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nosso Senhor.

Komanos 8 35-39



Para a minha Familia

A minha mae Marilene dos Santos
Sampaio, alicerce e grande exemplo
para minha familia. Onde todos nds
buscamos conselho, forca e amparo. E
que principalmente nio deixa de orar
por mim nem um dia sequer.

Ao meu pai Laércio de Oliveira e
irmaos José Laércio de Oliveira e
Jorge Luis de Oliveira ‘in
memoriam’ agradeco a Deus por

vocés terem feito parte da minha
vida’.

Para as minhas “mais que irmas”
Angela, Neusa e Rose. Apoio
Iincondicional e Irrestrito em todo o

tempo. Sinto-me imensamente
privilegiada por ter uma familia como
esta.

Aos sobrinhos, presentes de Deus na
vida de toda a familia> Leonardo
Vinicios de Oliveira, José Laércio C. de
Oliveira e Jorge Luis de Oliveira Jr.

A minha linda tia-avé Luisa (Tia L&)
por ficar esperando por mim todos os
dias



A minha Orientadora

PhD Leonilda Maria Barbosa dos Santos

Ser orientador é ser mae e pai, deve ser dificil
aprender a ‘educar” filhos tdo diferentes uns dos outros.

56 posso te dizer obrigade por tudo, pelas vezes que
pudemos sorrir e chorar. A minha mae diz que a gratidio é

uma das maiores virtudes, e eu lhe sou grata por tudo que

me ensinou.

vii




GRUPO ALVO

A minha segunda familia, onde tenho crescido e aprendido a amar a
Deus sobre todas as coisas. Foi aqui que aprendi o sentido da
verdadeira amizade.

Aos amigos

Marcelo, Shirlei e Jilia Rhame, Ariana, Desirré, Klebber, Priscila,
Natdlia, Janete, Ricardo, Luis Neto, Diego, Pedro, Amanda, José
Fduardo, Antonio, Daniela ¢ Camila Domingues, Lucilene Toffoli,
Camila Camilo, Ana Carolina, Camila Pimentel Vitor Francisco,
Vitor Bianchini, Geraldo, Carina Oliveira, Gustavinho, Priscila
Escabelo, Gabriel Guilherme, Diogo e Ana Paula Meireles, Roberto e
Lucilene Tin; Ary, Mbénica e Vitor Weltmayer; Ibere e Marisa
Meireles; Vanderley e Elaine Michelatto; Clénio e Adriana Carvalhos
Wilson e Wilma Branddo, Eduardo e Ana Carolina Ojeda; Flivio e
Dulce Barboni; Flivie e Silvana Zanotti; Pedro e Vénia Zimmer: Jodo

e Kose Tin.

Obrigado por orarem por mim/

viii




A minha grande amiga e irm3
Dannie Eiko Maeda Hallal Longo, por
se Interessar pelo meu trabalho e me

ajudar tanto.

Aos meus grandes amigos’ Alexandre,
Blanca, Marcelo, Juliana, Flivia,
Gislaine, Paula, Silvia, José Roberto.
Obrigado por serem meus amigos!

Um agradecimento especial para Célia
Aparecida Almeida Chaves Garcia e
sua familia (David, Leonardo e Laura),

pela amizade e por todo apoio nos
momentos mais dificeis.

Ao professor e amigo Dr Paulo Maria
Ferreira de Aratjo, pelos
ensinamentos e apoio que me foram
dados nesta caminhada.

ix




Agradecimentos

Aos amigos Alessandro, Fabiano, Carlos Otavio, Sandra, Patricia e Camila.

Um super obrigado a Dirce minha “Mentora Celular”, pode parecer impossivel, mas de
tudo ela sabe um pouco.

Ao Prof Dr Nelson Andreolo, chefe do ambulatorio de Gastrocirurgia do HC-UNICAMP.
Ao Prof Dr Francesco Langone, livre docente do Depto de Fisiologia- IB- UNICAMP.

Ao Prof Dr Mario José Abdala Saad responsavel pelo laboratério de Biologia Molecular-
FCM- UNICAMP.

Ao corpo de enfermagem do ambulatério de gastrocirurgia: a enfermeira Luciana e suas
auxiliares (Sueli, Angela, S6nia, Diva); e ac secretario Sidney.

Aos funcionarios do Departamento de Micro e Imuno:

~ Rose, Marcos César e Antdnio (Biotério)

Lucia e Lourdes (secretarias)

Daniele ¢ Marcia (CEMIB)

i

José Raimundo ( Biélogo do laboratorio 5)

Aos alunos e amigos: Leticia Chaves, Maria Eleonora (Nono), Patricia Simione e Luis
Peroni.

