups were detected in relation to the percentage of CD14 cells
that express this receptor (Figure 1). Still, in relation to TLR2 expression, CD3 cells from the

3 groups of patients presented higher means of fluorescence intensity in relation to control
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groups, with those with cardiac form presenting higher values in comparison to other two
groups. The same profile of response was obtained when MIF referring TLR2 expression was
analyzed in CD14 cells (Figures 2 and 3). Concerning TLR4, patients of the 3 groups
presented higher percentages of CD3 cells expressing this receptor when compared to
controls, without however no differences among them. Contrary results were detected in
relation to CD14 cells percentage, as lower values were found in patients groups and mainly

in those with the indeterminate form (Figure 1).
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Figure 1. Expression of TLR2 and TLR4 in CD3" and CD14" cells. Percentages of CD3"
and CD14" cells expressing TLR2 and TLR4 in patients with indeterminate, cardiac and
digestive forms of Chagas disease and control subjects. Gating strategy was used to
distinguish between cell populations analyzed by flow cytometry. FSC-SSC profiles were
used to distinguish monocytes and total lymphocytes. The results are represented as mean +
standard deviation. *p <0.05 control subjects x indeterminate, cardiac and digestive patients.
e p<0.05 digestive patients x cardiac patients. # p< 0.05 indeterminate patients x control
subjects.
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Analysis of MIF referring to TLR4 expression by CD3 and CD14 cells did not show
significant differences among the groups (Figures 2 and 3). Overall, considering the two
evaluations (percentages of cells and MIF) we can consider that patients with the cardiac and
digestive form trend to express higher levels of TLR2 in relation to those with the
indeterminate form. Patients with the digestive form trend to express higher levels of TLR4 in

relation to other patients.
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Figure 2. Mean of fluorescence intensity of TLR2 and TLR4. TLR2 and TLR4 expression
evaluated by mean of fluorescence intensity (MIF) in CD3" and CD14" cells from patients
with indeterminate, cardiac and digestive forms of Chagas disease and control subjects. The
results are represented as mean + standard deviation. * p<0.05 controls subjects x
indeterminate, cardiac and digestive patients. ®p<0.05 cardiac x digestive patients. # p<0,05

cardiac x indeterminate, digestive and control subjects.
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Figure 3. Histograms representatives of the expression of TLR2 and TLR4. Histograms
representatives of the results relative to the expression of TLR2 and TLR4 by CD3" and
CD14" cells from control subjects (CTL) , patients with digestive (PD) , cardiac (PC) and
indeterminate (Pl) forms of Chagas disease, evaluated by mean of fluorescence intensity
(MIF).

Participation of TLR2 and TLR4 in cytokine production

After analyzing TLR2 and TLR4 expression in the 3 groups of patients and control
subjects, we assessed their participation in cytokines production. For this, IFN-y, TNF-a, IL-
17, IL-10 and TGF-B production was evaluated after PBMCs stimulation with PGN and/or
LPS, agonists of TLR2 and TLR4, respectively (Figure 4). PBMCs from patients with the
cardiac form produced significantly higher levels of IFN-y when compared to other groups

(Figure 4A). Of note, this higher production occurs after cells stimulation with PGN and/or
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LPS which means that both TLR2 and TLR4 are involved in this cytokine production .
Similar results were obtained in relation to IL-17 production. (Figure 4B) Patients with the
cardiac form also produce higher levels of TNF-a when compared to other groups. However,

this result was obtained only after stimulation with LPS (Figure 4C).

