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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Luiz Ricardo Berbert

A doenca de Chagas permance sendo um grave problema de salde publica nas
Américas. Na fisiopatologia da doenca, é observada uma intensa resposta imune,
com alta producdo de citocinas inflamatoérias e quimiocinas que contribuem para o
trafego de células ativadas para tecidos alvo. Este evento de migracdo celular pode
estar relacionado a formacdo de cardiopatia chagasica nos individuos infectados.
Um desequilibrio na produgcéo hormonal do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA)
foi observado em pacientes chagasicos, e, esse processo pode influenciar o sistema
imune e possivelmente a génese da cardiopatia. Nesse estudo, foi avaliada a
resposta migratéria de células T de pacientes chagasicos com diferentes formas de
cardiopatia, correlacionando esses eventos com a producédo de cortisol e DHEA
ocorrida na fase crbénica da doenca. Primeiramente foi observado que TNF, IL-6,
IFN-y, IL-17, IL-10 e TGF-B sdo mais expressas de acordo com a gravidade da
cardiopatia. Em paralelo a esse aumento de citocinas foi observado um desequilibrio
hormonal no eixo HPA com diminuicdo do horménio DHEA sérico e aumento da
razdo Cortisol/DHEA circulantes. Além disso, foi observado um aumento da resposta
migratoria de células T, com fenotipo ativado (HLADR'/VLA-4") sobre fibronectina,
CXCL12 e TNF-a, e também combinados a um pré tratamento de DHEA e Cortisol
destas células. Estes resultados indicam que distarbios neuroenddécrinos,
correlacionados a um perfil inflamatorio sistémico, podem contribuir para aumentar o
potencial migratorio de células T aos sitios inflamatérios, incluindo tecido cardiaco,
estando envolvidos na cardiopatia relatada na doenca.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Luiz Ricardo Berbert

Chagas disease remains a serious public health problem in the Americas. In the
pathophysiology of disease, it is observed an intense immune response with high
expression of inflammatory cytokines and chemokines that contribute to activated T
cells traffic, that target the inflamed tissue. These cell migration events may be
related to the formation of Chagas heart disease in infected individuals. An
imbalance in hormone production of the Hypothalamus-Pituitary-Adrenal axis (HPA)
was observed in patients with Chagas disease, and this process could influence the
immune system, including, cardiopathy formation. In this study, T cells migratory
response from chagasic patients with different forms of cardiopathy was performed to
correlate these events with cortisol and DHEA production in the chronic phase of the
disease. Firstly, it was observed that inflammatory cytokines, such as TNF, IL-6, IFN-
y, IL-17, IL-10 e TGF-B were expressed in terms of disease severity. In parallel with
cytokine enhancement, it was observed a hormonal imbalance in the HPA axis,
where a decrease in hormone DHEA resulted in increased cortisol ratio / circulating
DHEA. In addition, there was an increase in migratory response of T cells with an
activated phenotype (HLADR'/VLA-4") over fibronectin, CXCL12 and TNF-a, and
also a combined pre treatment of DHEA and cortisol. These results indicate that
neuroendocrine disorders correlated to a systemic inflammatory profile, can increase
migration potential of T cells to inflammatory sites, including heart tissue and thus
being involved in heart disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Doencade Chagas

1.1.1 Distribuicdo geografica e epidemiologia

7

A Doenca de Chagas € uma endoparasitose causada pelo protozoario
intracelular Trypanosoma cruzi (Ordem Kinetoplastida — Trypanosomatidae) e é
endémica em toda América Latina. A Organizacdo Mundial de Saude relata que
existem em torno de 6-8 milhdes de humanos infectados e mais de 100 milhdes em
risco de infeccdo (WHO, 2014), conforme representado na figura 1. A infecgao
classica é causada pelas fezes contaminadas do inseto vetor conhecido como
Barbeiro (Ordem Hemiptera — Reduviidae) e em alguns casos pela via
transplacentaria (Dias et al., 2000); mas também h& outras vias ndo classicas e
acidentais como transfusdo sanguinea, transplante de 6&rgaos, e acidentes
laboratoriais, além da possivel contaminacao via sexual (Lenzi et al., 1998; Cabrine-
Santos et al.,, 2003). Recentemente, a transmissado via oral tem sido relatada na
regido amazonica e outras regioes isoladas no Brasil, sendo uma das principais vias
de contaminacédo (Steindel et al., 2008; Yoshida et al., 2009; Shikanai-Yasuda et al.,
2012; De Meis et al., 2013; Souza-Lima et al., 2013; Coura, 2014).

Atualmente, devido as imigracbes de individuos infectados em &reas néo
endémicas, a doenca tem se espalhado pela Europa (Strasenet al., 2014), Estados
Unidos e Canada (Fearon et al., 2013; Chin et al., 2013), bem como Japao e
Australia (Gascon et al., 2010), podendo se tornar um problema de salde publica
nestes locais. Em geral, a infeccdo em areas ndo endémicas se caracteriza por
contamina¢des acidentais, como transfusdes de sangue, e neonatos de maes
imigrantes infectadas (Schmunis & Yadon, 2010), bem como turistas que ingerem
acidentalmente o protozoario em alimentos contaminados (Shikanai-Yasuda et al.,
2012).

No Brasil, as areas endémicas estdo localizadas nas regides centro-norte e
nordeste, porém, ha diversos casos diagnosticados em todo pais, com estimativa de

2-3 milhdes de pessoas infectadas (Martins-Melo et al., 2013).



Numero estimado de casos “Status” da transmisséo vetorial

e <1000 [ paises sem transmissao vetorial %

®  1000-99099 [ Paises com Iransmisséao velorial acidental

® 100.000 — 999.929 B Paises com Iransmisséo vetorial continua
=1.000.000

Auséncia de casos estimados oficialmente

Figura 1. Distribuicdo mundial da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. O mapa epidemiolégico
demonstra a endemicidade da infeccdo na América Latina. A imigragdo de individuos infectados para
regides ndo endémicas resulta no aparecimento de casos de infeccdo chagéasica acidental em locais
onde antes néo se conhecia clinicamente a doenga (WHO, 2014).

Na Argentina, pais de origem dos pacientes deste estudo, estima-se que ha
em torno de um milhdo e meio de pessoas infectadas (Beloscar, 2013),
principalmente pela via vetorial, seguida da via congénita, devido as condi¢des
sanitarias em algumas provincias, como Santa Fé (Fig. 2).

Adoenca de Chagas possui trés ciclos bem definidos e intimamente
relacionados entre si: o ciclo selvagem, o ciclo peridoméstico e o ciclo doméstico.
Essa caracteristica da doenca exige abordagens de vigilancia do vetor e seus
hospedeiros/reservatérios para o controle de incidéncia da doenca em
umadeterminadaregido. Dentre as principais abordagens estdo:o controle
populacional do inseto vetor, a identificacdo de reservatérios e o gerenciamento do
transito de individuos infectados de areas endémicas para ndo endémicas, atraves
de diagnosticos mais rapidos e eficientes. Esse controle pode ser eficaz na
interrupcdo do ciclo de transmissdo do parasita ao homem, porém, devido as
inUmeras varidveis ambientais como a existéncia de diferentes ciclos, a erradicacao

da doenca se torna bastante dificil (Coura, 2013; Coura et al.,2014).
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Figura 2. Mapeamento de zonas de risco de infecgdo pelo Trypanosoma cruzi na Argentina. O
mapa demonstra que todo territério argentino é susceptivel a infeccdo chagésica, principalmente
pelas vias vetorial e congénita. Modificado a partir de Beloscar et al., 2013.

1.1.2 Infeccado e Manifestacdes Clinicas

O hospedeiro humano infectado pelo parasita passa por duas fases clinicas
bem caracterizadas da doenca, aguda e crbnica. A fase aguda se inicia apds a
contaminacdo do hospedeiro pelas fezes do inseto vetor contaminado, onde ocorre
uma reacdo inflamatéria conhecida como Chagoma de inoculacdo que pode se
desenvolver para uma forma mais grave com edema e linfoadenopatia local (Sinal
de Romafa) em torno de 7-14 dias (Revisado por Rey, 2002). Apds esse periodo
seguem outras manifestacdbes como febre, cefaléia, anorexia, vomitos, diarréia,

hY

linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia e alta parasitemia devido a extensa



multiplicacdo de amastigotas no organismo, liberando tripomastigotas no sangue
(Tanowitz et al., 1992; Revisado por Coura et al., 2013).

Uma manifestacdo clinica importante da fase aguda € a cardite associada a
um elevado parasitismo das células do miocardio. A presenca do parasita no tecido
leva a uma intensa resposta inflamatoria de células T no sitio inflamado,destruindo
células infectadase ndo infectadas (Luppiet al., 1998; Dias et al., 2000). A infeccao,
juntamente com a intensa resposta inflamatéria, induz a morte de células teciduais
por fibrose e apoptose (Tostes, 2005). Pacientes infectados (3-5%) podem sofrer
Obito nessa fase da doenca devido as complicacbes da miocardite e
meningoencefalites, mas a maioria se recupera em 3-4 meses (Sanchez & Ramirez,
2012; Coura et al., 2002). Em muitos casos (cerca de 50 - 70%, de acordo com a
cepa de T. cruzi e a resisténcia do hospedeiro) a doenca se torna assintomatica e
latente apos a fase aguda, tendo um prognéstico incerto ou néo evoluindo para fase
cronica (Vitelle-Alvelar, 2006).

A fase crbnica pode ser assintomética ou apresentar-se, em torno de 30%
dos casos, como morbidade, caracterizada por parasitemia subpatente, cursando
com cadiomiopatia, sindromes de megacolon e/ou megaesodfago, e alteracdes
fisiologicas em outros sistemas. As patologias observadas na fase cronica séo
resultantes da intensa atividade inflamatéria mediada por células T nesses tecidos e
pela persisténcia de antigenos parasitarios nos tecidos (Tanowitz, 2002; Savino,
2007). A cardiomiopatia chagéasica cronica € uma das manifestacbes mais
importantes na doenca e a principal causa de morte nos pacientes apds um
processo de cardiomegalia, arritmia e faléncia do 6rgdo (Higuchi, 2003).

Diversas abordagens terapéuticas tém sido sugeridas e também
administradas em pacientes com cardiopatia crénica com objetivo de eliminar o
parasita e prevenir ou reduzir a fibrose e a lesdo no tecido. De acordo com Coura &
Borges-Pereira (2011 e 2012), a quimioterapia sistémica especifica, utilizando
Nifurtimox e Benznidazol, tem se mostrado eficaz no tratamento de casos agudos
originados de diversas vias de infeccdo, bem como em casos indeterminados e
cronicos, porém, resultando em efeitos colaterais dose-dependentes em muitos
casos. Neste contexto, e levando em conta questdes socio-econdmicas na producéo
e distribuicdo destes medicamentos, ainda ha muitos desafios e perspectivas em um
tratamento padrdo e economicamente viavel para a doenca (Dias et al., 2014).

Atualmente, com os avancos da biotecnologia, novas drogas estdo em

producdo para tratamento e prevencdo da doenca. A tioridazina tem se mostrado
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promissora no tratamento de modelos murinos com cardiopatia aguda e crénica,
reduzindo a mortalidade e os danos teciduais nos modelos (Lo Presti et al., 2015), e
o CYP51, que inibiu o crescimento do parasita (Keenan & Chaplin, 2015).
Abordagens com terapia celular, como transplante de células da medula 0ssea de
modelos murinos, também tem sido testados com eficacia (Guimarro et al., 2014;
Jasmim et al.,, 2014), restaurando a rede de fibras no tecido cardiaco. Beta
bloqueadores, como Carvedilol, ttém diminuido a insuficiéncia cardiaca em pacientes
chagasicos (Hidalgo et al., 2012; Ribeiro et al., 2012) e aumentando a sobrevida de
modelos experimentais (Pimentel et al., 2012).

Tratamentos com o hormdnio DHEA tém sido testados em outras
enfermidades parasitarias em modelos experimentais, modulando a resposta imune,
resultando em efeitos protetores no organismo (Caetano et al., 2011). Dentre esses
efeitos, estdo a reducéo de parasitas circulantes e diminuicdo das concentracdes de
TNF em modelo murino (Filipin et al., 2010; Santos et al., 2007 e 2010), aumento da
resposta linfoproliferativa e da atividade de 6xido nitrico (Caetano et al., 2009).