Para Renata, secretaria da Pés-graduagdio da Faculdade de Ciéncias Médicas, pela
amizade sincera e apoio nestes anos de doutorado.

Para o Eduardo, secretdrio da Pés-Graduagfo da Clinica Médica, pelo apoio e

colaboracdo.



Aos funciondrios do laboratério de Biologia Molecular, em especial para o Bidlogo Luis
Jianelli.

As amigas Inara e Renata que me ensinaram as técnicas em biologia molecular.

Para Irene Luciano Correia e Paulo Henrique de Oliveira secretirios da Medicina Interna
(GEDOCH).

Para amiga e Profa Eneida de Paula, pelo carinho e amizade que sempre demonstrou por
mim.

A todas as pessoas que direta ou indiretamente participaram da realizacdo e conclusio

deste trabalho.

Xl



SUMARIO

PAG.
RESUMO. ... e 4t a e et e e ae e an e s b es b e e e et e eeeneeaeereseennnen ] Xiv
ABSTRACT ..ot XVvi
LINTRODUGCAO. ... 18
2 OBJETIV Q... e 40
3. MATERIAIS E METODOS..............ooooooooeeeeeeeooeoeoeoeoeeeoeeeeoeooeoeeeoeeoeoeoeooeooeoeeo 42
4. RESULTADOS.........ooooeeeeieeeeeeoeeeeeeeeeeeeeee e oo 49
5. DISCUSSAO.......coeereeiimeeoeeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeoeoeeee oo 58
6. CONCLUSAO....c.occceveoteeeeeeeeeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeoeoeeeeeeeoeeeeoeeeeeeeo 66
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oocoooooooeoeoeoeoooeoeoeeeoeoeoeoeoooo 68
8. APENDICE 86

Je COSUISTIV ettt e eee e e s e

H-  Trabalho Cientifico: NEUROPATHY OF GASTROINTESTINAL
CHAGAS' DISEASE: AUTOREACTIVE RESPONSE TO MYELIN
ANTIGENS ..

X




LISTA DE ABREVIATURAS

MBP

MHC

PHA

SNC

SNP

TCR

T. eruzi

TCSE

Sindrome dos “Megas”

Proteina Basica de Mielina

Complexo Principal de Histocompatibilidade

Fitohemaglutinina

Sistema Nervoso Central

Sisterna Nervoso Periférico

Receptor de célula T para o antigeno

Trypanosoma cruzi

Extrato solivel de 7" cruzi

Megaesdfago e Megacolon

Xiil




Xiv



RESUMO

A doenga de Chagas ¢ causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, acredita-se
que a intensa resposta linfoproliferativa observada na fase aguda da doenga ¢ responsavel
pelo aparecimento de clones de linfocitos auto-reativos, na fase cronica. Viarios estudos tém
demonstrado a reagio cruzada entre os antigenos derivados do parasita e os componentes do
hospedeiro. Estes estudos sdo mais freqiientes nos modelos experimentais ou em pacientes
portadores de cardiomiopatias. Pouco se conhece, no entanto, sobre a resposta auto-imune
dirigida contra o sistema nervoso periférico, que pode resultar clinicamente, nas
manifestaces gastrintestinais da doenca de Chagas (sindrome dos mega).

No presente estudo demonstramos a presenca de linfocitos auto-reativos e auto-
anticorpos contra componentes do sisterna nervoso periférico, no sangue de pacientes com
sindrome dos Mega, decorrente da doenca de Chagas. Conseguimos identificar uma regifo da
molécula de MBP, seqiiéncia de 1-30, sugerindo que a proteina bésica de mielina seria o alvo

da resposta imune dirigida contra o sistema nervoso periférico nestes pacientes.
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ABSTRACT

Most reports of autoimmune response during infection with the parasite Trypanosoma
cruzi have dealt with the cardiomyopathic form of Chagas’ disease, but there is another, less
common, gastrointestinal form, which is studied here. Chronically infected patients with a severe
gastrointestinal form of Chagas’ disease present increased antibody production and proliferative
responses to peripheral myelin components, such as myelin basic protein and peripheral nerve
structures. T lymphocytes preferentially recognize a region on the myelin basic protein (MBP)
molecule (1-30), which suggests that the MBP is a potential target on the peripheral nerve for

autojmmune reactions in patients with gastrointestinal lesions resulting from Chagas’ disease.
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ao intestino médio onde ocorre a multiplica¢o ¢ finalmente atingem o reto diferenciando-se
em tripomastigotas metaciclicos, que sdo eliminados com as dejegdes do inseto durante o
repasto (BRENER, 1973; BURLEIGH e ANDREWS, 1995).