Different results, however, were found regarding IL-10 (Figure 4D) and TGF-B
(Figure 4E) production, since higher production of these cytokines was detected in patients
with the indeterminate form, after cells stimulation with both agonists. Overall, we detected
that, exception for TNF-a, both TLR2 and TLR4 are involved in the production of all the
cytokines evaluated. However, stimulation of these receptors in patients with the cardiac form
leads to higher production of pro-inflammatory cytokines such as IFN-y, IL-17 and TNF-a,
while the stimulation of the same receptors in patients with the indeterminate from results in
higher production of anti- inflammatory cytokines such as IL-10 and TGF-f. No important
differences were detected in the results presented by patients with the digestive form

compared to the other groups.
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Figure 4. Cytokine production after stimulation with LPs and PGN agonists. IFN-y (A) IL-17 (B),
TNF-a (C), IL-10 (D) TGF- (E) production by PBMCs from patients with indeterminate, cardiac and
digestive forms of Chagas disease and controls subjects after stimulation with PGN (TLR2 agonist),
LPS (TLR4 agonist) and LPS + PGN. Results are expressed as medians. Letters represent significant
differences between the four groups for each stimulus.

DISCUSSION

In this study, we hypothesized that differences in cytokines profile presented by cells
of symptomatic and asymptomatic chagasic patients could be associated to differences on
expression and/or in signals provided by TLR2 and/or TLR4 that are the main TLRs involved
in the recognition of T. cruzi PAMPs. The experimental approach was to asses in each group,
whether there is a differential expression of these receptors as well as to analyze the profile of
cytokines produced by mononuclear cells stimulated with agonists of these receptors.

We found

that patients with cardiac form predominantly release, IFN-y, TNF-o and

IL-17 in contrast with those with indeterminate form that produce IL-10 and TGF-B. These
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findings corroborate recent studies showing that cardiac Chagas patients exhibit a strong
inflammatory response expressed by higher levels of TNF-o, IFN-y and IL-6 compared to
those with indeterminate form that released greater I1L-10 levels [44]. Accordingly, other
studies have shown, a predominance of Thl-type T cells in myocardium in infiltrate and in
peripheral blood cells of patients with cardiac form [45,46] as a consequence of the
chemokines profile released at infected site [47-49]. The inflammatory infiltrate composed by
these cells in myocardium is responsible for high IFN-y production of detected on the

periphery [50,51].

In addition to Thl cells, a high number of CD8 cells producing TNF-o and IFN-y
[52,53] but a reduced number of Tregs cells secreting IL-10 was found. In contrast, in
patients with indeterminate form high IL-10 levels associate to greater percentage of
CD4*CD25""FoxP3* cells was detected [54]. Besides Tregs, monocytes of indeterminate

patients produce higher levels of IL-10 than the cardiac patients [32].

Based on these results ,in the present study, although we have not identified the
populations of mononuclear cells that release the cytokines tested in the supernatants, we can
suggest that Thl and CD8 cells are preferentially induced in cardiac patients , which
consequent higher production of IFN-y and TNF-a. On the contrary, in indeterminate

patients, monocytes and Tregs are induced to release higher IL-10 and TGF-f levels.

Regarding specifically to IL-17, our results suggest its participation on the
mechanisms inducing myocarditis, since high levels were detected in patients with cardiac
disease. At first, this interpretation is quite consistent, since IL-17 is traditionally regarded as
potent pro-inflammatory cytokine. However, it is not in agreement with more recent studies
showing that this cytokine has a pivotal role in controlling inflammatory response in

myocardium. Mice infected with T. cruzi and treated with anti-IL17A monoclonal antibody,
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presented an increase in myocarditis and mortality [55]. Other studies have shown that high
IL-17 production is associated with better cardiac function [31,56]. Regulation of the
inflammatory infiltrate by IL-17 involves the inhibition of Th1l cells differentiation,
production of cytokines and chemokines and the influx of inflammatory cells into the cardiac
tissue. Additionally, regulation by IL-17 has been associate to activation of neutrophils
producing IL-10 [57]. Despite these studies, we can consider that in cardiac patients analyzed

in this study, the proponderant role of IL-17 was pro-inflammatory.