1.1.3 Fisiopatologia e o Sistema Imune na Doenca de Chagas

Atualmente, h4 um consenso de que a resposta imune do hospedeiro induz a
diversos eventos complexos que possam controlar o parasitismo enquanto
preservam o potencial de montar e manter uma longa resposta celular e humoral
contra o patégeno durante a infeccdo pelo T. cruzi (Revisado por Sathler-Avelar,
2009). No curso dessa infeccdo, sdo observadas diversas alteracdes no sistema
imune e a evolugdo desses mecanismos depende inicialmente das caracteristicas
genéticas do hospedeiro (Kierszembaum & Sztein, 1990), carga do in6culo (Borges,
2013; Lemos, 2013) e cepa do parasita (Cruzet al., 2014; Duz et al., 2014; Evans-
Osses et al.,, 2014; Meza et al.,, 2014; Poveda et al.,, 2014), ressaltando que o
agrupamento de cada cepa de T. cruzi nas DTUs (Di Noia et al.,2002) leva em
consideracdo se a heterogeneidade e multiclonalidade dessas cepas determinam
variacdes nos aspectos clinicos da doenca (Devera et al., 2003). Por outro lado, a
auséncia de patologias clinicas durante a infeccdo em alguns individuos esta
diretamente associada com a habilidade de controle dos mecanismos envolvidos na
resposta imune contra o parasita. Porém, esse mesmo controle pode contribuir, na
evolucdo da infeccdo, com danos teciduais associados ao intenso infiltrado

inflamatorio leucocitario no tecido alvo (Fuenmayor et al., 2005).
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A resposta ao parasita se inicia com a entrada do T. cruzi no hospedeiro, e
com o reconhecimento do tripomastigota pelo sistema imune, podendo gerar trés
eventos basicos: 1) a deteccao e destruicdo direta do parasita por células do sistema
inato e proteinas do complemento; 2) a ativacdo de células apresentadoras de
antigeno como as dendriticas e macrofagos, estimulando a resposta por células Te
desencadeando a resposta adaptativa; 3) a sensibilizacdo de células nao
hematopoiéticas que seriam alvos primarios na invasdo do parasita (Revisado por
Tarleton, 2007). Estudos recentes demonstraram que a porta de entrada do parasita
também pode modular o sistema imune, tendo sido demonstrado que a infeccao oral
induz a uma resposta local, através da modulagdo de mecanismos do sistema imune
relacionados a mucosa, em contraparte a infec¢ao intraperitoneal, que induz a uma
resposta mais sistémica (De Meis et al., 2013).

Em um primeiro momento, macrofagos, iniciam uma acdo microbicida
produzindo IFN-y e TNF-a bem como ativacdo de células Natural Killer (NK) através
da acdo de IL-12 sobre células T CD4, estimulando a producdo de éxido nitrico e
IFN-y por células NK, que contribuem para o controle inicial da infeccdo (Lima-
Martinset al., 1985; Gazzinelli et al., 1993); macrofagos e células NK evoluem para
fenétipos bem distintos durante o curso da fase aguda, antes do inicio da resposta
mediada por células T (Vitelli-Alvelar et al., 2006), e este evento teria relacéo direta
com as respostas futuras, jA que sua expansdo exacerbada na doenca pode
contribuir para eventos pro-inflamatérios. Sendo assim, a modulacdo de
mecanismos imunoreguladores se torna determinante para prevenir os efeitos
deletérios associados com a excessiva resposta inflamatoria que estdo associados
as morbidades caracteristicas da doenca (Gomes et al., 2014).

Células T reguladoras (Treg) com fenétipo CD4/CD25"9" sdo importantes no
controle de doencas autoimunes mediadas por células T, bem como na expansao
descontrolada de células responsivas a patdgenos (Piccirillo et al., 2008). Durante a
infeccdo pelo T. cruzi, foram relatadas que a frequéncia células Treg em pacientes
com forma indeterminada da doenca esta relacionada com a progressao de danos
cardiacos (Vitelli-Alvelaret al., 2005 e 2006; Sanoja et al., 2013; De Moura-Braz et
al., 2014; Gonzalez et al., 2014); dados obtidos em modelos experimentais em
nosso laboratorio demonstraram que a infec¢do pode gerar disturbios na geracéo e
exportacdo de células Treg naturais (Hamaty, 2008). H4 também, outros possiveis
mecanismos imunoreguladores que contribuem na patogénese da doenca, mas

dependem da cepa de T. cruzi da qual o hospedeiro foi infectado, como a IL-18, que
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regula a producdo de IFN-y em modelo murino, promovendo uma resposta Thl pro
inflamatoéria, em contraparte ao modelo IL-187 (Esper et al., 2014). A citocina IL-17
éimportante indutora da producéo de IL-6, TNF-a e GM-CSF em macréfagos, e,na
auséncia desta molécula em modelo murino nocaute foi observado aumento dos
danos teciduaiscaracteristicos da infeccdo (Miyazaki et al., 2010). Por outro lado, o
aumento da expressao de IL-17 por células T em pacientes indeterminados também
esta associado ao status clinico e funcionamento cardiaco,podendo ser um fator de
prevencdo aos danos cardiacos (Magalhdes et al., 2013). Na fase aguda da
infeccdo, em modelos experimentais, observa-se uma intensa ativacao policlonal de
células T e B em orgédos linféides periféricos persistindo até a fase crbnica da
doenca (Minoprioet al., 1986; Da Silva et al., 1998). No que diz respeito as células B,
além de seu papel na producdo de anticorpos especificos durante a infeccao
chagésica, foi descrita uma alteracdo na sua distribuicdo sistémica durante a fase
crbnica da infeccdo humana, relacionado diretamente as alteracdes funcionais em
células T (Fernandezet al., 2014). Células T CD8tém fundamental importancia na
geracdo da cardiopatia, sendo efetoras na inducéo de morte de células infectadas e
levando a danos teciduais no tecido cardiaco, mas seu papel pode ser antagdnico,
dependendo do equilibrio populacional entre os subtipos destas células, tendo um

grupo produtor de IFN-y (IFN"'GH

) e outro produtor de perforina que por sua vez
modulam a citoxicidade especifica nos modelos murinos (Silverio et al.,
2012).Tamanha é a importancia das células T CD8 na evolu¢do da patogénese
chagasica, que essa subpopulacdo pdde ser utilizada experimentalmente como
modelo de vacinacdo para reducdo de sintomas da doenca, ja que pode ser induzida
a uma resposta especifica a transialidases do parasita, minimizando danos teciduais
aleatérios e ndo especificos (Dos Santos et al., 2014). Neste contexto de frequéncia
de subpopulac¢des leucocitarias, ja foi relatada também apresenca de células T duplo
positivas para CD4 e CD8 ativadas e com potencial efetor autoreativo, em pacientes
cronicos (Giraldo et al., 2011).

Um ponto amplamente discutido na patogénese da doenca, principalmente
em relacdo a miocardite cronica, € a geracdo de autoimunidade que pode ser
resultante da persisténcia de antigenos parasitarios circulantes oriundos de danos
ocorridos nos tecidos (Kalili & Cunha-Neto, 1996), bem como a presenca de
peptideos de T. cruzi com sequéncias homologas a sequéncias protéicas do
hospedeiro, como por exemplo a miosina cardiaca (Cunha-Neto et al., 1995). Porém,

essa hipotese tem sido amplamente discutida e questionada por alguns autores,
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uma vez que os danos ao tecido cardiaco podem ser resultantes da presenca do
parasita no local, que levam a uma reacgéo inflamatoria mediada por células T CD8
parasito-especificas (Marin-Neto et al.,, 2007). A possivel participacdo de auto
anticorpos foi demonstrada na deteccdo de auto anticorpos anti EVI (Endocardial
Vascular Intersticial Tissue) em soro de pacientes chagasicos que reagiam contra o
proprio endocérdio desses pacientes (Cossio et al.,, 1974). Alguns destes auto
anticorpos tém alvos especificos, atingindo neurdnios do tecido cardiaco, ou a
cadeia pesada de miosina, alterando substancialmente as funcdes cardiacas
(MacLeanet al., 2014). Células T CD4 tém um papel importante na reacédo contra o
musculo cardiaco como demonstrado por Ribeiro-dos-Santos (1990,1991,1992),
onde foi observado que os danos teciduais em coragfes de camundongos cronicos
eram semelhantes aos danos de pacientes transplantados.

Em relacdo a producéo de citocinas (Tabela 1) durante a infeccdo, estudos
apontam para uma deficiéncia na quantidade de expressaode IL-2 bem como na
expressdo da cadeia ade seu receptor (CD25) na superficie de linfécitos, inibindo a
resposta proliferativa de células T (Tarletonet al., 1988). Por outro lado,citocinas
como TNF-a, IFN-y, IL-5, IL-6 e IL-12 tem sua expressdo aumentada em tecidos,
resultado da intensa inflamacé&o local (Tarleton et al., 1991; Tanovitz et al., 1992). A
infeccdo pelo T. cruzipode induzir uma resposta com perfil Thl que consiste na alta
producdo de IFN-y, TNF-a e IL-12, aumentando a capacidade microbicida de
macrofagos. No entanto, alguns modelos experimentais demonstraram desequilibrio
na producdo dessas citocinas durante a infeccdo aguda e crbnica, e esse
mecanismo pode induzir uma resposta com perfil Th2, com producgéo de IL-4 e IL-10,
aumentando a susceptibilidade do modelo a infeccdo. Em pacientes, a relacao entre
um perfil clinico indeterminado (sem alteracdes cardiacas) e um mais grave pode ser
representada por um equilibrio responsivo do hospedeiro contra o parasita,
caracterizado por um balanco anti-inflamatério na fase indeterminada, com alta
producdo de IL-10, em relacdo a alta expressédo de IFN-y, TNF-a e IL-6 na fase
clinica cardiaca (Dutraet al., 2014; Souza et al., 2014). A alta expressdo dos
receptores de algumas citocinas, como CCR5 e CXCR3 por células T de pacientes,
também estd associada ao status clinico (indeterminado — cardiaco) e ao perfil de

resposta imune, por facilitarem o trafego de células T efetoras (Gomes et al., 2005).



Tabela 1. Perfil de citocinas com expressdo modulada durante infecgéo chagasica.

CITOCINA PRC(:)II:DLUUTLC')A\RA PAPEL MODELO REFERENCIAS
- Recrutamento de
Endotélio . B} . ,
CCL-2 Epitélio monocitos, celulas T e Murino 1 Talvani et al.,, 2004;
: células Dendriticas aos humano 1 Paiva et al., 2009
Fibroblastos y . ~
sitios de inflamacéo
. Recrutamento de células , Sullivan et al., 2011;
CCL-4 Células T NK e mondcitos Murino 1 Marino et al.. 2005
. Recrutamento de leucocitos . Sullivan et al., 2011;
CCL-5 Celulas T e ativacao de células NK Murino 1 Marino et al., 2005
CXCL12 Celulas_ Indugao_ dg I_—|om|ng de Murino 1 Mendes-da-Cruz et al.,
Estromais linfocitos 2006
IEN-Y Células T Ativacdo de macrofagos e Humano 1 Pérez et al., 2011;Reis
Células NK supressédo de células Th2  murino 1  Machado etal. 2014
Células B Humano 1 Pérezetal., 2011; Reis
IL-10 Mc;ilruélﬁasggs Supressao de macréfagos murino 1 Machado ot al 2014
. Ativagdo de células NK e ,
IL-12 Miilyg?:ggs inducéo de células CD4  Murino 1 Tzﬂghon”;t;ﬂ"zlc?fj'
para Thl ’
IL-17 Células T CD4 Igi?géigsdeeﬁgogui%;?od: Humano 1 Pérez et al., 2011;
de memdria fibrc?blast(lnos murino 1 Cobb et al., 2012
Tarleton et al., 1988;
IL-2 Células T Proliferagéo de células T Murino |  Gomez-Garcia et al.,
2005
L4 Células Ativacdo de célulasBe  Humano 1 GT)?rziitha?rlm;(e):tL;I
TMastocitos Supresséo de células Thl  murino 1 2005 !
IL-5 Celu',as T . Cr_esgmento d(? - Murino | Tarleton et al., 1991
Mastécitos diferenciacdo de eosinofilos
Células T Inducé&o de crescimento e béres et al. 2011
IL-6 Macrofagos  diferenciagdo de células Te Humano t g oo o o
Céls. endoteliais B ’
Células T Inibicio de crescimento Pérez et al., 2011:
TGF-B Condrocitos celular, inducéo de Humano 1  Rocha-Rodrigues et
Monécitos secrecdo de IgA al., 2012
Macrofagos Mediador de inflamacéo Talvani et al.. 2004:
TNF-a Células NK local e ativacdo de Humano 1 Saor S 3 o1t
Células T endotélio '

A tabela mostra as principais citocinas com expressao modulada durante infeccdo chagasica,
correlacionando esta expressdo com a formagédo de um ambiente propicio a ativagdo e migracao de

células.