Diversos experimentos foram realizados a fim de se caracterizar biologicamente
cepas do I cruzi. Utiizando-se modelos experimentais, diferentes cepas puderam ser
isoladas ¢ expandidas em cultura (SOUSA, 1985). Assim, as caracteristicas morfolégicas
das formas sanguineas, o comportamento do parasita quanto i interacdo com células e
tecidos do hospedeiro, o aspecto das diferentes formas da doenga em diferentes hospedeiros
¢ a resposta imune puderam ser investigados (BRENER, 1985). Desta forma, observou-se
que camundongos infectados com as cepas ¥ ¢ CL apresentavam diferentes curvas de
parasiteria, sendo que a cepa Y invade os macrofagos mais rapidamente e se mostra mais
agressiva que a cepa CL (MEIRELLES et al., 1992). Estudos também demonstraram gue
determinadas cepas apresentam tropismo, para determinados 6rgdios como o bago, figado ¢
tecidos como o miocdrdio € o nervose (MELO e BRENER, 1978). A viruléncia ¢ a
patogénicidade observados em determinadas cepas do 7. cruzi sio fatores determinantes
para a gravidade e manifestacdo da doenga (ANDRADE, 1983).

PRATA (1985) estudando pacientes em diferentes regides brasileiras e paises da
América Latina observou que a manifestacdio das diferentes formas clinicas da doenca
variava em relaglo as dreas geogrificas. A infeccfio pela mesma cepa induzia
predominantemente a forma cardfaca em alguns hugares ¢ a forma digestiva em outros.

A doenga de Chagas € também um mal social, por isso mesmo a prevenco

consiste no saneamento basico, no combate ac agente transmissor ¢ na melhoria das
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condi¢Bes de habitagdio, ja que o inseto costuma se abrigar nas frestas de paredes de barro
ou madeira, tipicas de regifes rurais e favelas.

Dentre as vias de transmissio da doenca de Chagas humana, a mais importante
¢ a vetorial (80 a 90%), segue a transfusio sanguinea (8 a 18%) e a menos expressiva ¢ a
congénita (0,5 a 2%), sendo a vetorial, a forma mais comum e tambémr a mais preocupante.
S&o conhecidas 118 espécies de triatomineos, ou barbeiros, das quais 42 foram identificadas
ne Brasil, sendo 30 capturadas em domicilios. A transmissdo vetorial acontece pelo contato
do homem com as excretas contaminadas do inseto vetor (DIAS, 1987). A entrada do T
cruzi no organismo se d4 apds o inseto vetor sugar o sangue do hospedeiro; o inseto tem por
habito eliminar suas fezes enquanto se alimenta, contendo nelas a forma infectante do
parasita, ¢ tripomastigota metaciclico. A substancia anestésica presente na saliva do inseto,
utilizada para perfurar a pele da vitima, produz irritagfio & coceira, levando as fezes para
dentro do ferimento; o tripomastigota entra rapidamente na corrente sanguinea infectando
células residentes (REED, 1998).

A contamina¢do de individuos através de transfusdo sanguinea é responsavel
pela maior quantidade de casos da doenca de Chagas, depois da via vetorial. Este aumento
significativo a partir dos anos 40 se deve 4 migracfio de individuos infectados da area rural
para as grandes cidades, ampliando o risco de chagasicos assintomaticos serem doadores de
sangue (DIAS, 1987). Nos anos 70 poucos servigos de hemoterapia realizavam triagem
sorologica de doadores para 7. cruzi, e estimava-se um aumento de 20.000 casos novos de
doenca de Chagas por ano. Neste sentido, mecanismos e estratégias para triagem de

candidatos a doadores de sangue passaram a ser implementados, como os testes sorolégicos,
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que assumem papel de grande relevincia na prevengio da doenca de Chagas pos-
transfusional (FERREIRA ez al., 1991),

A transmisséo do T. cruzi, pela via transplacentaria é a terceira entre as mais
importantes, onde entre 1,6 ¢ 8% dos filhos de mdes com sorologia positiva nascem
infectados (DIAS, 1987). A prevaléncia de gestantes infectadas no Brasil corresponde a
cerca de 0,1 a 2% de mulheres de classe social média/baixa.

A doenga de Chagas, por sua evolugZo cronica com diferentes perfis de morbi-
mortalidade nas formas cardiaca e digestiva, tem elevado impacto econdmico devido a
gastos decorrentes de internagdo, absenteismo, licenca satde e Obitos precoces (MILES et
al., 2003). Considerou-se no Brasil, que apenas o custo da implantagio de marcapassos ¢
cirurgias por megaviceras atinge a soma de alguns milhdes anualmente. Com o sucesso no
programa de controle da transmissSo vetorial (SILVEIRA, 2000), e com a melhoria nas
técnicas de diagnostico ¢ da qualidade do sangue, visando & interrupcfio da transmissio
transfusional ou através de transplante de drgfos, o problema de novos casos de doenca de
Chagas na América Latina diminuiu sensivelmente. A Organizacio Mundial de Satde visa
erradicar a doenga de Chagas até 2010, mas ainda temos muitos individuos infectados, que
necessitam de tratamento. Porém a erradicagfo definitiva da tripanossomiase americana é
praticarnente impossivel devido & alta complexidade dos ecétipos silvestres e da constante
invasfo do homem nos reservaiérios silvestres.