In this study, the analysis of the involvement of TLR2 and TLR4 in the differences in
cytokines profiles presented by symptomatic and asymptomatic patients showed that both
receptors are involved in the production of all the cytokines analyzed. However, stimulation
of these two receptors in symptomatic patients, particularly those with the cardiac form, leads
to preferential production of pro-inflammatory cytokines in contrast with anti-inflammatory
ones in indeterminate patients. Thus, stimulation of the same receptor in different individuals

may lead to production of pro-inflammatory or anti-inflammatory cytokines.

The involvement of these receptors in the production of pro- and anti-inflammatory
cytokines is supported by previous studies showing that different GPIs derived from the T.
cruzi are recognized by TLR2 or TLR4 and that the signals provided by both have an
important role in either susceptibility or resistance of the host to infection [58-63]. Thus, the
stimulation of the same receptor may lead to either production of pro or anti-inflammatory

cytokines, depending on the individual.

In an attempt to establish an association between cytokine production and TLR2 and
TLR4 expression by patients cells ,we can suggest that one of the explanations for the
predominant inflammatory response profile in patients with cardiac disease in relation to the

digestive ,could be that the former trended to express a greater expression of TLR2 receptor
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,in both CD3" cells and in CD14" cells, which did not occur with digestive patients, in which
the highest levels were only detected in CD3" cells. The participation of TLR2 in the
development of cardiac disease has been highlighted. Studies have shown the fundamental
role of this receptor in signaling for the production of IL1-B considered an important mediator

of cardiomyocytes hypertrophy in mice infected with T. cruzi [64].

However, the above explanation is not consistent when we analyzed the production of
IL-10 and TGF-. As the two receptors are also involved in the production of these cytokines,

patients with the cardiac form should also produce high levels of them, which did not occur.

High polymorphism of TLRs and their adapter molecules are reported in the
literature. This process may explain different responses among individuals after activation of
the same receptor. This can be one possible explanation for our results. A study that evaluated
169 patients with chronic Chagas' disease and 76 asymptomatic individuals found that T.
cruzi-infected individuals who are heterozygous for the MAL/TIRAP S180L variant, that
leads to a decrease in signal transduction upon ligation of TLR2 or TLR4 to their respective

ligands, may have a lower risk of developing chronic Chagas cardiomyopathy [65].

Thus, studies aiming to analyzing this polymorphism in patients and its consequences
for the development of the different manifestations of the disease should be encouraged. At
first, we consider that in addition to patients with cardiac disease, those with digestive form,
could also present important differences in relation to asymptomatic individuals. However,
these differences were clear only in individuals with cardiac involvement. We believe that
further analysis of the clinical conditions of each patient and his cytokines response are

needed to confirm these results.
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CONCLUSIONS

Together, our results contribute to a better understanding of immune response
mechanisms provided by the host infected with T. cruzi, focusing on those involved in the
different clinical manifestations of the disease, which are a major challenge for researchers
that target future interferences in these patients, aiming at the end, to prevent the development

of symptomatic chronic Chagas disease.
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formas cardiacs ou digestiva. Alsm dsso, ndo exlsis akd 0 MOMEnio, WM marcador que deteming se o
Inchvidiug Iid evolulr oU ndo para 3s Tomnas clinkeas da doens. Baseados ra ausenda destas Infomagies &
ra hipttese de que recepiores semehanies & Toll (TURs) exergam papel dferenis ra producio de diodnas
&M pacienies Com 35 formas candlacs @ digesihva quando CoOMParatios 30 com 3 forma Indeterninada, oo
autores acrediam que o estudo do envohlimento dos TLR na produgcSo de ctocinas de pel Thi, The, ThiT
& Treqg em pacienies com as fomias Indeterminada, carfiaca e digesiva, pamiTr a melhor compreensio
dos mecanismos emvoividos na pabogénese @ evoluplo da doenga

Traia-62 de um esiudo que 52rd reallzado no Hospial das Clinicas da Facuidade de Medicina de Bobucat
(HCFMB). Serfio estudados 50 Indlviducs chagasicos cronlcos, sendo 20 para cada fase d3 dosnga:
Inceterminada, camdiaca @ dgestiva Ssses paclentss chagasicos crinleos 530 atenddos no Ambulaiono de
Molésfias Infecciosas Geral do HCFME. E como gnupo controle, serdo esiudados 20 Individucs nonmais
daadores de sangue do Hemocesiro do HCFME.