AlteracOes estruturais e fisiologicas também podem ser observadas em

orgaos linféides, particularmente em camundongos. O aumento de volume no bacgo e

linfonodos subcutéaneos foi observado na fase aguda da infeccédo, resultante da

9



ativacdo policlonal e proliferacdo celular nesses 6rgdos (Minoprio et al., 1986; De
Meis et al., 2009). Ja em linfonodos mesentéricos, ocorre efeito inverso, onde ha
intensa atrofia devido & apoptose dos linfocitos (De Meis et al., 2006). Os subtipos
de células T encontrados nos linfonodos e baco incluem modificacdes fenotipicas,
em seus repertorios de TCR e também em seus marcadores de ativacao,
apresentando maior densidade de CD69 e menor densidade de CD62L (Leite-de-
Moraes et al., 1994; Cotta-de-Almeida et al., 2003; Mendes-da-Cruz et al., 2006).0
timo também é um 6rgédo alvo na infec¢do pelo T. cruzi (Savino, 2006), sofrendo
diversas alteracdes no curso da patologia. Sendo um 6rgdo gerador de células T,
essas alteracdes podem estar envolvidas em aspectos distintos da fisiopatologia da
doenca.Em modelos experimentais, durante a fase aguda, esse 6rgdo sofre uma
intensa atrofia que se estende no decorrer da doenca até a fase crbnica e esse
evento é causado principalmente pela deplecdo macica de timécitos com fendtipo
CD4/CD8 por apoptose, reduzindo entdo a regiao cortical do érgdo (Savino et al.,
1989; Leite-de-Moraes et al.,, 1991,1992; Martins et al., 1994). Esses mesmos
timocitos autoreativos, durante a fase aguda da infeccdo, passam pela selecéo
negativa e podem adquirir um fendtipo com potencial autoimune, migrando para
orgédos linfoides periféricos e levando a danos nos sitios inflamatérios (Morrotet al.,
2012). Durante a infeccdo aguda de modelo murino, outras moléculas também tém
expressao alterada e podem induzir efeitos deletérios no timo, principalmente as
caspases 8 e 9, que induzem apoptose de timécitos, apds estimulacdo pelas altas
taxas de glicocorticoides liberadas sistemicamente na infeccéo (Farias de Oliveira et
al., 2013). Em um contexto de fisiologia celular durante o curso da doenca, a
migracdo linfocitaria aos sitios inflamatérios € um dos eventos mais importante na
geracdo da patogénese cardiaca; as populacdes celulares que chegam ao sitio
inflamatério produzem principalmente IFN-y e TNF-a, gerando um perfil tipo Th1,
que, por sua acao pré inflamatdria, induz a lesdes no tecido cardiaco de pacientes

(Rocha Rodrigues et al., 2012), conforme discutido a seguir.

1.1.3.1 A migracao linfocitaria e a progresséo da cardiopatia na doenca

A migragdo celular aos sitios inflamatérios é modulada por processos
biolégicos como recrutamento, rolamento, ancoramento, adesdo, migracao
transendotelial, extravasamento da membrana basal e posicionamento celular, via

sinalizacao de citocinas, e seus respectivos receptores nas células do sistema imune
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(Lannes-Vieira, 2003 et al., Ley et al., 2007; Sigmundsdottir & Butcher et al., 2008),

como demonstrado na figura 3.
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Figura 3. A migracao de células T ao sitio inflamatério. Esquema representativo dos eventos de
migragdo celular a um sitio inflamatoério, como rolamento, ades&o e transmigra¢do, demonstrado
papel de citocinas, seus ligantes e proteina de ECM como a fibronectina no processo. Modificado a
partir de Lannes-Vieira, 2003.

A citocina CXCL12, produzida por células do estroma de tecidos é um
importante fator de recrutamento de células T, e tem sua expressdo aumentada
durante infeccdo murina com T. cruzi (Mendes-da-Cruz et al., 2006), e associada a
fibronectina, proteina de matriz extracelular altamente expressa em tecidos
infectados pelo parasita, pode promover o aumento do potencial migratério de
timécitos no timo durante este evento fisiopatoldgico (Savino et al., 2002; Cotta de
Almeida et al., 2003). Estas mesmas citocinas produzidas de forma autdcrina, em
paralelo com a alta expressao de fibronectina no tecido, estimulam em células TCD4
a expressao de CXCR4 (receptor para a quimiocina CXCL12), e da integrina VLA-4
(receptor para fibronectina) a qual facilita a migracao e infiltracdo dessas células nos
sitios inflamadas em modelos murinos infectados (Cotta de Almeida et al., 2003).

As citocinas TNF-a e IFN-y, por exemplo, além de estarem envolvidas no
controle da infeccdo, também podem determinar o trafego seletivo de células do
sistema imune para sitios de reatividade no miocardio (Silva-Barbosa et al., 1997;
Reis et al., 1997; Higushi et al., 2003). Neste sentido, foi observado que em animais
deficientes para ambos os receptores de TNF-a (TNFRSF1A e TNFRSF1B) sé&o
incapazes de gerar o influxo de células inflamatorias ao miocéardio durante a infeggao
aguda (Perezet al., 2007). Da mesma forma, a associacdo entre TNF-a e a molécula
de matriz extracelular fibronectina, estimula a migracéo ex vivo de células T oriundos

de pacientes chagasicos cronicos (Berbert et al., 2012). Também importantes no
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processo, as citocinas CCL5/RANTES, CCL3/MIP-1, e seu receptor CCRS5,
altamente expresso em células T humanas ativadas na infec¢do chagésica cronica,
concomitantemente com CXCR4, podem servir como marcadores de evolucao da
doenca, jA que sua expressao nas células aumenta seu influxo no tecido cardiaco
(Marinoet al., 2005). Ja a alta expressdo de CCL2/MCP-1 no tecido cardiaco de
camundongos, e pode atuar no controle da carga parasitaria, jA que em modelos
Murinos nocautes para essa citocina, a parasitemia € mais baixa em relacdo aos
controles infectados, e da infiltracdo e ativacdo de células T e mondcitos nos sitios
inflamatorios (Paiva et al., 2009). A acdo combinada entre outras citocinas e
moléculas de matriz extracelular € capaz de aumentar o potencial migratério de
células T em situagBes fisiolégicas (Savino et al., 2004; Ivanoff et al., 2005) e
patologicas (Savino et al., 2007; Gameiro et al., 2010; Pérez et al., 2012). O T. cruzi
também pode alterar a adesdo e migracdo de timdcitos e a liberacdo de células
duplo-positivas CD4"CD8"com potencial autoreativo no sistema, e esse desbalango
no microambiente do timo é causado pelo aumento de expressao de fibronectina no
tecido infectado e seu receptor VLA-4 pelas células T duplo positivas, gerando uma
frequéncia de populacéo celular com fenétipo de potencial auto reativo em 6rgaos
linfoides periféricos, como baco e linfonodos (Cotta de Almeida et al., 2003). Essa
populacdo duplo positiva expressa segmentos de TCR proibidos (TCRVbeta5 e
TCRVbetal2), que sédo deletados no timo em situacdes fisiolégicas normais de
selecéo celular (Mendes da Cruz et al., 2006). Essa modula¢cdo no microambiente
timico pode ser gerada pela secrecdo de trans sialidase (enzima expressa na
membrana de tripomastigotas que auxilia na infeccéo celular) pelo parasita, que por
sua vez afeta a dindmica intratimica dos timdcitos interferindo na diferenciacéo e
sinalizacao intracelulares, e a consequente migracao celular para a periferia (Nardy
et al., 2012). Cabe ressaltar que este escape prematuro de timocitos pode estar
relacionado com a frequéncia de células CD4 ou CD8 HLADR® encontradas em
sangue periférico de pacientes cronicos (Morrot et al., 2013).

Tomados em conjunto, os dados apresentados definem que interacdes entre
a alta expresséo de citocinas, associadas a um desbalanco na rede de ECM como a
fibronectina durante a infec¢cdo chagasica, pode promover o aumento do potencial
migratério de células T ativadas. Essas interacdes quimiotaticas também sé&o
moduladas por outros sistemas, principalmente, os sistemas nervoso e enddcrino,

como descrito a seguir.
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1.1.3.2 O eixo Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal, suas interacdes com o sistema

imune e a modulacdo da migracéo de linfécitos

O eixo HPA (Hipotalamo — Pituitaria — Adrenal), exerce um papel fundamental
na resposta a estimulos internos e externos, principalmente a agentes indutores de
estresse. A atividade do eixo HPA (Fig. 4) é governada pela secrecao de hormdnio
liberador de corticotrofina (HLC) e vasopressina (AVP) pelo hipotdlamo, ativando
asecrecao do horménio adrenocorticotropico (ACTH) pela pituitaria, que por sua vez
estimula a secrecdo de glicocorticoides pelo cortex adrenal. Os glicocorticoides,
entdo, interagem com seus receptores em mdltiplos tecidos-alvo, incluindo o préprio
eixo HPA, onde saoresponsaveis pela inibicdo negativa por feedback da secrecéo
do ACTH pela pituitaria e do HLC a partir do hipotalamo (Juruena et al., 2004).
Durante a resposta inflamatoria, as citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 modulam a maioria
dos eventos de feedback na regulacédo do eixo, e podem, por sinergia, estimular a
liberacdo de ACTH do hipotdlamo e da pituitaria levando ao aumento de producéo
de (glicocorticoides, contrabalancando a resposta inflamatéria. Deste modo,
desequilibrios no funcionamento do eixo HPA, como a alta producdo de
glicocorticoides associada a alta expressdo de citocinas inflamatdrias, podem
resultar em maior susceptibilidade de individuos a doencas inflamatérias (Revisado
por Ader, 2007).
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Figura 4. Circuito neuroenddcrino, o eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal e sua relagdo com
citocinas durante infec¢cbes. Esquema representativo demonstrando ativacdo do eixo HPA a partir
de um processo infeccioso, a produgdo subsequente de cortisol e DHEA, e o feedback de reativagéo
do eixo por citocinas relacionadas a processos inflamatérios. Em azul escuro, hormdnios e citocinas
relacionados ao eixo HPA. Em azul claro, estruturas do sistema neuroenddcrino relacionadas ao eixo
HPA. A Glandulas suprarenais.Adaptado e modificado a partir de Savino & Dardenne, 1995.