Independente da via de transmissiio do 7. cruzi, no hospedeiro vertebrado o
tripomastigota tem necessariamente que penetrar em uma célula, a fim de cumprir o seun
ciclo evolutivo. Embora qualquer célula possa ser parasitada, o 7. cruzi mais

freqlientemente parasita macréfagos, células acessorias dos drgios linfoides e fibroblastos,
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microglia, células de Schwann e células musculares estriadas e lisas (BURLEIGH e
WOOLSEY, 2002). Apés a penetragdo na célula hospedeira, o tripomastigota se diferencia
em amastigota, ¢ depois de um periodo de laténcia de 20 a 30 horas, tem inicio o seu
processo de divisfo intracelular, o qual ocorre a cada 12 horas (NOGUEIRA et al., 1996).
A célula parasitada rompe-se e libera as formas tripomastigotas que cairfio na corrente
sanguinea, disseminando-se para penctrar em outras células e tecidos, repetindo o ciclo
(BURLEIGH ¢ ANDREWS, 1995). Este aumento exponencial do niimero de parasitas pode
levar a morte do hospedeiro ou, como ocorre na maioria dos pacientes, tem inicio uma
resposta imune que controla gradativamente a proliferagiio parasitéria.

Muiltiplos fatores ligados ao 7. cruzi sfo responséveis pela forma que a doenca
de Chagas sera desenvolvida como o tipo de cepa, viruléncia e tamanho do inoculo
(BRENER, 1985). Diferentes cepas possuem comportamentos diversos, no que se refere a
curva de parasitemia, interagio com células hospedeiras e resposta imune. No homem,
fatores como a idade, sexo, raga, fatores genéticos e ambientais podem influenciar o

desenvolvimento da doenga (BUSCAGLIA e DI NOIA, 2003; DEVERA et al., 2003).

1.2- Resposta do Hospedeiro a Infecciio pelo 7. cruzi
A doenga de Chagas ¢ caracterizada por uma fase aguda que dura cerca de dois
meses, seguida de uma fase cronica que se prolonga por toda a vida do hospedeiro. A fase
aguda pode ser aparente {observada principalmente em ¢riangas com baixa idade) ou
inaparente (acontece em individuos de todas as idades, freqlientemente apresentando
somente um quadro febril). E caracterizada por intensa parasitemia, chagoma (lesfic na

porta de entrada do parasita), pela presenca de parasitas circulantes, febre, esplenomegalia
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resultando em uma reagfio inflamatoria intensa com importante resposta proliferativa tanto
de linfécitos B, como T, e uma variedade de outros sintomas, que pode incluir miocardite e
envolvimento do sistema nervoso central (SNC), em alguns casos podendo ser fatal
(COURA e CASTRO, 2002). Nesta fase da doenca predominam, durante o processo
inflamatério, os fenbmenos vasculares, exsudativos e degenerativos necréticos, aos quais se
associa o parasitismo tecidual, em geral intenso (CHAPADEIRO, 1999).

Com freqiiéncia, a fase aguda passa despercebida, pois seus sintomas podem
confundir-se com os de diversas outras infec¢des. Entretanto, em alguns pacientes,
principalmente criancas ou individuos imunodeficientes, quadros meningeos graves e de
insuficiéncia cardiaca podem estar associados e ocorrer 6bito (ANDRADE et al., 1995).

Em muitos casos, o parasita pode ser detectado através da cultura de sangue em
laboratdrio, ou mesmo através do xenodiagndstico. Neste exame, insetos vetores ndo
infectados sfio levados a picar um individuo com suspeita da doenca. Apés 30 dias o
intestino destes insetos ¢ analisado e o resultado serd positivo no caso de se encontrarem
parasitas vivos (PORTELA-LINDOSO e SHICANAI-YASUDA, 2003). A pesquisa de
anticorpos séricos contra componentes do 7. cruzi representa importante contribuigéio para o
diagnostico da doenga, ¢ também para a triagem de possiveis doadores de sangue
(FERREIRA et al., 1991).