Serdo NGEUIEDS apenas oF padentes doenies @ CoNTOies qUe concordansm em panticipar oo estudo, apis o
denvicda esclarecimento & 3ssinatura oo Termo de Consanimemin Livre e Essiareddn.

Critdnos de Inclusao: Serdo Inculdos no Gnupo 1 05 Indlviduos doadones de sangue o Hemacentno do
Haspital das Clinlcas da Faculdage de Medlcing de Boueahs, UMESP, com somiogia negativa para Doenca
de Chagas, de ambos 06 Sexos, malores de 13 anos & 5em aniecedantes epidemiciogieos para a doenga.
SerSo Inciuidas no Grupo 2 o padenies que apresentarem pelo menos 2 festes sonokigicos de dferntes
principlos positivos para Doenga de Chagas & nao apresentarem aiteragdes no detmcardograma, Eie-x de
torae, esdfago-eshimano-duendend @ ENSmE opaco. Serdn Incjuidos no Grupo 3 o packentes que
apresETarem pelo mends 2 iestes sormiogicos de disrentes principios positives para Doenca de Ghagas e
apresentarem alteragies no eletrocardlograma & ralo-x de bdrax, mas ndo apresentarem ateracles no
exifagi-esimago-duodano & enama opaco. Serdo Incluldes no G £ of pacentes Que apresentarem
pelo menos 2 tesies soroligleos de diferentes ponciplos positvos para Doenga de Chagas & ndo
Fresantsrem demedes no enocardograma @ rao -x de s, mas apresentarem ateraghes no esdfago-
EshMano-tusoden 20U SNEma DpacD.

Criterio de ExclusSoc Gravides, presenca oe uiras maesTas Ifecdosas & d0encas Qranuinmainsas.

05 BURDNES FEfErem que Naverd colsts 08 5angus 008 Pacenas para reallzagho 0os expenmentos.

Mos expanimentos, 3 expressdo dos receptores TLR-2 & TLR-4 5erd avallada em padentes chagaskos nas
fases Indetenminada, cardiaca & dgesiva por melo 43 tcnica de ciometnia de . Tambem sara avallads
a producio das chiocinas THF-;, IFN-;, IL-E, IL-12, IL-17, IL-10 &
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TGF-E, wiznde Kts de CBA, em sobrenadames de cultura ¢e PEMC de pacientes chagaslcos nas fases
Indeterminada, candlaca & digesthva apis estimulacao espaciflica com agonistas do TUR-2 & TLRAL.

2 aUiones refianem Que oF eRperimenios sera0 realizados no Laboratdnio de Pesquisas do Departamento e
Coengas Tropleals e Diagnastico por Imagem da Faculdade de Medicina de Botucahy & no Laboratonio de
Chometna de P do Hemocenino do Hospital das Clinkcas da Faculiade de Medicing e Bobucai.

Objstivo da Peaquisa:

Objettvn Primario:

Awallar o paped dos TLR-2 @ TLR-4 na produgio de citocinas em pacientas com 3 forma candlaca, dgestiva
e Indeterminada da doenga de Chagas.