Respostas imunes inata e adaptativa estao sujeitas a influéncias regulatérias
provenientes de outros sistemas, em especial o neuroendocrino. Nesse contexto a
resposta enddcrina poderia ter entdo relevancia fundamental na coordenacédo dos
mecanismos de resisténcia, seja na ativacdo e migracdo de células, seja na
regulacédo de mecanismos intracelulares, podendo incidir desse modo no curso da
Doenca de Chagas. Trabalhos anteriores de nosso grupo e outros ja demonstraram
que ha uma intensa relag&o entre o sistema imune e o eixo HPA, a migracédo celular

(Savino et al., 2010; Savino et al, 2012), bem como a evolucdo de
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comprometimento cardiaco em pacientes crénicos (Perez et al., 2011). Nestes
trabalhos prévios, em camundongos infectados, foi observada estase vascular,
aumento na expressdo de fibronectina e laminina, bem como infiltrado de
macrofagos nas glandulas pituitaria e adrenal de modelos murinos infectados
(Corréa de Santana et al., 2006) e, este processo pode desencadear uma producao
desequilibrada de glicocorticéides. No contexto da migracao celular, interacdes entre
hormdnio de crescimento e microambiente timico podem resultar em aumento da
producdo de ECM (fibronectina e laminina) e CXCL12, promovendo a migracédo de
timocitos (Savino et al.,, 2002 e 2012). Em modelos murinos, ja foi descrito que a
infeccdo pelo T. cruzi pode modular diretamente a producdo de hormdnios
relacionados ao eixo HPA, ja& que o DNA do parasita foi detectado no tecido das
glandulas Hipotalamo e adrenal (Corréa-de-Santana et al., 2009) levando a um
evento pré inflamatério, com producdo de TNF e IL-6 exacerbada levando a
hiperatividade do eixo HPA por Feedback, com aumento nos niveis circulantes de
corticosterona, sem contudo alterar os niveis de ACTH e DHEA (Villar et al., 2013;
Lepletier et al., 2013); vale ressaltar que modulacdo semelhante foi descrita em
pacientes crénicos, onde se apresentou aumento na razao Cortisol/ DHEA de acordo
com a gravidade de comprometimento cardiaco (Pérez et al., 2011). O aumento na
producdo de glicocorticoides como a corticosterona € importante no controle da
resposta inflamatoria e na sobrevida de modelos murinos infectados, uma vez que
adrenalectomia ou blogueio dos receptores de glicocorticoides durante a infeccao
aguda culminou no aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias pelos
animais infectados em associagdo com aumento na mortalidade desses animais
(Roggero et al., 2006; Pérez et al.,, 2007). Células Treg também podem ser
moduladas pela expressao exacerbada de glicocorticoides na infec¢cao chagasica, ja
gque em modelos murinos o tratamento com glicocorticoides e IL-2 aumentou a
frequéncia da populacéo de células T reguladoras concomitante com a producéo de
IL-4 e IL-10, gerando efeito protetor aos modelos contra a infeccéo (Gonzalez et al.,
2014). O timo, sendo gerador de células T, também é afetado com o desequilibrio na
producdo de horménios do eixo HPA, e estudos prévios demonstraram que O
aumento na producdo de glicocorticéides e diminuicdo de niveis de prolactina
durante infeccdo chagasica aguda, levam a morte de timécitos por apoptose e
consequente atrofia timica (Lepletier et al., 2012).

Situacbes de estresse crbnico em humanos levam ao prolongamento da

resposta de hormoénios efetores (glicocorticoides e catecolaminas) que pode
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macarretar em efeitos deletérios ao organismo, como a hipercortisolemia crénica que
compromete diversas fung¢des bioldgicas, incluindo metabolismo e morte celular,
crescimento, resposta imune, desenvolvimento da personalidade e comportamento
(Chrousos et al., 2009).A producdo de DHEA em resposta ao estresse inflamatorio
pelas glandulas supra renais, foi descrita como tendo efeito protetor e
imunomodulatério em modelo murino infectado por T. cruzi, onde o tratamento com
DHEA em macré6fagos e modelos murinos infectados, reduziu a parasitemia na fase
aguda (Dos Santos et al.,, 2005) aumentou a producdo de citocinas anti
inflamatorias, como IL-10 e IL-4, (Caetano et al., 2011) e aumentou a producao de

IFN e 6xido nitrico em células (Brazéao et al., 2010).
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1.2 Justificativa

A Doenga de Chagas crbnica grave pode desenvolver uma intensa
cardiopatia. A geracdo desta cardiopatia esta associada a elevada producdo de
citocinas séricas pro-inflamatérias como TNF-qa, IFN-y, IL-6 e CXCL12, entre outras
(Pérez et al., 2011). A resposta inflamatéria no tecido cardiaco esta
associadaafibrose, alta producdo de proteina de matriz extracelular como a
fibronectina que participa do processo de migracdo de células T ativadas ao tecido
inflamado(Savino et al., 2002; Cotta de Almeida et al., 2003.

Citocinas como TNF-a e IL-6, por sua vez, estdo relacionadas também a
ativacdo do eixo HPA (Savino & Dardenne, 1995).Estudos anteriores demonstraram
gue a infeccdoaguda pelo T. cruzi estimula o eixo HPA, ativa a alta producdo de
glicocorticéide sistémico e promove um desequilibrio na raz&o glicocorticéide/ DHEA.
O DHEA tem se mostrado como potencial candidato no tratamento da infeccéo
aguda em modelos murinos, j4 que o tratamento com esse horménio gerou efeito
protetor nos modelos infectados (Caetano et al., 2011). No entanto, ndo exitem
dados relativos ao papel de DHEA sobre a migracdo de células T e seu impacto no
desenvolvimento da Cardite Chagéasica Cronica. Sendo assim, a geracdo de novos
conhecimentos relacionados aos eventos que controlam a migracao de células T aos
sitios inflamatdrios durante a fase crénica da infeccdo, bem como sua relacdo com o
sistema imunoendocrino, podem levar a novas estratégias clinicas de
monitoramento da evolucdo da Doenca de Chagas e o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial migratorio de células T originadas de pacientes chagasicos
cronicos com diferentes formas clinicas de cardiopatia, pela acdo de citocinas e
hormoénios do eixo HPA.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os perfis de citocinas e horménios do eixo HPA relacionados a
inflamac&o no soro dos pacientes, correlacionando com a gravidade da
cardiopatia crénica.

e Avaliar in locu a expressao de citocinas classicamente descritas como
promotoras de migracdo celular na inflamacdo e sua associacdo com a
expressao de fibronectina e o infiltrado inflamatério cardiaco.

e Analisar o potencial migratério de células T sobre fibronectina e citocinas
classicamente descritas como moduladoras do trafego celular (CXCL12 e
TNF-a). Em paralelo, avaliar o perfil de ativacdo de células T apls a
migracao induzida pelos estimulos descritos.

e Avaliar o potencial migratério de células T sob o estimulo prévio de
hormonios do eixo HPA (DHEA e Cortisol) e seu perfil de ativagéo celular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes de estudo.

Pacientes chagasicos, em torno de 125 individuos (com sorologia positiva
para T. cruzi, IgM e IgG), com idades entre 33-76 anos, sendo 45 homens e 80
mulheres, oriundos da Provincia de Santa Fé — Argentina, foram divididos em quatro
categorias: 1) sorologia positiva, com Raio-X (RX) e eletrocardiograma (ECG)
normais - agrupados como “Indeterminados (IND)”. 2) alteracdes no ECG (BDASE,
BRE, BRD, FA, HVE) e RX normal, agrupados como cardiopatas “Moderados —
(MOD)”. 3) alteragbes no ECG e RX foram agrupados como “Graves - GR". 4) o
grupo controle (CT) é constituido de individuos normais (livres de co-morbidades
gue modificam padrdes de resposta imune), pareados por idade aos pacientes
chagésicos.Como critérios de exclusdo, foram consideradas co-morbidades (co-
infeccdes, alergias, distdrbios hormonais) que possam influir no perfil imunoldgico
dos pacientes. As amostras sanguineas dos pacientes e individuos controle do
estudo foram coletadas entre 8-10:00h a.m. para procedimentos experimentais no
mesmo dia, e o plasma obtido via centrifugacéo (400 g, 30 min.) foi separado e
conservado a -80°C. Sobre os aspectos legais e éticos, é importante destacar que
todos os procedimentos descritos utilizados com o material biolégico dos pacientes
provenientes de Rosario - Argentina durante este estudo, foram avaliados e
aprovados pelo Comité de Bioética da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Nacional de Rosario (UNR), (Resolucdo 496/2007 e ampliacédo
2854/2008), sob responsabilidade do Dr. Juan Beloscar, Dr. Oscar Bottasso e da
Dra. Ana Rosa Pérez (Instituto de Imunologia, UNR). A declaracdo consensual ao

estudo e o certificado de aprovacédo do comité de ética encontram-se em anexo.

3.2 Perfil endocrino e de citocinas dos pacientes:

A atividade do eixo Hipotadlamo-adrenal foi avaliada através da mensuracao por
ELISA dos niveis circulantes dos horménios cortisol, ACTH, DHEA e DHEA-sulfato,
bem como citocinas CCL-2, IL-4, TGF-B, IFN-y, TNF-qa, IL-17, IL-6 e IL-10 do soro

coletado previamente dos pacientes, conforme descrito anteriormente. As
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concentracdes de citocinas foram determinadas utilizando o KIT comercial de ELISA
para as citocinas descritas (Becton Dickinson/Pharmingen, CA, USA). Os limites de
detecgéo utilizados foram IFN-y: 4.7 pg/ml; IL-6: 0.1 pg/ml; IL-17: 15 pg/ml; IL-10: 7.8
pg/ml; TNF-a: 7.8 pg/ml; CCL-2: 7.8 pg/ml; IL-4: 2 pg/ml; e TGF-B: 7.8 pg/ml.
Hormonios plasmaticos  foram determinados por imunoensaio  de
eletroquimioluminescéncia (RocheDiagnostics, Switzerland) e os limites de deteccao
utilizados foram Cortisol: 2.5 ng/ml; DHEA-s: 0.1 ng/ml; As analises de creatina
quinases no miocardio (CK-MB) e oOxido nitrico foram determinadas por teste
colorimétrico comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina).Todas as amostras foram

processadas individualmente com duplicatas e lidas na faixa de 450nm.

3.3.Separacdao de células mononucleares (PBMCs) de sangue periférico.

Para avaliacdo de potencial migratorio e citofluorimetria, foram utilizadas
células mononucleares de sangue periférico dos individuos normais e chagasicos
cronicos. ApoOs a retirada do soro/plasma, o material sanguineo sedimentado €
separado por gradiente de centrifugacdo em solucdo de Ficoll-Hypaque® (10771,
Sigma, USA). O sedimento, em torno de 10ml, é diluido 1:1 em tampédo PBS
(Phosphate Buffered Saline (P4417, Sigma, USA) a 25°C e acondicionado
lentamente sobre o Ficoll, na proporcdo de 10 ml para cada 20 ml de sangue diluido.
O material é centrifugado a 400 g por 20 minutos em temperatura ambiente. A
camada de células mononucleares presente na interseccao Ficoll/sangue é retirada
lentamente através de pipetagem manual, sendo entdo o material lavado por duas
vezes em PBS/Soro Bovino Fetal a 10% (300 g por 5 minutos cada)Ap6s, o nUmero
de células viaveis € determinado em camara de Neubauer® com auxilio de

microscopio Optico e exclusdo de células mortas por Azul de Trypan.

3.4 Migracgéo celular em camaras Transwell®.

Para avaliacdo do potencial migratorio de PBMCs e do efeito de moléculas de
matriz extracelular (ECM) como a Fibronectina, citocinas como TNF-a e

CXCL12,bem como hormoénios como DHEA e Cortisol foram realizados ensaios de
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migracéao in vitro utilizando-se camaras de Transwell® (Costar Corning, USA), onde
as células coletadas foram depositadas sobre insertos especificos para cada
estimulo descritoacima combinados ou ndo. As PBMCs retiradas no procedimento
3.3, foram contadas (1x10° células por poco) e acondicionadas em camara de
migracéo vertical in vitroTranswell® (Cat. 3421, Corning, USA). Os insertos de cada
placa foram tratados previamente com cada estimulo (Fibronectina Humana 10
pg/mL (F2518, Sigma, USA),CXCL12 Humano 200 ng/mL (350-NS-010, R&D
Systems, USA) por 1h na estufa a 37°C e TNF-a humano 250 pg/mL (210-TA-100,
R&D Systems, USA)combinado ao inserto da Fibronectina por 15 minutos). ApGs o
tratamento, os mesmos insertos foram bloqueados com Albumina sérica bovina
(A9418, Sigma, USA) por 45 minutos na estufa. Para avaliacdo de modulacdo por
horménios do eixo HPA, como DHEA (D09549, Sigma, USA) e Cortisol (H4001,
Sigma, USA), as células foram previamente tratadas por 16h com concentracfes
especificas de horménios combinados ou ndo (107, 10® mg/mL), sendo
posteriormente inseridas na camara como descrito acima sobre estimulo de
fibronectina. As células foram entdo acondicionadas sobre o inserto tratado e a placa
foi colocada em incubacdo na estufa a 37°C por 4h. As células migrantes
depositadas na parte inferior do inserto sdo contadas em camara de Neubauer® e
preparadas para os ensaios de citofluorimetria.

