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RESPOSTA PROLIFERATIVA DAS CELULAS T CONTRA A
CRUZIPAINA NA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

Roberto C. Pedrosa, Edson A Saad, Julio Scharfstein e
Alexandre Morrot Lima

A natureza dos antigenos do T. cruzi, bem como dos fatores do bospedeiro que
contribuem para a cardiopatia chagdsica tem sido intensamente investigada nestes
ultimos anos. Nesse contexto, a caracterizagdo funcional das populacées de linfocitos T
reativos na fase crénica da doenga é particularmente relevante. No presente trabalbo,
Dbretende-se analisar a resposta proliferativa de células mononucleares de sangue
periférico de pacientes acometidos com a forma cardiaca da doenga de Chagas. Os
estudos se restrigem d cruzipaina, a cisteino-protease majoritaria do T. cruzi, uma
glicoproteina altamente imunogénica em pacientes chagasicos. Utilizando o indice de
estimulacdo (IE) das culturas de células mononucleares como critério de avaliagdo de
reatividade celular, analisamos 24 individuos: doadores normais (n = 8), cardiopatas
ndo-chagadsicos (n = 8) e cardiopatas chagdsicos crénicos (n = 8) sem outras
associagdes morbidas. Pela andlise de varidncia observou-se que os IE dos pacientes
chagdsicos sdo significativamente mais altos do que o valor observado 1nos demais
grupos (p = 0,0001) enquaito o teste de comparagdes miiltiplas de Tukey revelou que a
média do IE dos individuos normais e cardiopatas ndo-chagdsicos ndo difere
significativamente entre si. Nossos estudos indicam que a resposta dos linfocitos T, face
a cruzipaina, estd exclusivamente associada 4 doenga de Chagas. A andlise do
repertorio de epitopos T da cruzipaina e do padrdo funcional de reatividade (Th1/Th2)
de linfocitos T de sangue periférico estd sendo presentemente conduzida. Em vista da
abundante expressdo de cruzipaina presente em amastigotas, é possivel que linfocitos T
anticruzipaina participem das reacdes inflamatorias associadas com a cardiopatia
chagdsica. A caracterizag¢do destas subpopulagcdes poderd oferecer possiveis subsidios
para a identificacdo de marcadores de cardiopatia chagdsica.
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Doenga de Chagas. Linfocito T.

A doenca de Chagas é endémica no
continente Americano (América do Sul e
Central) a tal ponto de que estimativas da
Organiza¢do Mundial de Saide apontam que
entre 16 a 18 milhoes de pessoas estdo
infectados pelo Trypanosoma cruzi e que
mais de 90 milhdes estio sob risco de
contaminagio® ## . Estudos epidemioldgicos
feitos no Brasil indicam que 8 a 9 milh&es de
habitantes de zonas endémicas estdo infectados,
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dos quais 20% apresentam alteracdes
eletrocardiograficas compativeis com lesoes
miocardicas especificas da cardiopatia chagisica
cronica (CCC)'7. Segundo Dias™ mesmo que a
doenca fosse erradicada hoje, teriamos,
por mais de 30 anos, milhares de pacientes
necessitando de cuidados médicos,
principalmente na forma crénica cardiaca. E
esta continua sendo a forma de apresentac¢io
da doenga de Chagas mais controvertida no
que se refere 4 sua patogenia.

Um nimero crescente de trabalhos, com
utilizacado de métodos variados de exames,
vem reconhecendo a presenga de anomalias
cardiacas em expressiva percentagem de casos
ditos “indeterminados™ ' # % Assim, Lopes e
cols®, em um estudo histolégico, compararam
coracdes de pacientes chagisicos que faleceram
sibitamente com outros falecidos por
insuficiéncia cardiaca congestiva. Concluiram
que qualitativamente o processo é semelhante
porém, quantitativamente diferentes. Estas
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lesbes sao caracterizadas fundamentalmente
por focos de infiltrado inflamatério
mononucleares no miocardio. Carrasco-Guerra
e cols®, estudando bidpsias endomiocardicas
de pacientes chagisicos crénicos nas diversas
formas clinicas, observaram que 60% dos
pacientes sem qualquer evidéncia de disfun¢do
miocardica apresentavam alteragdes a
microscopia 6ptica, eletrdnica e histoquimica.
Houve maior incidéncia e gravidade de lesdes
nos grupos com alteragdes eletrocardiograficas.
Pereira Barreto e cols®, mostraram que o
infiltrado inflamatério esteve presente em
cerca de 65% das biépsias endomiocirdicas
dos pacientes com alteracdes eletrocardiograficas
(com ou sem insuficiéncia cardiaca congestiva)
e em 37% dos pacientes na forma
indeterminada. Higuchi e cols®, procurando
caracterizar mais detalhadamente o aspecto de
atividade da miocardite (linfocitos intimamente
acolados ao sarcolema das fibras cardiacas)
destes grupos de pacientes chagisicos,
constataram que a miocardite em atividade era
mais freqiente e mais acentuada no grupo
com insuficiéncia cardiaca congestiva (92%),
seguindo-se o grupo sem insuficiéncia
cardiaca (62%) sendo rara e discreta na forma
indeterminada (15%). Relatos recentes de
estudos clinicos refor¢am a natureza progressiva
da cardiopatia chagasica cronica® .