Objetive Secundanc:

Avallar 3 express3o dos receptores TLR-2 @ TLR-4 em pacientes chagasicos na fase Indeterminada,
candlaca e digestiva atraves da tecnica de

cltometria de fuxo. Avallar a produgo das citocinas TMF-;, IFN-;, IL-6, IL-12, IL-17, IL-10 e TGF-2
wiizando kits de CBA, em sobrenadantas de

cultura de PEMC de packentes chagasicos na fase Indeterminada, candiaca & digestiva apts estimulagio
especifica com agonistas do TLR-2 e TLR-

4

Avallagao 008 Rlacos & Banefichos:
Confonmee pOieto 3preseniasn paios pesquisadones, 3 pesquUsa

-4rara benefios para 05 paciantes poradorss oo Doengas de CNagas, pols permitira a malhor compreanso
(0 MMECANIBITIE EMVOlIGos Na paogeness & SvniLga0 da doenca

-oferecera MNimos MSCo6 306 pacenies, pols 05 pesquisacones Informam que alem dos dados coletacos oe
prontuario, havera necessidade de doacdo o 20 mi de sangue Venoso perffénco para realzagdo dos
EXperimentos.

Comentarios e Conslderagies sobre 3 Pesquilza:

A peequisa tem fundamentagio clentfica. Metodoingla 3Jequadta para a pesquisa propasta Trats-6e oe um
estudn que serd redlzado no Hospital das Clinlcas da Faculdade de Medlcing de Bolucatu (HCFMEB). Serdo
estudados 60 Indviduss chagasicos crdnicos, sendo 30 para ca@da fase da doenga: Indefaminada, cardiaca
& digesiiva. Esses paciemes chagaskns crinicos 40 alendidos no
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Ambulabério de Molesilas Imfecsiosas Geral do HCFME. E como grups comtrolie, serdo estudados 20
Individucs normals doadones de sangue do Hemocenirn do HCFMS. Os awiores referem que hawvera colela
0nica de 20 mi g sangue venoso pesfenico oos packentss pelo pROpNo pesquisador para reallzagio dos
expefmentos. € para 0 grupo controle, 3 coleta acontacera Imediaamente apts o procediments de doagso
de sangue, wilzanda 3 Mesma punga0 Venosa.

SerSo INCuldos 3penas 05 pacdentes doantes @ CoNTOIES quUe CoONCordaram em participar oo estudo, 3pes o
devido esslareciments e assinalura do Termo de Consentimento Livre & Esdaregido (TCLE)L O TCLE
encontra-se adequatn de forma a2 objativa.

 autor refere que haverd 3polo Sranceirn do HOFME, & o cllculo de custo Sl realzado pelo propro autor,
5&Nd0 esimados em RE25.000,00 para matenals envolvendo a parte expanmental (Kiis CEA para chiocinas,
AMcompos para citometria e Reagenies em o=al @ material pastico) & RE1.000,00 para Insumas & mao o
nbra na colets de sangue dentm do HCFME.

Conglderagies aobre o2 Termos de apressntagao obngstona:

O pesquisator apresenta o Termo de compromissn da Resolugio CNS 195/56, Folha de resio assinada,
Temao de comprometiments de entrega do nelabino final, Autortzacso do Dirstor do Hemoceniro do HOFMB,
ALronzagho da chefla oo Departamenio de Doengas Trogicals & Diagnastco por Imagem da Facuidade o
Metiicing de Sotucaty, Auorizagio pars uso de amuives médleos & Autorizaghes da Superniendsncla do
HCFME & do resporsavel pelo Ambulators envolido 60 HOFMS. A pesquisadora apresenta o TCLE
adequado 3 Resolucin CNS 19636,

Recomandagees:

Hanhuma

Concustes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:

A& pesquisa & relevars @ permitirs a melhor compreens3o 00s Mecanismos envolvidos na patogensse &
evnilgad da doenca de Chagas. O projeto atends 3 Resoiugdo MSACHS 13695, desla mansira, sugin 5US
FovagEa0 sem necessidade de evio & CIOMER.