3.5 Citofluorimetria

Para avaliar o perfil de ativacdo, bem como a expressdo de receptores
membranares relacionados aos eventos de migracao celular, PBMCs migrantes e
ndo migrantes do procedimento 3.4 foram marcadas com anticorpos especificos,
adquiridas por um Citbmetro de Fluxo e os dados analisados por software
especifico. As células adquiridas foram centrifugadas (300 g por 5 minutos) e
blogueadas com soro normal humano AB puro (3uL por 15 minutos); foram
adicionados entdo os anticorpos especificos contra moléculas humanas conjugados
e seus isotipos controle murinos em cada po¢o (diluigao 1:10, 10uL por 20 minutos),
de acordo com a marcagédo esperada (anti humano CD4 APC Cat. 555349, CD8
PERCPCat. 347314, HLADR FITCCat. 555811, VLA4 PECat. 555503, CD184
APCCat. 555976 ,IlgG1 APCCat. 555751, IgG1 PERCPCat. 559425, IgG1 FITCCat.
559532, 1gG1 PECat. 554680, Becton & Dickinson, USA). A aquisicao das amostras
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foi feita utilizando citdmetro de fluxo FacsARIA (Becton & Dickinson, USA), sendo a

andlise realizada com o uso do programa computacional Summit®.

3.6 Anélise histolégica do infiltrado inflamatério no tecido cardiaco de

pacientes chagéasicos cronicos e individuos controle

Amostras de tecido cardiaco post mortem de pacientes chagasicos crbénicos e
individuos controle foram coletadas para andlise histoldgica do infiltrado inflamatorio
e determinacao in locu de citocinas e ECM. Para analise de infiltrado, foi realizada
coloracdo por hematoxilina e eosina em cortes parafinados. Na desparafinizacéo e
hidratagdo, os cortes foram incubados por 2 vezes durante 10 minutos em xilol e,
posteriormente, levados a 3 recipientes diferentes contendo alcool absoluto durante
2 minutos em cada; logo a seguir, os cortes foram deixados em &agua corrente
durante 1 minuto. Durante a coloragéo, os cortes foram deixados por 10 minutos em
hematoxilina, lavados em &gua corrente por 1 minuto, e incubados em solucdo de
eosina por 3 minutos. Para analisar a expresséo de fibronectina, CXCL12 e TNF-a
nos cortes parafinados de tecido cardiaco, as amostras foram desparafinadas e
hidratadas na sequéncia de dois banhos de xilol por 10 min e banhos de alcool
absoluto, 95% e 70% e agua destilada por 3min cada. Apés, dois banhos de PBS
por 5 min. cada. O material € imerso em tampao citrato de sédio (10mM, pH 6) e
inserido no microondas com poténcia maxima, fazendo 2-3 ciclos de 5 minutos cada.
Repetir o banho de PBS e feito o bloqueio dos receptores Fc com PBS/BSA/Soro de
cabra 2% por 1h. Foram entdo aplicados os anticorpos primarios purificados anti FN
(DAKO, Cat. A045, 1:50), anti CXCL12 (Santa Cruz, Cat. SC6193, 1:20) e anti TNF-
a (Abcam, Cat . ab1793, 1:25) por 16h, e apds mais dois banhos de PBS por 5 min.,
foram aplicados os respectivos anticorpos secundarios, diluidos 1:400, como anti
coelho Alexa 488 (Invitrogen, Cat A11008 ), anti cabra alexa 488 (Invitrogen, Cat.
A11055 ) e anti camundongo Alexa 488 (Invitrogen, Cat. A11001 ) por 45 min. com
mais duas lavagens de PBS por 5 min. cada. Apds os procedimentos, as laminulas
foram montadas sobre as laminas com meio de montagem Prolong Anti fade
(Invitrogen, Cat. P36966) e analisadas em microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio
Imager A2 esoftware Axiovision Release. A guantificacdo da média de intensidade
de fluorescéncia foi determinada com software ImageJ, através da analise de cinco

campos aleatérios para cada marcacgao e grupo de estudo.
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3.7 Analises estatisticas.

As comparacOes e as andlises de correlacdo foram efetuadas utilizando-se
métodos paramétricos e ndo parameétricos. As variaveis de categoria foram
avaliadas pelo método do qui-quadrado e probabilidade exata de Fisher. Para
determinacdo das andlises quantitativas, com comparacdo entre 0s grupos de
pacientes e o controle, foram utilizados o teste One Way ANOVA, com pés teste de
Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis. Um valor de p<0.05 sera considerado

estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

41 O aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatérias e um
desequilibrio no eixo Hipotadlamo-adrenal estdo diretamente relacionados

a gravidade da cardiopatia nos pacientes chagéasicos cronicos.

Para avaliar a expressdo de citocinas, bem como sua correlagdo com a
gravidade da cardiopatia chagéasica, foram realizados inicialmente experimentos
para verificar os niveis circulantes destas moléculas no soro de individuos com

diferentes graus de comprometimento cardiaco, conforme ilustrado na figura 5.
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Figura 5. Perfil de citocinas séricas, marcador de lesdo e expressao de NO nos grupos de
estudo. Citocinas circulantes inflamatérias do soro de pacientes chagasicos estdo aumentadas de
acordo com diferentes graus de miocardite, bem como expressao de 6xido nitrico. O marcador de
lesdo tecidual CK-MB permanece semelhante entre os grupos. Barras representam erro padrdo de
cada grupo. CT= individuos controle (n=18), IND= indeterminados (n=17), M= moderados (n=13) e
GR= graves (n=13). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005. (Pérez AR, Berbert LR, 2011).

Foi observado que, de acordo com a gravidade da doenca, ha um aumento
gradual da expressdo de citocinas descritas classicamente como pré-inflamatérias,
como TNF-a, IL-6, IL-17, IFN-y, que por sua vez modulam processos imunes
relacionados ao recrutamento e acao local de linfocitos nos sitios inflamatoérios. Por
outro lado, citocinas anti-inflamatoérias (IL-4, IL-10 e TGF-B) também estédo
aumentadas nos grupos de pacientes. Cabe ressaltar que o marcador de leséo
cardiaca, o CK-MB, se mantém em niveis semelhantes durante o curso da cardite.
Visto que ha correlacdo entre expressdo de citocinas, comprometimento
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cardiaco,bem como o envolvimento de horménios do eixo HPA, principalmente o
cortisol, com essa modulagéo, procuramos avaliar a expressao de hormoénios ligados
ao eixo Hipotadlamo-adrenal (Fig. 6).

Os horménios ACTH (adrenocorticotrépico ou corticotropina) e o cortisol,
mantiveram niveis séricos semelhantes ao grupo controle, porém, nos niveis de
DHEA-s (Dehidroepiandrosterona sulfato) circulantes houve uma queda gradual
relacionada a gravidade da doenca. Essa queda, por sua vez, aumentou a razao
cortisol/DHEA-s, causando um desequilibrio no eixo Hipotalamo-adrenal, o que pode

estar relacionado a eventos imunes na Doenca de Chagas.
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Figura 6. Perfil endécrino sérico nos grupos de estudo. Horménios relacionados ao eixo HPA
(ACTH e Cortisol) em pacientes chagasicos com diferentes graus de cardiopatia se mantém em niveis
semelhantes. A queda nos niveis de DHEA-s promove o aumento da razdo cortisol/DHEA-s (UA;
unidades arbitrérias).Barras representam erro padrdo de cada grupo. CT= individuos controle (n=18),
IND= indeterminados (n=17), M= moderados (n=13) e GR= graves (n=13). *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.005. (Pérez AR, Berbert LR, 2011).

4.2 A migracdo de células Tex vivo € aumentada de acordo com a gravidade

da cardiopatia dos pacientes chagasicos, através de diferentes estimulos.

A migracdo de células T para sitios inflamatérios pode ser modulada por um
conjunto de eventos relacionados a expressdo de citocinas e ECM, entre outros.

Para determinar a expresséo in locu de citocinas e ECM classicamente descritas
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como auxiliares no processo de trafego celular, foi realizada andlise do tecido
cardiaco de individuos controle e pacientes do grupo de estudo. Durante andlise
histologica de tecido cardiaco de pacientes chagésicos, foi observado intenso
infiltrado inflamatoério, bem como aumento de expressao FN, CXCL12 e TNF-a (Fig
7) comparados aos individuos controle, demonstrando que in locu, o complexo
formado por estas moléculas pode influenciar o trafego de células no tecido
inflamado.Sendo assim, para corroborar com o resultado obtido na andlise tecidual,
avaliamos a resposta migratéria ex vivo de células T oriundos de pacientes com
diferentes graus de comprometimento cardiaco, sob os diferentes estimulos,
fibronectina, CXCL12 e TNF-a, combinados ou n&o (Fig. 8).
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Figura 7. Andlise histol6gica e imunofluorescéncia do infiltrado inflamatério no tecido cardiaco
dos grupos de estudo. A expressdo de citocinas quimiotaticas em tecido cardiaco humano de
pacientes crbnicos e individuos controle demosntra in locu, que estas moléculas estéo co localizadas
ao infiltrado inflamatdrio caracteristico da fase cronica da infec¢do, podendo estar associadas ao
influxo de células ao tecido. Imagens representativas de uma amostra por grupo. CT = controle,
CARD = cardiacos (Moderados e Graves), HE = hematoxilina e eosina, FN = fibronectina. Aumento
de 20X. Analise de Média de Intensidade de Fluorescéncia obtida na mensuracédo de 5 imagens por

grupo de estudo (CT, n=1 e CARD, n=2). FN, TNF e CXCL12 marcados em verde, nicleos celulares
em azul.
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Figura 8. Anélise do potencial migratério de PBMCs sobre estimulos quimiotaticos. Migracéo
linfocitaria por Transwell® sobre diferentes estimulos demonstra que o potencial migratério esta
associado a condigdo clinica dos pacientes e o estimulo especifico. Células T foram submetidas a
migragdo ex vivo mediante estimulo (FN — Fibronectina, CXCL12 e TNF-a, combinados ou n&o).
Dados representativos de 4 experimentos com duplicatas, onde foram obtidos pools de células para
cada ensaio (CT, n=3; IND, n=3; MOD, n=3, GR, n:3g. Valores finais apds subtracdo dos valores
iniciais pelos de BSA (controle ndo quimiotéxico) e 5x10° células iniciais de cada grupo por poco. CT=
individuos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01;
***<0.005; Valores de p analisados em compara¢gdo com grupo controle, para cada estimulo.

Foi observado que o estimulo dessas moléculas aumenta a resposta
migratéria de células T de maneira individual nos pacientes, principalmente os com
maior gravidade cardiaca. Em relacdo as moléculas combinadas como fibronectina e
CXCL12, e principalmente fibronectina e TNF-a (0 TNF-a sozinho ndo estimula
migracdo), h4A um aumento ainda maior desta resposta migratéria, corroborando a
hip6tese das intera¢cdes moleculares no estimulo & migracao linfocitéria.

A partir da obtencdo das amostras celulares (PBMCs), antes e depois dos
ensaios funcionais para cada estimulo, foi determinada a regido de analise, por
citofluorimetria, a partir da qual a correlacdo entre os grupos foi avaliada (Fig. 9).
Sendo a expressdo de um dos receptores de fibronectina(integrina VLA4) e do
receptor da quimiocina CXCL12 (CXCR4), fatores muito importantes no fluxo da
migracao celular, avaliamos também a expressdo destas moléculasnas populacdes
de células Totais, dentro dos grupos de estudo (Fig. 10) antes dos ensaios de
migracao, porém, nenhuma diferenga significativa foi encontrada, tendo as células
provenientes de todos os gruposo fendtipo semelhante para que seja induzido o

sinal de adeséo / migracéo a depender do estimulo.
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Figura 9. Imagens representativas de tamanho e granulosidade de PBMCs obtidas dos
individuos controle e grupos de pacientes chagasicos cronicos. As analises de correlacéo,
expressdo de marcadores e comparacdo entre grupos foram realizadas a partir da regido selecionada
previamente nos graficos, determinada pelo tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) de células T.
Imagens representativas de uma amostra por grupo analisadas no software Summit® apds aquisi¢céo

no citbmetro de fluxo. CT= individuos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e
GR=graves.
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Figura 10. Perfil de expressdo de CXCR4 e VLA4"" em células T totais. O percentual de células
T CD3'CXCR4" (A) e CD3*VLA4™M™ (B) demonstra alta expressio dos receptores para CXCL12 e
fibronectina neste grupo celular. CT= individuos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e

GR=graves.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em comparagdo com grupo
controle.