Todos esses achados fornecem fortes
evidéncias de que a inflamac¢dao com agressio
as fibras cardiacas tem papel fundamental na
evolucdo da cardiopatia chagasica cronica e na
descompensac¢io cardiaca. A evolugdo clinica
da doenca seria reflexo de uma continua
progressio da destruicio de fibras cardiacas. O
infiltrado inflamatério nio representa uma
agressio adicional, como admitido no passado,
mas sim um elemento essencial para o
processo de destruicio das fibras miocArdicas
através possivelmente do mecanismo de auto-
imunidade® 3 ou reacido de hipersensibilidade
mediada por células, atuando paralelamente a
partir de um estimulo originado pela presenca
do parasital 38161920 3(1.

Os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento das lesdes cardiacas contudo
ainda nio sio completamente conhecidos.
Entre outras possibilidades, considera-se
plausivel que pertubacdes no sistema
imunoldgico causadas pela interacao entre o
parasita € o hospedeiro possam promover
lesdes miocardicas.

Ao longo dos altimos anos, varios antigenos
do Trypanosoma cruzi foram caracterizados.
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Entre estes, a cruzipaina (forma nativa
purificada da cepa Y epimastigota)®”*®* destaca-
se pela intensidade das reacdes humorais e
celulares®? que provoca em pacientes
chagasicos. Em estudo recente, a atividade
bioquimica e a estrutura parcial deste antigeno
foram descritas. A cruzipaina & uma enzima
proteolitica, da familia das “cisteino-proteinases”,
localizada em compariimentos do sistema
endossomal-lisossomal e bolsa flagelar do
parasita®.

Como previamente sugerido® ®®, a dupla
funcio independente (atividade proteolitica e
imuno-estimulatoria) da cruzipaina com seu
potencial inflamatério, pode ter participagao
fundamental na patogenia da doenga de
Chagas.

Os dados apresentados a seguir sugerem
que a reacdo T linfocitaria face a cruzipaina é
um componente importante da imunidade
celular contra T cruzi. A anilise do repertorio
de epitopos T reconhecidos por linfécitos T
anticruzipaina deve ser investigada, como
parte de esforcos voltados para a identificagao
de marcadores da cardiopatia chagdsica .

MATERIAL E METODOS

Entre Novembro de1990 e Maio de 1995, os
pacientes admitidos no ambulatério de
Cardiomiopatia do Servi¢o de Cardiologia do
HU-UFR] com reacio de hemaglutinacdo
indireta e imunofluorecéncia indireta positivas
para doenga de Chagas, bem como aqueles em
que os resultados ndo foram inequivocos e
que tiveram reacao positiva para cruzipaina
pela técnica de ELISA®, foram considerados
elegiveis para uma investigacdo que se propoe
estabelecer a utilidade dos diversos métodos
de exploragao cardiologica no diagnostico
precoce do dano miocardico. Foram
respeitadas as recomendacoes da OMS* e da
Declaracdo de Helsinki (1963) revisadas em
Veneza (1983). Este estudo foi aprovado pelo
comité local. Foram excluidos pacientes
soropositivos para doenga de Chagas que
apresentassem concomitantemente hipertensio
arterial sistémica, doenga pulmonar obstrutiva
crbnica, miocardiopatia de qualquer outro tipo
ou etiologia, doencas orovalvares reumdticas,
cardiopatias congénitas e coronariopatia
obstrutiva ou portadores de disfuncdo
imunolégica. O grupo relacionado foi
constituido por 103 pacientes chagasicos, dos
quais 25 (24,3%) encontravam-se no grupo If e
111 da classificaciio de Los Andes® (Figura 1).
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Figura 1 - Classificagdo clinica-hemodindmica de Los Andes.