Ao final da fase aguda, segue-se uma fase clinica conhecida como
“indeterminada” ou “assintomdtica”. Mais da metade das pessoas acometidas pela doenga
de Chagas permanecem pelo resto da vida com a forma indeterminada, assintomética ou
latente da doenga. O termo refere-se ac estado de individuos, comprovadamente infectados

pelo agente etiolégico, nos quais nfio sfo detectadas anormalidades clinicas imputéveis a
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doenga de Chagas, mas isto nfio quer dizer que com o decorrer do tempo estes pacientes nio
possam progredir para as formas determinadas da doenga (DE OLIVEIRA JUNIOR, 1990;
MARIN-NETO et al., 2002).

Se apesar da atuagio do sistema imune com o objetivo de eliminar o parasita
ndo for suficiente e a causa da injdria inicial ndo for totalmente eliminada, a inflamagio
aguda vai gradualmente dando lugar 4 inflamagdo cronica. A principal causa deste tipo de
inflamacio € a persisténcia do fator etiologico, seja o agente infeccioso ou restos
provenientes da resposta (células, microorganismos, produtos do metabolismo, etc...).

A fase cronica é caracterizada por baixa parasitemia, nfio se observa parasitas
circulantes, febre ou esplenomegalia, mas alguns individuos podem apresentar dano tissular
progressivo, envolvendo principalmente o coragiio, esdfago, colon (Mega-Sindrome) e
sistema nervoso (HUDSON, 1985). Apés vinte e trinta anos, 10 a 40% dos individuos
infectados desenvolvem a fase crinica, sintomatica, que tem sido classicamente dividida
nas formas: cardiaca (mais grave); digestiva, representada pelo megaes6fago e megacélon e
a forma mista, onde o paciente tem associagio da forma cardiaca e digestiva.

A cardiopatia chagésica crénica (CCC) € a principal manifestacio ¢ a mais
importante forma de limitacdo ao doente chagésico e a principal causa de morte. Ocorre
cinco a trinta anos apds a infecgdo priméria em 30% dos pacientes crdnicos (ZHANG e
TARTELON, 1999). Pode apresentar-se sem sintomatologia, mas com alteracdes
eletrocardiografias (principalmente bloqueio completo de ramo direito), como uma
sindrome de insuficiéncia cardiaca progressiva, insuficiéncia cardiaca fulminante, ou com
arritmias graves e morte stibita (PRATA, 1985; PRATA, 1990). A inflamagfo observada

comumente na cardiopatia chagésica leva a destruigiio progressiva do tecide cardiaco,
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levando a alteragdes na conducio dos impulsos elétricos no coragio e arritmias
(TANOWITZ, 1992; ENGMAN ¢ LEON, 2002). Os aumentos de volume e peso do coracéo
sio observados em quase todos os portadores de CCC. A dilatacio das cavidades do
coragdo contribui para a cardiomegalia e conseqiiente dificuldade em bombear o sangue,
caracterizando insuficiéncia cardiaca nos pacientes chagasicos. Os sinais e sintomas so:
palpitagdo, dispnéia, edema, tosse, tonturas, desmaios entre outros sintomas mais graves. O
Rx de térax revela cardiomegalia global discreta, moderada ou acentuada, aumento isolado
de ventriculo esquerdo, aumento biventricular e congestio vascular pulmonar (RASSI et al.,
2000).

Estudos realizados através de anélise histologica, para caracterizaciio do
infiltrado inflamatério observado em tecido cardfaco de pacientes com doenga de Chagas
crbnica, revelou a presenga de linfécitos, macréfagos, plasmécitos e leucécitos segmentados
(REIS et al., 1993; CORREIA-OLIVEIRA et al., 1999). A analise do tecido mostrou fibrose
intersticial difusa e miocitélise. Todos estes eventos ocorrem aparentemente sem a presenca
do parasita.

A esOfagopatia chagdsica € wmna sindrome caracterizada por uma dificuldade
crbnica de degluticdo (disfagia cronica) devido a incoordenagio motora do corpo esofagico
em virtude de uma diminui¢do ou destrui¢fo dos plexos intramurais miontéricos {plexo de
Auerbach) o que acarreta hipertrofia e depois dilatacfio e aumento do comprimento desse
rgdo. A forma digestiva da doenga de Chagas ou “Sindrome dos Mega” é caracterizado por
alteragbes aoc longo do trato digestivo ocasionadas por lesSes dos plexos nervosos
{destrui¢io neuronal simpética), com consegiientes alteragbes da motilidade e morfologia ao

nivel do trato digestivo, sendo o megaeséfago e o megacélon as manifestacdes mais comuns
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(ADAD et al., 1991; LEMOS et al., 1998). S3o sinais e sintornas do megaes6fago: disfagia
(sintoma mais freqliente e dominante), regurgitagfo, epigastralgia ou dor retroesternal,
odinofagia (dor 4 degluti¢8o), soluco, ptialismo (excesso de salivagdo), emagrecimento
{podendo chegar a caquexia), hipertrofia das pardtidas. Ha quatro grupos de alteracdes que
vio desde uma simples dificuldade de seu esvaziamento até ao dolicomegaesdfago, que
corresponde agueles com grande volume, alongado, atdnico, dobrando-se sobre a clpula
diafragmatica, produzindo sombra paracardiaca direita ao simples exame de térax.