4.3 As populagbes de células T ativadas podem ser moduladas de acordo

com o estimulo de migragao e gravidade da cardiopatia nos pacientes.

Para avaliar o fenétipo de ativagdo das células T migrantes e correlacionar
essa expressao com o percentual de influxo nos ensaios de migracao ex vivo, foi
analisada a expressdo do marcador HLADR*VLA4" nas células T antes e apds
migracéo, nos diferentes grupos. Como demonstrado na figura 11, na avaliagdo do
namero de células T dentro das PBMCs obtidas, ndo houve diferencas significativas
entre o percentual de células TCD4 e CD8 entre os grupos. Ja na analise de
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moléculas definidas como marcador de ativacdo antes da migracdo, ha uma
tendéncia biolégica de aumento gradual do percentual destas células dentro da
populacdo de células TCD4 entre os pacientes em relacdo aos controles e, na
populacdo de linfocitos CD8 a diferenca no percentual das células HLADR'VLA4"
em relacdo ao controle, é bastante significativa, corroborando o fato de que as

células destes grupos ja estariam previamente sensibilizadas pela infec¢éo crénica.
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Figura 11. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 antes da migrac&o ex vivo. Percentual
de célulasCD4 (A) e CD8 (B), bem como % de células T HLADR'VLA4" dentro de cada subpopulacéo
demonstra aumento dstes grupos celulares de acordo com a gravidade dos grupos de estudo. CT=
individuos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01;
***pn<0.005; Valores de p analisados em comparagéo com grupo controle.

A partir da obtencdo de células migrantes apds os ensaios funcionais, sob o
efeito de cada estimulo pré-determinado na figura 8, analisamos o percentual de
INPUT das populacdes de células TCD4 e CDS8, e também das células destas
subpopulagdes que expressam o fendtipo de ativacdo HLADR'VLA4". Foi observado
que o estimulo da fibronectina (Fig. 12), ndo induz diferencas entre os percentuais
de INPUT das subpopulacbes de células TCD4 e CD8, porém ha um pequeno
aumento de células CD4 ativadas dentro dos grupos de pacientes em relacdo ao
grupo controle, e uma diferenca significativa de células CD8 ativadas dentro dos

grupos cardiacos (moderados e graves) em relagdo ao controle, corroborando dados
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anteriores que demonstram a importancia das células T CD8 na progressdo da
cardiopatia chagésica. J& nas células estimuladas pela quimiocina CXCL12 (Fig. 13),
evento semelhante entre as subpopulacfes se mantém, demonstrando também a
tendéncia de aumento de percentual de células T CD4 e CD8 ativadas dentre os

grupos de pacientes.
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Figura 12. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 apds migracdo ex vivo com estimulo de
fibronectina. Percentual de INPUT de célulasCD4 (A) e CD8 (B), bem como % deINPUT de células T
HLADR'VLA4" dentro de cada subpopulagdo apds migracdo com estimulo de FN (fibronectina)
demonstram que hd modulagéo das subpopulagbes de células T ativadas de acordo com 0s grupos
de estudo. CT= individuos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05;
**p<0.01; **p<0.005; Valores de p analisados em compara¢cdo com grupo controle.
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Figura 13. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 ap0s migrac¢do ex vivo com estimulo de
CXCL12. Percentual de INPUT de célulasCD4 (A) e CD8 (B), bem como % de INPUT de células T
HLADR'VLAA4" dentro de cada subpopulacdo apés migragédo com estimulo de CXCL12 demonstram
que had modulacdo das subpopulacfes de células T ativadas de acordo com os grupos de estudo CT=
individuos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01;
***<0.005; Valores de p analisados em comparagédo com grupo controle.

No estimulo combinado entre a fibronectina e CXCL12 (Fig. 14), seria
esperado um aumento tanto no potencial migratério quanto nas diferencas
percentuais entre as subpopulacdes e seus perfisfenotipicos de ativacdo, porém,
assim como nos estimulos em separado, somente foi observada um pequeno
aumento nos percentuais de INPUT entre as subpopulacdes e seu fendtipo de
ativagdo, sendo interessante observar que nesse estimulo combinado, o influxo de
células T CD4 é pouco maior no grupo de pacientes graves em relacdo aos

controles, mas em nimeros menores que das células T CD8.
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Figura 14. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 ap4s migracdo ex vivo com estimulo de
fibronectina e CXCL12. Percentual de INPUT de célulasCD4 (A) e CD8 (B), bem como % de INPUT
de células T HLADR'VLA4" dentro de cada subpopulagdo ap6s migracdo com estimulo de FN
(fibronectina) combinado com CXCL12 demonstram que h& pouca modulacdo das subpopulagdes de
células T ativadas de acordo com os grupos de estudo. CT= individuos controle, IND=
indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01; **p<0.005; Valores de p
analisados em comparagéo com grupo controle.

Classicamente, a citocina TNF-a por si s6 ndo estimula a migragao, porém,
guando associada a outras moléculas, e no contexto da migracdo celular,
afibronectina, pode gerar um aumento significativo tanto no potencial de migracdo de
PBMCs quanto influenciar no percentual de influxo de linfécitos ativados (Fig. 15).
Células T CD8 ativadas, como descrito nos resultados anteriores, tendem a migrar
em maior porcentagem em relacdo as células T CD4 ativadas, gerando uma
diferenca significativa entre o grupo cardiaco, formado por moderados e graves, e 0
grupo controle, determinando assim que essa associacao de moléculas € importante
na migragao funcional dos linfécitos bem como na sua ativagéo.

Todos os estimulos descritos neste conjunto de resultados sdo importantes
indutores do transito de células aos sitios inflamatorios, porém, sistemicamente ha
outros estimulos, principalmente hormonais, que poderiam modular os eventos de
migracdo agindo sobre células do sistema imune, como cortisol e DHEA, conforme

descrito a sequir.
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Figura 15. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 ap0s migrac¢do ex vivo com estimulo de
fibronectina e TNF-a. Percentual de INPUT de células CD4 (A) e CD8 (B), bem como % delNPUT de
células T HLADR'VLA4" dentro de cada subpopulacdo apdés migracdo com estimulo de FN
(fibronectina)combinado com TNF-a demonstram que ha modulagéo das subpopulagfes de células T
ativadas de acordo com os grupos de estudo. CT= individuos controle, IND= indeterminados, MOD=
moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em comparagéo
com grupo controle.

4.4 Hormonios relacionados ao eixo HPA podem modular a migracdo de
PBMCs de individuos controle e cardiacos de acordo com suas

concentragoes.

Considerando também uma possivel modulacdo de horménios do eixo
Hipotalamo-adrenal (DHEA e cortisol) sobre os eventos migratorios, foi também
avaliado o potencial de migracdo das células T dos individuos controlee cardiacos
(moderados e graves), tratados previamente com DHEA e cortisol, sobre
fibronectina(Fig. 16), baseado no desequilibrio resultante destes dois horménios
durante a fase crbnica da Doenca de chagas, como demonstrado na figura 6.
Observamos que a migracédo linfocitaria ex vivo pode ser modulada por estimulos
hormonais, em diferentes concentragfes, tanto em individuos controle, como nos
cardiacos. Foi observado um aumento do potencial migratério das PBMCs de

individuos controle apds o tratamento hormonal, principalmente quando héa
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diminuicdo da concentracdo de DHEA, bem como com a combinacao entre 0 mesmo
e o Cortisol, corroborando com o fator biol6gico do aumento da razao entre cortisol e
DHEA em pacientes cardiacos que poderia incrementar o potencial migratério
destas células ao sitio inflamatério. Também interessante, dentro do grupo cardiaco,
€ gue foi observado um aumento significativo desse potencial migratério com
tratamento hormonal, mesmo estas células jA sendo previamente sensibilizadas
pelas concentragdes fisiologicas sistémicas destes horménios durante a infecgéo
cronica destes pacientes, o que demonstra que os linfécitos poderiam ser reativados

/ sensibilizados em uma nova apresentagao a esses hormaonios in vitro.
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Figura 16. Andlise do potencial migratério de PBMCs ap6s pre tratamento com horménios
relacionados ao eixo HPA. Pools de PBMCs de cada grupo (n = 3-4 amostras / grupo) foram
submetidos a migragéo ex vivo mediante estimulo de fibronectina pés-tratamento hormonal por 16h
em cultura com DHEA e cortisol, demonstrando que a ha modulagdo da migragdo pelo contato das
células T com os hormdnios em cultura prévia. Dados representativos de um experimento com trés
diferentes amostras (pools) de individuos controle (CT) em A e pacientes cardiacos (CARD —
moderados e graves) em B. Pre tratamento com diluente Etanol (ET) como controle, Cortisol (C) e
DHEA (D), em suas respectivas concentrac6es (mg/ml). 5x10° células iniciais de cada grupo por
poco. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em compara¢cdo com grupo controle em
etanol, para cada estimulo / concentragéo.

Para avaliar o percentual de INPUT das subpopulacbes de células TCD4 e
CDS8 e se sua ativagao poderia ser afetada pelo tratamento hormonal, a expressao
destes marcadores foi analisada ap0s o0s ensaios funcionais de modulagéo
imunoenddcrina.

Apés o tratamento hormonal em diferentes concentragbes associado ao
estimulo de fibronectina, ndo ha diferengcas no INPUT de células CD4 e CD8 (Fig.
17), porém, um detalhe interessante € que neste aspecto, a subpopulacéo de células
CD4 tende a migrar mais, quando comparada ao grupo CD8. Porém, com o pré-

tratamento hormonal, houve uma purificagdo destas subpopulacdes, j& que as
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PBMCs acondicionadas em cultura tendem a se separar em populacdes mieldides,
mais aderentes, daslinféides, proporcionando uma maior porcentagem de linfécitos
para a realizacdo do experimento. Em relacdo ao INPUT de células ativadas destes
grupos, ha diferenca entre as células do grupo cardiaco e o controle, principalmente
gquando comparada a subpopulacdo CD8, demonstrando uma possivel correlacao
entre a combinacdo e a concentracdo dos hormoénios do eixo HPA, a associacao
com a fibronectina e o influxo de células T CD8 reativas ao sitio inflamatorio.
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Figura 17. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 ap6s migragcao ex vivo e pré tratamento
de horménios do eixo HPA. Percentual de INPUT de célulasCD4 (A) eCD8 (B), bem como % de
INPUT de células T HLADR'VLA4" dentro de cada subpopulac&o ap6s migragéo com estimulo de FN
(fibronectina) apos pre tratamento com horménios. Etanol (ET) como controle, Cortisol (C) e DHEA
(D), em suas respectivas concentra¢cées.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em
comparacdo com grupo controle em etanol, para cada estimulo / concentracdo. Barras claras =
individuos controle (CT), e barras escuras = pacientes cardiacos moderados e graves (GR).

Em conjunto, os dados referentes ao estimulo combinado de moléculas de
matriz extracelular, citocinas e horménios e o aumento do potencial migratério de
células T durante a infeccéo chagasica cronica, demonstram que a associagao entre

estas moléculas pode promover uma possivel rota na evolucdo da cardiopatia

chagésica, a partir do influxo de células T.
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5 DISCUSSAO

Os dados apresentados neste trabalho demonstram uma intensa relacao
entre expressdo de citocinas/quimiocinas, desequilibrio hormonal no eixo
Hipotadlamo-adrenal e evolucdo da gravidade da cardiopatia na Doenca de Chagas
Humana. Trabalhos prévios do nosso grupo (Corréa-de-Santanaet al., 2006;
Smaniotto et al., 2010), bem como do grupo de colaboracéo deste projeto (Pérez et
al., 2011 e 2012; Roggero et al., 2012) ja demonstraram que, em modelo murino, ha
uma modulagdo  sistémica destes eventos envolvendo  hormonios,
quimiocinas/citocinas e moléculas de matriz extracelular, o que corrobora os dados
agui apresentados, e relativos a pacientes chagasicos.