A presente casuistica foi composta por 8
individuos normais; 8 pacientes cardiopatas
ndo-chagisicos com insuficiéncia ventricular
esquerda e 8 pacientes cardiopatas chagasicos,
selecionados de modo aleatério dentre os 25
chagasicos, sendo cinco com insuficiéncia
cardiaca congestiva (grupo III de Los Andes) e
trés sem manifestacdo clinica de insuficiéncia
cardiaca (grupo 1 de Los Andes). A idade,
peso, altura e sexo dos individuos normais
foram similares aos pacientes dos grupos de
cardiopatas nao-chagasicos e cardiopatas
chagasicos (p = 0,87; Tabela 1). Os pacientes se
encontravam ambulatorialmente em
condi¢io clinica estivel e todos recebiam
tratamento medicamentoso otimizado
(digital/diurético/captopril) para prevenir o
desenvolvimento de edema periférico e
manter o peso corporal (xlkg enquanto em
acompanhamento), débito urindrio 2 1500mi/dia
e concentra¢io plasmatica de eletrélitos dentro
da variacio normal. Os medicamentos foram
suspensos 48 horas precedendo qualquer
exame. Nenhuma complicacdo ocorren como
resultado do estudo.

D)

2)

3)

Todos os pacientes foram submetidos a:

avaliacdao clinica: Para os pacientes
chagisicos foi usada a classificagdo clinica-
hemodindmica de Los Andes® (Figura 1). O
critério de insuficiéncia cardiaca congestiva
aplicado foi baseado naquele usado no
“Framingham Heart Study”® Como parte do
estudo basal de cada paciente foram
realizados os seguintes exames: hemograma
completo; urindlise; exame de fezes;
determinacio de glicemia, creatinina e
colesterol sérico;

avaliacio radiolégica® ¥, eletrocardiografia de
repouso e dindmica (Holter) assim como
ecocardiografia bidimensional com doppler
intracavitario®;

ensaio da resposta T linfocitaria: células
mononucleares de sangue periférico dos
cardiopatas e dos individuos normais foram
isoladas através de centrifugacido por
densidade em Ficoll-Hipaque. Ap6s o
isolamento, as células foram congeladas e
mantidas em nitrogénio liquido. Para os
ensaios de proliferacio, as células foram
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cultivadas em meio RPMI-1640
(Gibco) suplementado por gentamicina,
B-mercaptoetanol, L-glutamina e 10% de um
pool de soro humano AB testado previamente
para toxicidade e mitogenicidade. 2 x 10
células/orificio foram cultivadas em placas de
96 orificios de fundo plano por 5 dias na
presenca do antigeno ou somente com meio.
As culturas foram pulsadas com (3H] timidina
nas Gltimas 18 horas de cultura. A [2H] 2
timidina incorporada ao DNA das células i
proliferantes foi medida por cintila¢io liquida =
e representada como cpm x 103 + SD (cpm =
contagem por minuto). O IE foi obtido pela
razdo cpm da amostra estimulada por
cruzipaina/cpm do meio de cultura. Os
ensaios proliferativos de cada paciente foram
testados pelo menos 3 vezes assim como dos
individuos normais. A concentracio de
cruzipaina foi de 2upg/ml, dose esta,
estabelecida em trabalho anterior? através da
realizacao de curvas dose resposta.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas. As principais
caracteristicas clinicas e exames complementares
dos individuos normais e dos pacientes com =
cardiopatia chagisica e ndao-chagasica
encontram-se na Tabela 1. O tratamento
medicamentoso nao foi significativamente
diferente entre os grupos de cardiopatas .
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Resposta proliferativa. Os resultados da
Figura 2 e Tabela 2 mostram uma grande
variabilidade na intensidade de resposta
especifica 2 forma nativa da cruzipaina no
grupo de pacientes cardiopatas chagasicos,
avaliada pelo IE apresentado por estas
culturas (média de 4,28 + 2,25; AIQ de 3,75 ¢
CV de 52,57%). O mesmo nao aconteceu no
grupo de individuos normais (média de 1,21
0,22; AIQ de 0,30 e CV de 18,68%) € no grupo
de cardiopatas ndo-chagésicos (média de 1,24
£ 0,23; AIQ de 0,29 e CV de 18,669%). Onde
AIQ representa a medida de variabilidade e CV
o coeficiente de variabilidade.
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5
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Idade