O megacélon se caracteriza por: constipagdo intestinal (instalaciio lenta e
insidiosa), meteorismo, distensdo abdominal, fecaloma (DE OLIVEIRA et al., 1998). Os
exames radioldgicos sdo importantes no diagndstico da forma digestiva. O megacélon €
classificado em trés grupos, de acordo com a imagem radiolégica (REZENDE e
MOREIRA, 1988; ADAD et al.,, 1991; LEMOS et al,, 1998).

Ao contrario da fase aguda, onde as alteragBes patologicas sdo
predominantemente decorrentes da acfio direta do 7. cruzi e da resposta imune do
hospedeiro infectado, na fase cronica o agente etioldgico desempenha papel bem menos

relevante na patogénese da doenca de Chagas.

1.3 - Resposta Imune contra o T. cruzi

Didaticamente a resposta imune pode ser dividida em duas partes: inata e
adquirida. Na resposta imune em individuos imunocompetentes, inicialmente sio
observados mecanismos da resposta imune inata que se desenvolve nas duas primeiras
semanas apos a infeccdio: uma intensa resposta inflamatéria se instala com o recrutamento

de células e mediadores. Nos estdgios intermedidrio e tardio da fase aguda uma resposta
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imune especifica se desenvolve, refreando e controlando 2 parasitemia ascendente; a
memoéria imunolégica caracteristica desta fase da resposta, ¢ responsavel pela manutencgio
do controle da parasitemia, garantindo resisténcia a reinfecgio por toda a fase crbnica da
doenca, responsavel pelo controle do parasita pelo resto da vida do individuo
(BACHMANN e KOPF, 2001).

Da resposta imune inata faz parte um conjunto de barreiras fisicas (pele ¢
mucosa) ¢ quimicas (diversas substincias antimicrobicidas), consideradas as primeiras
linhas de defesa do organismo. Quando estas barreiras sdo quebradas, o organismo langa
mio de diversos tipos celulares com a capacidade de destruir, impedir o aumento €
disseminacdo de microorganismos. As primeiras células recrutadas sio os neutrofilos
(leucéeitos segmentados) que t8m a funglo especifica de fagocitar e destruir
microrganismos encontrados no sangue ¢ nos tecidos; macrofagos que além de fagocitar
t€m a fungfo de apresentar o antigeno aos linfocitos especificos, células Natural Killer
(NK), as quais destroem células infectadas por virus e células tumorais. A célula NK
desempenha um papel importante na resposta imune inata aos MiCroorganismos
intracelulares, pois secreta citocinas como os interferons, que sdo potentes ativadores de
macréfagos aumentando sua capacidade microbicida. A citocina IFNy temn um papel
protetor inicial na infeccdo Chagésica (REED, 1988), presumivelmente devide 2 sua
capacidade de ativar a produgio de metabolitos do éxido nitrico (NO), com atividade
tripanocida em macréfagos infectados (GAZZINELLI et al., 1992 MARTINS et al., 1999).
A produgdo de citocinas como IL12 e IFNy por mecanismos inatos de defesa favorecem 2
diferenciacgo de linfécitos T CD4 helper em linficitos do tipo Thi, que estio relacionados

com a resposta imune especifica, observada na fase mais tardia da fase aguda. Em trabalho
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realizado em nosso laboratério foi demonstrado que: camundongos tratados com antigenos
do T cruzi aumentam a resposta proliferativa e a produgio de IFN v, controlando assim a
parasitemia (GARCIA et al, 2000).

Determinadas proteinas soliiveis encontradas no plasma sio conhecidas como
Sistema Complemento, que atiam em cascata formando um complexo de ataque 2
membrana de microorganismos causando perfuragdes na mesma. Na resposta imune inata a
via alternativa do complemento nio exige especificidade, sendo de grande ajuda neste
controle inicial.

Durante a resposta inflamatéria ao 7. cruzi uma das principais caracteristicas da
infec¢Bo tanto em humanos, quanto em modelo experimental, é a inducio da ativagio
policlonal de linfocitos envolvendo células B e T. Um importante aspecto desta resposta é a
preferencial ativagfio de células B CDS5 e T y§ (MINOPRIO, 2001).