No primeiro conjunto de dados apresentados e ja publicados deste trabalho
(Pérez et al., 2011), foi demonstrada uma intensa correlacdo entre a expressao de
citocinas relacionadas a respostas inflamatérias (TNF, IFN, IL-6, IL-17) e a gravidade
da cardiopatia nos grupos de pacientes. Estas citocinas,por sua vez modulam
processos imunes relacionados ao recrutamento e acao local de linfocitos nos sitios
inflamatoérios, conforme descrito em trabalhos do nosso e outros grupos,
principalmente em modelo murino na fase aguda da doenga. Por outro lado, houve
aumento paralelo na produgéo de IL-10 e IL-4 no curso da cardite cronica, que néo
demonstrou ser suficiente para uma polarizacdo de perfis Thl para Th2. Cabe
ressaltar que o marcador de lesdo cardiaca, o CK-MB, se manteve em niveis
semelhantes durante o curso da cardite, mesmo que através dos exames clinicos de
Raios X e Eletrocardiograma tenham sido apresentadas disfungcdes no
funcionamento cardiaco. Evento semelhante foi descrito por Okamoto (2014), onde
foram avaliados diversos biomarcadores de comprometimento cardiaco em infeccéo
chagasica, e CK-MB também manteve niveis semelhantes entre 0s grupos
cardiacos.

Para correlacionar a producdo de citocinas, a gravidade cardiaca e a
modulacdo do processo por horménios do eixo HPA, foram analisados os niveis
destas moléculas no soro dos diferentes grupos de pacientes bem como nos
individuos controle. Foi observado que os hormoénios ACTH e o cortisol, mantiveram
niveis séricos semelhantes ao grupo controle, porém, nos niveis de DHEA-s
circulantes houve uma diminui¢do gradual relacionada a gravidade da doenca. Essa

diminuicdo, por sua vez, aumentou a razdo cortisol/DHEA-s, causando um
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desequilibrio no eixo Hipotalamo-adrenal, o que pode estar relacionado a eventos
imunes na Doenca de Chagas. A ativacdo do eixo HPA, somada a expressao de
cortisol, normalmente induz a producdo de DHEA e DHEA-s, que estdo envolvidos
em mecanismos imunomodulatorios, por exemplo, na diminuicdo dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias como IL-2, IL-6 e IFN-y(Yen et al., 2001; Knoferl et al.,
2003; Straub et al.,, 2002), bem como, em paralelo com o cortisol, induzir efeitos
deletérios no organismo conforme previamente descrito, porém, esses mecanismos
ainda ndo estdo bem elucidados (Hazeldine et al., 2010), Nosso grupo demonstrou
em 2011 a primeira correlacdo entre razéo cortisol / DHEA-s e o comprometimento
cardiaco na Doenca de Chagas, e o0 mesmo evento esta envolvido em outras
infeccbes como tuberculose e AIDS (Bozza et al., 2007; Chittiprol et al., 2009).
Interessante ressaltar que apesar dos niveis séricos de cortisol serem altos, porém
semelhantes entre os grupos, nao pareceu haver correlacdo com a alta expressao
de citocinas pro inflamatérias. Alteracdes no eixo HPA ja foram demonstradas
durante a fase aguda da infeccdo em camundongos (Corréa-de-Santanaet al.,
2006), principalmente no contexto da alta liberacdo de glicocorticoides, cujo bloqueio
na fase aguda promoveu um intenso processo inflamatorio, aumentando a letalidade
no modelo (Roggero et al., 2006; Pérez et al., 2007). Correlacionando com a
expressdo de citocinas observada no resultado anterior, a diminuicdo da producao
de DHEA-s nos pacientes cardiacos esta diretamente relacionada ao aumento de
TNF-a, ja que seu bloqueio durante o tratamento em doencas autoimunes resultou
na alta da producdo do horménio DHEA-s (Ernestam et al., 2007). A alta producao
de citocinas pro-inflamatorias, por sua vez, poderia restringir alguns eventos do eixo
HPA, bloqueando os efeitos estimulatérios do ACTH sobre as glandulas pituitaria e
adrenais (Vankelecom et al., 1990; Gaillard et al., 1990; Jaattela et al., 1991). Sendo
assim, a diminuicdo relativa da acdo anti-inflamatéria do cortisol poderia estar
relacionada com o desequilibrio nos processos inflamatoérios envolvidos em danos
ao miocérdio e modulacdo de um perfil Thl e Th17 durante a fase cronica da doenca

em pacientes.
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Figura 18. Mecanismos que sugerem uma regulacdo neuroimunoenddécrina anormal em
pacientes chagasicos crdonicos. Altos niveis circulantes de citocinas pro-inflamatérias derivadas da
infeccdo associadas ao desbalan¢o na producédo de horménios do eixo HPA (1Cortisol/DHEA) podem
favorecer a génese da miocardite crénica (Adaptado e modificado a partir de Pérez AR, Berbert LR,
2011).

Determinadas as primeiras andlises de perfil inflamat6rio e enddcrino nos
grupos de estudo, e procurando correlacionar estes perfis e a migracado celular ao
miocardio e a progressdo da gravidade nos modelos, foi avaliado o potencial
migratorio de linfocitos sobre estimulos classicamente descritos no fluxo de células e
uma possivel modulacdo imunoenddcrina sobre o processo. Primeiramente,
conforme observado nos resultados de migracdo ex vivo, a presenca de estimulos
guimiotaxicos como fibronectina e CXCL12, combinados ou ndo, ja aumentam a
resposta migratéria de linfécitos de pacientes chagasicos, e o mesmo efeito foi
demonstrado em modelo murino, na migracdo de timdcitos, demonstrando o
complexo molecular que modula a migragéo (Savino et al., 2002; Savino et al., 2004;
Cotta de Almeida et al., 2003; Mendes da Cruz et al., 2006). Esses dados também
estdo relacionados com a expressao dessas moléculas no tecido cardiaco, in locu,
de pacientes chagéasicos, e da expressdao de CXCR4 e VLA4, receptores de
fiboronectina e CXCL12, observada nos linfécitos dos diferentes grupos,
demonstrando que estas células ja apresentam um fendtipo prévio que possibilita o
aumento do seu potencial migratorio, correlacionado com a expressdo das

moléculas alvo no tecido. Cabe ressaltar que outras moléculas de matriz extracelular
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associadas a fibronectina, como a laminina, podem estar participando destes
eventos, tanto por ser uma proteina que também € altamente expressa durante a
infeccdo causando fibrose e remodelamento de ECM no tecido cardiaco
(Magalhdes-Santos et al., 2002; Garzoni et al., 2008; Calvet et al., 2009), facilitando
a interacdo do parasita na célula (Mattos et al., 2012; Nde et al., 2012), quanto
participando do fluxo de linfécitos durante processos autoimunes em modelo murino
infectado (Silva-Barbosa et al., 2000). A combinacao da fibronectina com TNF-a, que
por sua vez € altamente expresso nos pacientes cardiopatas (Pérezet al., 2011;
Pissetti et al., 2011; Rocha-Rodrigues et al., 2012; Dutra et al., 2014), induz a um
aumento ainda maior na resposta migratéria destes linfocitos, demonstrando mais
uma vez a intensa relacdo entre a expressao de citocinas e outras moléculas muito
presentes nos eventos de migracao celular em infeccdes, e proteinas de ECM como
a fibronectina, principalmente na Doenca de Chagas humana, conforme
demonstrado nos resultados iniciais deste trabalho.

O influxo de subpopulacdes de células T CD4 e CD8 é um delineador de
evolucdo da fisiopatologia desta infec¢cdo, porém, em pacientes crénicos, a
proliferacdo de linfocitos € menor, comparada aos pacientes agudos e individuos
controle em resposta a moléculas do parasita, bem como sua capacidade de
ativagdo (Giraldoet al., 2013; Longhi et al.,, 2014), e, também nesse contexto,
linfécitos B produtores de IL-10 estariam participando dos processos
imunoregulatérios com outros linfécitos (Fares, 2013). A molécula co estimulatoria
HLA-DR tem sido descrita como marcadora de ativacdo de células T humanas e esta
associada aos fenétipos descritos em pacientes chagéasicos para células efetoras
(Giraldoet al., 2011) e reguladoras (Araujo et al., 2007). Além disso, esta molécula
estd associada ao background genético que pode conferir resisténcia a infeccéo
chagasica em pacientes (Faéet al., 2000; Nieto et al., 2000; Del Puerto et al., 2012 e
2013). No mesmo contexto, a expressao da integrina VLA-4 em linfocitos foi descrita
como marcador de evolugdo clinica em pacientes com miopatia, como Distrofia
Muscular de Duchenne (Pinto Marizet al., 2010; Barthélémy et al., 2014). Estas duas
moléculas associadas, e sua expressao em linfocitos, tendem a ser um marcador
classico de ativacédo e evolucdo clinica em pacientes chagasicos que por sua vez
potencializam a migracdo e agao efetora dos linfécitos no sitio inflamatério.

As PBMCs circulantes derivadas dos diferentes grupos deste estudo possuem
subpopulacdes semelhantes de células T CD4 e 8, e, no percentual de células T
ativadas (HLADR'VLA4"), houve diferencas entre os grupos de pacientes em
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relacdo aos individuos controle, corroborando com dados deste trabalho com outros
grupos que demonstraram que células T ativadas estdo presentes em pacientes,
mesmo com a resposta proliferativa reduzida (Piedras et al., 1997; Giraldo et al.,
2013; Longhi et al., 2014). Apo6s analise do potencial migratorio sobre diferentes
estimulos quimiotaticos, foram observadas modula¢des nos percentuais de INPUT
de células T CD4 e 8. O estimulo da proteina fibronectina, além de promover o
influxo de células nos ensaios in vitro (por ser altamente expressa no tecido cardiaco
mediante infeccdo chagasica) pode também estimular a expressdo da integrina
VLA4, e, como observado nos resultados deste trabalho, houve uma tendéncia do
aumento do marcador de ativacio HLADR'VLA4" na subpopulacdo de linfocitos
CD4, mas com diferencas significativas de células T CD8 entre os grupos de
pacientes em relacdo aos controles, demonstrando uma possivel correlacéo entre a
expressao de um importante fator potencializador de migracdo e adesao celular (FN)
com o trafego de uma subpopulacgéo linfocitaria (CD8) que por sua vez € relacionada
aos danos teciduais durante o processo inflamatério. J& na migracdo ex vivo de
células estimuladas pela quimiocina CXCL12, que também € altamente expressa em
sitios inflamatérios, a frequéncia populacional se mantém semelhante entre as
subpopulac¢des, demonstrando também o aumento de percentual de células T CD4 e
CDS8 ativadas dentre os grupos de pacientes. Classicamente, a citocina TNF-a por si
s6 ndo estimula a migracdo, e cabe destacar que ndo existem estudos
sistematizados que estabelecam uma relacdo entre os niveis de expressdo de
mediadores quimiotaticos combinados com a expressdo de moléculas de matriz
extracelular e evolucéo clinica na doenca. Porém, quando o TNF-aesta associado a
fibronectina, pode gerar um aumento significativo tanto no potencial de migracéo de
PBMCs quanto influenciar no percentual de influxo de linfécitos ativados, conforme
observado nos dados deste trabalho e outros do grupo (Berbertet al., 2012; Berbert
et al.,, 2014 — manuscrito em preparacéo). Células T CD8 ativadas, como descrito
nos resultados anteriores com fibronectina e CXCL12, tendem a migrar em maior
porcentagem em relacdo as células T CD4 ativadas, gerando uma diferenca
significativa entre o grupo cardiaco, formado por pacientes moderados e graves, e 0
grupo controle, determinando assim que essa associacdo de moléculas € importante
na migracao funcional dos linfécitos bem como na sua ativagéo, ja que a fibronectina
facilita o trafego celular pelo tecido e o TNF-a € um potente sinalizador para células
T, conforme ja demonstrado em trabalhos do nosso grupo em migracdo timocitaria

em modelo murino (Pérez et al., 2012) e pacientes chagasicos (Kroll-Palhares,
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2008). Tomados em conjunto, os dados observados na migracdo de linfocitos in vitro
estimulada por fatores potencializadores do evento, como fibronectina, CXCL12 e
TNF-a, demonstram que estas moléculas promovem um maior trafego de
subpopulacdes linfocitarias ao sitio inflamatorio, principalmente de células TCD8
citotoxicos, que persistem na resposta cronica ao antigeno parasitario,
possivelmente contribuindo para a gravidade dos danos teciduais nessa situacao
(Berbertet al., 2012; Morrot et al., 2012; Silverio et al., 2012; Berbert et al., 2014 —
manuscrito em preparacao).