Pela anilise de variancia, observou-se que
os 1E dos pacientes chagisicos sdo
significativamente mais altos do que o valor
observado nos demais grupos (p = 0,0001),
enquanto o teste de comparacodes maltiplas
de Tukey revelou que a média do IE dos
individuos normais e cardiopatas ndo-chagasicos

is clinicas.
m + SD
40 + 16,6

508+ 11,1

8
=

(n=8)

Cardiopatias
Assinergia =

Tabela 1 -
Normais
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nio difere significativamente entre si (Tabela 2
e Figura 2).

Tabela 2 - Andlise estatistica do indice de estimulagdo.

Grupo N Média DP p-valor
Normais 8 1.21 0.22

Nio chagisicos 8 1.24 0.23 0.0001*
Chagdsicos 8 4.28 2.25 "

* Resultado da ANOVA.
** Significativo ao nivel de 5%.

Andlise estatistica. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variincia “one-way”
(ANOVA) para justificar se existe diferenga
significativa no IE entre 0s trés grupos
(individuos normais/cardiopatas nio-
chagasicos/cardiopatas chagasicos). O teste de
Tukey foi aplicado para determinar quais os
grupos que diferem entre si. O critério de
determinacio de significincia foi o nivel de
5%. O software usado foi o Systat.

DISCUSSAO

Existem controvérsias a respeito da
patogénese da cardiopatia chagisica’ ¥%. Tem
sido demonstrado, tanto na doenca humana
quanto em modelos experimentais, que durante
a fase aguda ocorrem lesdes inflamatorias
focais, necrose dos midcitos e ninhos de
amastigotas no coragiao'. Estas observacdes
sugerem que a patogénese das lesdes
cardiacas na forma aguda, pelo menos na sua
fase inicial, estd relacionada a4 presenca de
parasitas intracelulares® e a evolugio deve,
muito provavelmente, estar relacionada a
viruléncia da cepa e a eficicia protetora do
sistema imunolégico do individuo infectado.

O assunto mais controverso reside na
patogénese das lesdes tardias da fase cronica,
quando os parasitas sdo escassos. Na busca de
um maior entendimento sobre este processo,
muitos pesquisadores tém sido levados a
analisar componentes parasitarios e do
hospedeiro possivelmente implicados nestas

Relativo @ média

Normais

Né&o chagésicos

Chagasicos

Figura 2 - Distribuigdo do indice de estimulagdo da resposta T linfocitdria nos diferentes grupos.
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rea¢des. Varios aspectos tém sido abordados,
sendo dada uGltimamente maior &nfase na
caracterizacio das subpopulacdes de células T
e dos antigenos por estes reconhecidos® 2 3,
além das hipéteses que preconizam a
participagdo de mecanismos auto-imunitarios.

Uma das hipéteses postula a participagio
de mecanismos imunologicos, diretamente
estimulados por antigenos parasitarios,
ocasionalmente liberados nos tecidos. Baixas
concentragdes de antigenos parasitarios
podem ser suficientes para recrutar infiltrados
mononucleares para o local das lesdes
primérias, ampliando o processo inflamatério?.
Recentemente, Higuchi e cols®, em material de
autopsia, utilizando anti-soro policlonal contra
antigenos do T. cruzi, demonstraram nitida
associagdo entre a presenca de antigeno do 7.
cruzi e inflamag¢do moderada ou acentuada no
miocérdio. Estudando as subpopulacoes de
linfécitos, que infiltram o miocdrdio em
biopsias endomiocirdicas de pacientes com
miocardite crénica chagésica, Higuchi e cols®
verificaram que as células T formavam 95% do
infiltrado e que as células CD4+ (linfécitos T
auxiliares) estavam em menor propor¢iao do
que as células CD8+ (citotdxicas), e apresentavam
diminuida expressio de suas moléculas de
superficie. Dado semelhante foi encontrado
por Reis e cols em material de autopsia®. Esses
autores, também, verificaram que havia um
reduzido ntmero de linfécitos, expressando
receptor para IL-2. A quantidade de IL-2
sintetizada pelas células CD4+ é um fator
importante na determinac¢io da magnitude da
resposta imune. Assim, 0s autores sugeriram
existir um desequilibrio imunolégico em
pacientes com a forma cronica cardiaca da
doenca de Chagas para o qual, possivelmente,
o T. cruzi teria papel fundamental. Esta
demonstrado experimentalmente que o T, cruzi
tem a capacidade de diminuir a expressao das
moléculas de superficie dos linfécitos,
induzindo a imunodepressio no hospedeiro®* %,
A falta de um dos dois subgrupos
(CD4+/CD8+) leva 4 diminuicdo da inflamagio
e, portanto, da agressio inespecifica a fibras
cardiacas nio parasitadas, mas acarreta um
aumento do parasitismo intracelular e maior
mortalidade.