A ativaglio policlonal de células B na fase aguda da doenca leva a uma
hipergamaglobulinemia poli-isotipica, sendo caracterizada por um aumento consideravel de
imunoglobulinas em resposta aos antigenos do parasita (ORTZ-ORTIZ, 1980). Reforgando
esta idéia outros pesquisadores mostraram que além da ativagiio policlonal de linfocitos B
havia o predominio na producéo de determinados isotipos de imunoglobulinas como IgG2a,
IgG2b e IgM (D'IMPERIO LIMA et al., 1985). Pesquisas demonstraram que uma proteina
de 33kDa (p33) extraida de epimastigotas ativariam a proliferacio e o desenvolvimento de
células B de camundongos normais em plasmécitos secretores de anticorpos in vifro. Foi
observado também, que p33 induz preferencialmente a expressic de moléculas co-
estimulatorias como B7. 2 ¢ MHC de classe II na superficie de células B. Tudo isto

acontece independentemente da ativagio por linfécitos T (MONTES et al., 2002).
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O estabelecimento da resposta imune ap6s o individuo ser infectado pelo
parasita intracelular 7. cruzi nfio € imediato, pois através de mecanismos de escape o
parasita tenta manter-se invisivel ao sistema imunolégico por um periodo maior ou até que
muitas células sejam parasitadas, pois durante o primeiro periodo de multiplicacio celular
(primeiros trés dias) nfio se observa infiltrado celular inflamatério.

A resposta imune inata terd inicio apds quatro ou cinco dias & inoculagfo,
quando aparecerfio as primeiras células inflamatérias, como leucécitos polimorfonucleares,
monocitos, linfécitos e a mobilizagio e ativagio de macréfagos (principalmente, células
dendriticas) em resposta as primeiras rupturas celulares decorrentes da multiplicagdo do
parasita (BACHMANN e KOPF, 2001). O processo de invasdo do parasita em macrofagos
e células nfio fagociticas € bastante complexo, envolvendo mecanismos ¢ substincias que
favoregam a entrada na célula e posterior multiplicagfio, tanto por parte do parasita quanto
da célula alvo, bem como numerosos componentes na membrana de ambos (BURLEIGH e
ANDREWS, 1995).

A resposta imune adquirida caracteriza-se pela presencga de tipos celulares como
linfécitos T CD4 e CD8, a produgio de anticorpos ¢ de citocinas especificas ¢ memoéria
imunol6gica. A caracteristica que distingue os linfocitos das outras células do sistema
imune ¢ a propriedade de responder ao antigeno de forma especifica. Os linfécitos T tér#
origem na medula 6ssea ¢ sofrem maturagio no timo, onde rearranjan os genes para um
receptor especifico (TCR), que reconhece o peptideo antigénico associado as moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC).

No timo, ap6s o rearranjo dos genes que codificam o complexo TCR, as células

sfo submetidas a dois processos de selegdo: selegfio positiva, que garante que o repertério
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de linfocitos T seja restrito ao MHC e a selegiio negativa que elimina ou inativa clones
potencialmente auto-reativos garantindo, desta forma, a maturacio de células tolerantes aos
componentes do organismo. Células potencialmente auto-reativas, no entanto, podem deixar
o timo e circularem normalmente na periferia, onde, gracas aos mecanismos de tolerancia
periférica, ndo causam maiores danos ao organismo, salvo nas situages onde a tolerdncia &
quebrada e hd o surgimento das doengas auto-imunes (VACCHIO e ASHWELL, 1994).

Varios mecanismos s#o responsaveis pela manutengfio da tolerdncia periférica,
entre os mais estudados podemos citar a, delegdio de clones auto-reativos, anergia clonal ou
a imunoregulagdo por produtos celulares, como as citocinas (VACCHIO ¢ ASHWELL,
1994; YANG et al., 1995).

A deleclio clonal, principalmente através da indugfio de apoptose, é o principal
mecanismo de eliminagdio dos clones autoreativos no timo. O CD95 (FasL) é uma proteina
transmembrana, expressa em muitos tecidos como o bago, timo, pulmdo, ovirios, coragiio e
intestino delgado. O Fas (CD95) ¢ uma proteina de membrana que constitutivamente é
expressa na superficie de linfocitos T ¢ B ativados, hepatécitos, e em vérios outros tecidos e
células tumorais. Apds a interagfio destas moléculas, Fas-FasL, um sinal é gerado induzindo
a morte celular programada (apoptose) (ALDERSON et al., 1995; MARTINS, et al., 1999).
No entanto, estudos realizados em humanos e modelo experimental sugerem que as
interagbes Fas-FasL estdo envolvidos com a delecfio de células T na periferia, com
manutengdo dz tolerdncia aos antigenos proprios (ALMERIGOGNA, st al., 1996). Os
mecanismos que levam & indugfio da morte celular programada ainda nfio estio bem
conhecidos, mas sabe-se que altas doses do antigenc ou mesmo super-antigenos podem