Sifuagao oo Parecer

ADFDVE00

Maceesita Apreciagao da COMEP:
=5

Consideragies Finals a critéro do CEP:
Projeto de Pesquisa aprowado em reunldo do CEP de 01/04/201 3, sem necessidade de errdio 3 COMEP.
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ANEXO 3
AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
AVAVAVY
VAY FACULDADE DE MEDICINA
unesp Departamento de Doencas Tropicais

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Portadores da doenga de Chagas

A doenca de Chagas é causada por um protozodrio o qual é transmitido pela picada de um inseto
chamado barbeiro. Quando o sistema imune do paciente entra em contato com esse parasita, sao
ativados alguns receptores celulares, chamados Toll-like, os quais sao responsaveis por produzirem
certas substancias, chamadas citocinas. Essas citocinas estdo ligadas a reacdo do sistema de defesa
da pessoa contribuindo para a morte do parasita ou para sua sobrevivéncia. No Hospital das
Clinicas da UNESP, sera realizada a pesquisa, denominada “Papel dos receptores TLR-2 e TLR-4 na
produgdo de citocinas em pacientes chagasicos cronicos” na qual serdo dosadas as citocinas e os
receptores celulares (Toll-like). Essa pesquisa permitird detectar possiveis diferencas na resposta
imune desses pacientes. Por isso, estamos convidando vocé, sem nenhuma obrigacdo, a contribuir
com nossa pesquisa e doar 20 ml de sangue, o qual sera obtido por puncdo da veia do braco no dia
da consulta no Ambulatério de Moléstias Infecciosas. A coleta serda feita por profissional
devidamente capacitado e com material estéril, podendo ocorrer um leve incbmodo no brago, mas
sem consequéncias maiores. O sangue doado serd utilizado nessa pesquisa e comparado com o de
pessoas que ndao possuem a doenga. A quantidade de sangue coletada sera suficiente para a
pesquisa, mas, caso sobre algum material, este serd estocado e podera ser usado em projetos
futuros, lembrando que se isso ocorrer, um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd
encaminhado, podendo vocé aceitar ou ndo participar.

Tendo sido satisfatoriamente informado (a) sobre o projeto acima, sob a responsabilidade

da Biomédica Laura Denise Mendes da Silva e da biéloga Profa Dra Sueli Aparecida Calvi, do
Departamento de Doengas Tropicais e Diagndstico por Imagem, declaro que concordo em
participar do mesmo. Estou ciente de que os resultados dos exames serdo utilizados somente pelas
pesquisadoras, que manterdo sigilo sobre minha identidade, e que as mesmas estdo disponiveis
para responder a quaisquer perguntas. Sei ainda, que poderei retirar este consentimento a
qualquer tempo, sem que isso resulte em prejuizo para meu seguimento, atual ou futuro, em
qualquer dependéncia do Hospital das Clinicas da UNESP. Em caso de duvida adicional, sei que
poderei entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, através do fone: 3880-1608/3880-1609.

Este documento apds aprovagdo do CEP sera elaborado em 2 vias, sendo uma entregue ao sujeito da pesquisa e outra serd mantida em
arquivo pelo pesquisador.

Declaro que o presente projeto de pesquisa foi explicado em detalhes ao Sr(a)

Botucatu, de 20
Assinatura do paciente Assinatura da pesquisadora
Sueli Aparecida Calvi CRBI0:20086/01 Laura Denise Mendes da Silva CRBM: 10240

End: Rua Fausto Lyra Branddo, 211, Vila Nogueira, Botucatu  End: R.Dr Ranimiro Lotufo,359, Vila Sonia, Botucatu
Tel: 14 97758841; E-mail: sacalvi@fmb.unesp.br Tel: 14 9740-6978; E-mail :laurabiomedicina@gmail.com
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ANEXO 4
AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
AVAVAV
VAY FACULDADE DE MEDICINA
unesp Departamento de Doengas Tropicais

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — GRUPO CONTROLE

A doenca de Chagas é causada por um protozoario o qual é transmitido pela picada de um
inseto chamado barbeiro. Quando o sistema imune do paciente entra em contato com esse parasita,
sdo ativados alguns receptores celulares, chamados Toll-like, os quais sdo responsaveis por
produzirem certas substancias, chamadas citocinas. Essas citocinas estdo ligadas a rea¢do do sistema
de defesa da pessoa contribuindo para a morte do parasita ou para sua sobrevivéncia. No Hospital
das Clinicas da UNESP, sera realizada a pesquisa, denominada “Papel dos receptores TLR-2 e TLR-4
na produgao de citocinas em pacientes chagasicos crénicos” na qual serdo dosadas as citocinas e os
receptores celulares (Toll-like). Essa pesquisa permitird detectar possiveis diferencas na resposta
imune desses pacientes.