O presente estudo demonstra que a
cruzipaina na forma nativa é capaz de
estimular células mononucleares de sangue
periférico de pacientes chagésicos crdnicos
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com comprometimento cardiaco avangado
(grupos II e III de Los Andes). As respostas
proliferativas apresentaram intensidade variavel
(CV de 52,57%). Além dos fatores relacionados
com o polimorfismo de MHC (complexo
principal de histocompatibilidade) classe 11
esta variabilidade pode ser reflexo do
comprometimento miocirdio variavel entre os
grupos II e III, definido por métodos
histoquimicos e microscopia eletrénica¢,
fazendo supor que a miocardite evolui por
surtos durante o decorrer da vida do paciente,
sendo mais freqiente e mais grave, na fase
que culmina com a descompensagdo cardiaca.
E razoavel admitir que tal resultado possa ter
consequiéncias patoldgicas, visto que a
ativacido de células T (linfécitos) de fenoétipo
CD+ e perfil Thl de citocinas (subgrupo de
célula T auxiliares) pela cruzipaina resulta na
secrecio de Gama-Interferon®. Em tese, a
liberacio de pequenas quantidades desta
glicoproteina (cruzipaina) poderia amplificar
respostas inflamatérias iniciadas a partir de
lesdes extremamente discretas, recrutando
infiltrados mononucleares para o local das
lesdes.

As evidéncias que implicam disfungao
imunologica na patogénese da doenga de
Chagas permanecem circunstanciais. As
investigacdes sobre o repertério de epitopos T
de cruzipaina reconhecidos por pacienies com
diferentes niveis de comprometimento cardiaco
se inserem nesse contexto, e deverdo contribuir
para uma melhor compreensao dos mecanismos
imunolégicos envolvidos na doenga de Chagas.
A andlise do repertério de epitopos T
da cruzipaina, e do padrido funcional da
reatividade linfocitdria (Th1/Th2) envolvido
nesta resposta é objeto de estudos em
andamento. Abordagem deste tipo podera
eventualmente conduzir a identifica¢do de
marcadores de cardiopatia chagasica .

Concluimos que a forma nativa da cruzipaina
foi capaz de estimular células mononucleares
do sangue periférico de pacientes cardiopatas
chagiasicos crdnicos, obtendo-se respostas
proliferativas de intensidade variavel. A
resposta dos linfocitos T face a cruzipaina esta
exclusivamente associada com a doencga de
Chagas .

SUMMARY

In this paper , we sought to determine if chronic
chagasic patients with cardiopathy could be
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distinguished from those displaying non-chagasic
cardiopathy on the basis of T cell proliferative
responses to cruzipain (GP57/51), a major antigen
of T. cruzi. Assays were performed with peripheral
blood mononuclear cells from 24 individuals
classified as follows: normal donors (1 = 8), patients
with non-chagasic cardiopathy (n = 8) and patients
with chronic chagasic cardiopathy without morbid
associations (n = 8). The analysis of variance
indicated that the proliferative responses stimulated
by cruzipain were significantly bigher in the group
of chagasic patients (p = 0,0001). Tukey’s multiple
comparison test showed that the proliferative index
medium_from normal and non-chagasic cardiopatby
was not sigmficantly different from each other. We
conclude that the T cell responses agains T.
cruzipain, as measured by proliferative indices of
cells found in peripberal blood, are exclusively
associated with Chagas, disease. In view of the
abundance of cruzipain antigen in amastigotes it is
possible that these T cell specificities contribute to the
beart tissue damage observed in chronic Chagas,
disease patients

Key-words: Trypanosoma cruzi. Chronic
chagasic cardiopathy. Cruzipain. Chagas disease. T
cells .
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