Considerando também a modulacdo de horménios do eixo Hipotalamo-
adrenal sobre os eventos migratérios, foi também avaliado o potencial de migracdo
das células T dos individuos controle e cardiacos (moderados e graves) cultivados
previamente com DHEA e cortisol sobre fibronectina, baseado no desequilibrio
resultante destes dois hormdnios durante a fase crénica da Doenca de Chagas
(Pérez et al., 2011). A migracéo linfocitaria ex vivo péde ser modulada por estimulos
hormonais, em diferentes concentracfes, tanto em individuos controle, como nos
cardiacos e foi observada uma tendéncia de aumento do potencial migratério das
PBMCs de individuos controle apds o tratamento hormonal, principalmente quando
h& diminuicdo da concentracdo de DHEA, bem como com a combinacdo entre o
mesmo e o Cortisol, corroborando com o fator biolégico do aumento da razéo entre
cortisol e DHEA observado em pacientes cardiacos chagasicos (Pérez et al., 2011),
bem como com malaria (Libonati et al., 2006). O estresse causado pelas
concentracbes de cortisol no sistema promove desequilibrio em eventos de
migracao e diferenciacdo celular, principalmente no timo, érgao gerador de linfécitos
(Pérez et al., 2012; Lepletier et al., 2012, 2013 e 2014). Também interessante,
dentro do grupo cardiaco, onde foi observado um aumento significativo desse
potencial migratério com tratamento hormonal, mesmo estas células ja sendo
previamente sensibilizadas pelas concentracdes fisiologicas sistémicas destes
hormdnios durante a infec¢do crénica destes pacientes, o que demonstra que 0s
linfécitos poderiam ser reestimuladospor esses hormonios in vitro, aumentando seu
potencial migratorio, poréem, ndo ha dados na literatura que associem estes eventos
ao aumento do trafego de linfocitos em infecgbes, porém, nossos dados
demosntraram uma tendéncia de influxo de células T CD8 ativadas apds os
estimulos hormonais, corroborando resultados ja descritos neste trabalho e
aumentando a importancia da combinacdo de um fator promotor de migracéo celular

como a fibronectina com a modulacdo imunoenddcrina observada nos pacientes.
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6 CONCLUSAO

A alta expresséo de citocinas pro-inflamatoérias relacionadas a gravidade da
cardiopatia, bem como o desequilibrio na razdo cortiso/DHEA neste mesmo
contexto, podem ser considerados um delineador da evolucéo clinica da Doenca de
Chagas, mesmo sabendo que ha uma relacdo de causa e efeito entre os eventos
que ainda néo foi bem estabelecida devido ao imenso numero de variaveis a serem
analisadas na fisiopatologia da doenca.

Tomados em conjunto, os fatores apresentados neste trabalho,
demonstraram uma intensa relacdo entre o0s sistemas imune e enddcrino,
principalmente entre o conjunto de moléculas ja classicamente descritas como
guimiotaticas, como FN, CXCL12, e TNF-a e os horménios do eixo HPA, como
DHEA e Cortisol (Fig. 19) e a migracdo de células T com fenétipo de ativagdo. O
conhecimento sobre a interacdo destas moléculas nos eventos de migracédo
linfocitaria na Doenca de Chagas cronica humana pode levar a uma possivel
intervencao terapéutica sobre o potencial migratorio dos linfécitos ao tecido cardiaco

infectado, modulado pelo tratamento hormonal com DHEA.

CXCR4
\H/'E24DR T TNF-a e CXCL12 INDETERMINADO — MODERADO — SEVERO

/

FN €&—>

CORTISOL /
DHEA

Figura 19. Esquema representativo das conclusdes observadas do trabalho de tese. O
esquema demonstra que interacdes imunoenddcrinas entre citocinas pro-inflamatérias, proteina de
matriz extracelular e horménios do eixo HPA podem aumentar o potencial migratério de células T ao
sitio de inflamacéo, promovendo uma possivel via de geracéo de cardiopatia chagasica.
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7/ PERSPECTIVAS

Nos resultados de avaliacdo funcional de estimulos migratérios, ha
necessidade de outras combinagbes entre as moléculas determinadas para o
estudo, como por exemplo, associacdo entre fibronectina, TNF-a e CXCL12 bem
como outras que sejam classicamente envolvidas no mesmo estimulo, como a
laminina. Dentro desse mesmo contexto, a atividade migratéria diferenciada de
subpopulacdes de células TCD4 e CD8, deveria ser avaliada a partir de uma selecéo
e separacdo prévia destes grupos de células, comparando, de maneira mais
substancial, as diferencas funcionais entre as mesmas. Ensaios de migracao
transendotelial com estimulos produzidos por células de tecido cardiaco infectadas
por T. cruzi também demonstrariam um melhor modelo sistémico in vitro para
determinacao da influéncia deste complexo de moléculas.

No mesmo contexto descrito na avaliacdo funcional de estimulos migratorios,
ha perspectiva da analise da modulacédo por horménios do eixo HPA, e sua relacao
com citocinas, avaliando diferentemente as subpopulagées de linfocitos, com pré-
tratamento dos hormoénios previamente descritos e suas concentracdes, somado aos
outros estimulos moleculares relacionados ao projeto, como fibronectina, CXCL12,
TNF-a e suas combinac¢des, bem como bloqueio dos receptores hormonais.

Para relacionar a expressao das citocinas inflamatérias e ECM descritas no
projeto, entre outras, também sdo necessarias avaliacbes de co-localizacdo destas
moléculas no tecido cardiaco via imunofluorescéncia. O resultado poderia
determinarin locu, que a expressao destas moléculas, associadas a outras citocinas

e ECM, esta associada a formacdao de infiltrado inflamatério de células T.
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9.1 DECLARACAO DE CONSENTIMENTO CEDIDA AOS PACIENTES DO
PRESENTE ESTUDO DE COLABORACAO FIOCRUZ - UNIVERSIDADE
NACIONAL DE ROSARIO.

HRV2CHHOWE BN
HDOLIRISTE RO Y
BRR2SINQEE BE

Dese 9
pooew

EEX TR &

EER XX
DOPQD S
eeeedu
seseaew
peveas; | .
Peoee &
SeBO S Y

Programa de Investigacion en Chagas

Instituto de Inmunologia y Carrera de Especializacién en Cardiologia de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNR, Argentina. instituto Oswaldo cruz, Rio de Janeiro , Brasil

Estimado Sefior/a: Profesionales de la Universidad Nacional de Rosario y del Instituto
Oswaldo Cruz han proyectado un estudio de investigacion titulado: “Estudios fenotipicos y
Funcionales en células inmunocompetentes de sujetos con evidencia seroldgica de
infecciéon por Trypanosoma cruzi. Respuesta inmuno-endocrina y su relacion con la
capacidad migratoria de células T y la severidad de la patologia”.

Por haber vivido en zona de vinchucas y haber sido picado/a por ellas, o por ser hijo/a de
madre con Chagas o bien por haber recibido una transfusién de sangre contaminada con
el pardsito, Ud. tiene la Enfermedad de Chagas. El pardsito ha tomado contacto con su

. sangre y las defensas del cuerpo han tratado de luchar contra ese agresor. De esta forma
puede suceder que el pardsito sea controlado o bien que su corazén se enferme.

Existen medicamentos que tratan de eliminar al parasito, pero su eficacia depende de
cada persona y del momento de la enfermedad que se administre.

Este estudio pretende identificar y clasificar a las células que combaten la infeccion y a
otros factores solubles que intervienen en el proceso de la enfermedad. Los resultados de
esos estudios probablemente nos ayuden a identificar otros tipos de medicamentos o
terapias que puedan prevenir o curar la Enfermedad de Chagas.

Si Ud. estd de acuerdo, le tomaremos una breve historia clinica, le haremos un
electrocardiograma y radiografia de torax y/o ecocardiograma y le extraeremos sangre de
su brazo. Una vez que tengamos los resultados de la investigacién le informaremos a su
médico de los nuevos conocimientos adquiridos.

El Servicio de Cardiologia del Hospital Centenario y su Consultorio de Enfermedad de
Chagas estén a su disposicién.

Muchas gracias por su colaboracién !!!!
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9.2 FICHA CLINICA DOS PACIENTES DE ESTUDO (FRENTE E VERSO) COM
AVALIACAO DO CARDIOLOGISTA RESPONSAVEL.

Nombre y Apellido: - N
Edad: Lugar y fecha de nacimiento:

Domicilio actual:

Tiempo de residencia en zonz endémica:

Tiempo de residencia en Rosario (fecha de migracion):

Teléfono:

Ocupacion:

Nivel de estudios:

Fecha aproximada de diagnéstico de Chagas:

Circunstancias del diagndstico:

Laboral .o Embarazo........................ Dador de sangre.................. Servicio militar.........
Chequeo......ccooeveueunn.. SINtOMAs 0 SIGNOS...vcccece OTMOS.coieeit ettt
Cigarrillo/dias...cousmvessmnes Fuma desde que edad..........................

Alcohol (Si/no): v Bebida /Cantidad diaria:...ccccoeveeevunnn.n.

Otros:factores de riesgo CoNOCIAOS i s nnsmssrm o s i S e Y s on Soe St

Otras enfermedades @S0CiaTas:. .. ..o iriieie ettt e et et
Serologia (constar tiUloS Y FECRAS) ..ot e et

HAI ELISA............. IFlece.

Medidas antropométricas:

Peso...vcciceeene. - Altura: ...
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Circunferencia de cintura:. .

Circunferenciz de cadera............

Circunferencia de brazo:.............

Bresioniarterialimmmmanmmmmasiemros Frecuencia Cardi@tat. ..o e
Rx de torax: ICT>0.55 No Si .

ECG: Normal Alterado

Otros examenes complementarios:

Periodo de Enfermedad de Chagas
Crénico Indeterminado
Cronico con cardiopatia: LEVE MODERADA SEVERA

a) Arritmias y/o trastornos de conduccion y/o trastornos primarios Q-ST-T
b) Insuficiencia cardiaca

Fecha: _ Investigador Derivante:
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9.3 8.3 DECLARACAO DO COMITE DE ETICA PARA USO DE AMOSTRAS DE
PACIENTES DO ESTUDO

“2007 - Afio de la Seguridad Vial"

. ROSARIO, 28 de agosto de 20

VISTO: la presente nota mediante la cual el Director del Instituto de
Inmunologia, Dr. Oscar A. Bottasso, eleva para su evaluacién el proyecto de
investigacion titulado: “Estudios fenotipicos y funcionales en células inmunocompetentes
de sujetos con evidencia serologica de infeccién por Tripanosoma cruzi”; y

CONSIDERANDO:

QUE, la Comisi6n de Biodtica de esta Casa de Estudios ha emitido su
opinién en estas actuaciones concluyendo que lo considera aceptable desde el punto de

’ vista ético;
QUE, de acuerdo a lo informado por la citada Comisién, la Secretaria de
Ciencia y Técnica de esta Institucion sugiere se autorice la realizacion del proyecto de
referencia desde el punto de vista ético;

POR ELLO,

EL DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
RESUELVE:

ARTICULO 1°.- Autorizar desde el punto de vista ético el proyecto de investigacion
titulado “ESTUDIOS FENOTIPICOS Y FUNCIONALES EN CELULAS
INMUNOCOMPETENTES DE SUJETOS CON EVIDENCIA SEROLOGICA DE
’ INFECCION POR TRYPANOSOMA CRUZI”, dirigido por el Dr. Oscar Adelmo
BOTTASSO (DNI N° 10.246.713) por los motivos enunciados en la presente resolucién.-

ARTICULO 2°.- Registrese, comuniquese y girese a la Secretaria de Ciencia y Técnica
para su conocimiento y %cibn fehacientemente del interesado. Cumplido,
archivese.-

RESOLUCION N° 496/2007.-

Y Prof. Dr. Carlog D. Crisci
\ w(t"

(ey© / m«ru‘g &

e g " JIVERSIDAD NACICMAL DE ROSERIU
ENTRO SALIO 2 z "&‘(ﬁﬂﬂm

A s FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
Santa Fe 3100 - Rosario (200) > Te: (0341) 480 4558 al / finedic.unr.edu.ar
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MESA DE ENTRADAS y S4LIOAS
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