Por isso, estamos convidando vocé, sem nenhuma obrigacdo a contribuir para nossa
pesquisa, doando 20 ml de sangue. A coleta sera feita por profissional devidamente capacitado e
com material estéril, no dia da doacdo de sangue no Hemocentro de Botucatu. No dia da coleta pode
ocorrer um leve incbmodo no braco, mas sem maiores consequéncias. O sangue doado sera utilizado
nessa pesquisa e comparado na mesma com o de pessoas que possuem a doenca. A quantidade de
sangue coletada sera suficiente para a pesquisa, mas, caso sobre algum material, este sera estocado
e poderd ser usado em projetos futuros, lembrando que se isso ocorrer, um novo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido serd encaminhado, podendo vocé aceitar ou ndo participar.

Tendo sido satisfatoriamente informado (a) sobre o projeto acima, sob a responsabilidade da
Biomédica Laura Denise Mendes da Silva e da Bidloga Profa Dra Sueli Aparecida Calvi, do
Departamento de Doengas Tropicais e Diagndstico por Imagem, declaro que concordo em participar
do mesmo. Estou ciente de que os resultados dos exames serdo utilizados somente pelas
pesquisadoras, que manterdo sigilo sobre minha identidade, e que as mesmas estdo disponiveis para
responder a quaisquer perguntas. Sei ainda, que poderei retirar este consentimento a qualquer
tempo, sem que isso resulte em prejuizo para meu seguimento, atual ou futuro, em qualquer
dependéncia do Hospital das Clinicas da UNESP. Em caso de duvida adicional, sei que poderei entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, através do
fone: 3880-1606/3880-1609.

Declaro que o presente projeto de pesquisa foi explicado em detalhes ao Sr(a)

Botucatu, de 20
Assinatura do paciente Assinatura da pesquisadora
Sueli Aparecida Calvi CRBIO:20086/01 Laura Denise Mendes da Silva CRBM: 10240
End: Rua Fausto Lyra Brand3o, 211, Vila Nogueira, Botucatu End: Rua Dr Ranimiro Lotufo, 359, Vila SOnia, Botucatu

Tel: 14 97758841; E-mail: sacalvi@fmb.unesp.br Tel: 14 9740-6978; E-mail :laurabiomedicina@gmail.com
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ANEXO 5

Campus de Botucatu

.v. i UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp 4ULIO DE MESQUITA FILHO"

MUDANGA DE TiTULO EM PROJETO DE PESQUISA*

Objetivo Académico: Dissertagao de Mestrado

Titulo constante no parecer inicial de aprovagao:
- 0

Data da reuniao do CEP que aprovou o parecer inicial: ¢ y / €4/ >

Declaramos que o trabalho nao sofreu alteragdes nos objetivos e/ou conted
metodolégico da época de apresentac¢ao para analise do CEP.
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* Projetos submetidos via Plataforma Brasil: preencher o formuldrio, digitalizar ¢ postar
sistema |.lldr()l'md brasil (vide instru¢des contidas no Of. 06/2014-CEP); a seguir, imprin
P ¢ '8
yrint screen” da tela comprovando o aceite pelo CEP da solicitaciio de alteraciio:
i I ¢

162

* Projetos submetidos anteriormente a Plataforma Brasil: preencher o formulirio em duas
vias ¢ protocolar no CEP que emitiu o Parccer inicial de aprovagiio