causar a eliminagdo de linfocitos maduros na periferia (LENARDO et al., 1999)
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A possibilidade de existir outros mecanismos envolvidos em manter a tolerdncia
periférica, além da delegfio clonal foi considerada, uma vez que individuos sadios
apresentavam c€lulas T e B que reconheciam os antigenos préprios. Na anergia clonal,
observa-se que linfécitos T imunocompetentes, que conseguiram escapar a selegfio negativa
no timo, migram para a periferia, mas nfo respondem ao antigeno especifico. Para a célula
T ser ativada nfc ¢ suficiente a ligacdo do TCR com o antigeno especifico ligado as
moléculas do MHC de classe I ou II, sio necessarios outros sinais co-estimulatorios
provenientes da interacdo de moléculas acessorias da superficie dos linfocitos T que se
ligam as outras complementares, localizadas nas células apresentadoras de antigeno.

Os receptores CD28/CTLA4 sdo glicoproteinas expressas na superficie de
linfécitos T de humanos e de murinos, e sua funglo, entre outras, ¢ estimular o contato das
células T com as células apresentadoras de antigeno, desempenhando potencial para
sinalizac30 positiva e negativa na ativagio dos linfocitos T (LENSCHOW er al., 1996). As
moléculas complementares B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) estfio presentes nas células que
desempenham a fun¢#o de apresentar antigenos aos linfocitos T, assim como nas células B
ativadas, células de Langherans, células dendriticas e macréfagos ativados. Estudos revelam
que a expressdo ¢ regulagio de B7-1 e B7-2 sfio dependentes de citocinas (LINSLEY e
LEDBETTER, 1993). A interacdo destas moléculas CD28/CTLA-4 com B7-1 ou R7-2
significa o segundo sinal necessdrio para iniciar uma resposta imune (KHOURY et al.,
1995). A secregfio de citocinas que eventualmente participarfio da ativacfio linfocitaria,
nornmalmente ocorre apos a ligacio do antigeno-MHC e células T.

As células responséveis pela especificidade da resposta imune s3o as células T

CD4 ou CD38 que reconhecem especificamente os antigenos. O linfécito T CD4, apés
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reconhecer © antigeno, diferencia-se em sub-populaces especificas, responsiveis pela
efetividade da resposta causando a eliminagfio de microrganismos ¢ a regulagiio da resposta
imune.

MOSMANN e COFFMAN (1989) introduziram o conceito de Thl ¢ Th2
baseado nos diferentes tipos de citocinas produzidos apds o reconhecimento do antigeno.
Este conceito permitiu avangos no conhecimento dos diversos tipos de respostas frente a
enorme variedade de microorganismos que freqiientemente ¢ homem ¢ exposto. O modelo
de Thl ¢ Th2 para a diferenciacdio de linfocitos T CD4 propde que apés a ligagio com
antigeno, células T helper diferenciam-se em duas sub-populacdes, que sfio caracterizadas
pelo padréc de citocinas secretadas. Os linfocitos CD4 Thi secretam principalmente 112,
IFNy ¢ TNF B, ativam macréfagos e medeiam reages de hipersensibilidade do tipo tardio.
Os linfocitos CD4 Th2 produzem IL4, IL5, IL10 e IL13, sfio importante na sintese de IgE e
podem suprimir a resposta imune celular (ROMAGNANI, 1997). As citocinas produzidas
por cada um dos subgrupos de linfécitos T atuam como seu proprio fator de crescimento,
assim como podem regular negativamente o desenvolvimento e fungfo do subtipo oposto.
Este modelo de regulagio cruzada tem sido utilizado, com sucesso, para explicar varios
fenOmenos imunoldgicos, principalmente a resposta imune a agentes infecciosos (SEDER e
PAUL, 1994).

Em geral, as células do tipo Thl tém sua melhor atuagfo, quando em resposta
a parasitas intracelulares, enquanto que parasitas extracelulares atuam tanto Thl como Th2.
O conceito de Thl e Th2 ndc s6 ajudou a compreensio dos mecanismos protetores da
resposta imune como também permitiu explicar os mecanismos envolvidos em varias

doencas (O'GARRA ¢ MURPHY, 1996; ROMAGNANI, 1997).
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A resposta imune adquirida, mediada por linfocitos T CD4 e CD8 e pelos
anticorpos produzidos por linfocitos B, € absolutamente essencial para o controle da
parasitemia € para a sobrevivéncia do hospedeiro. Trabalhos realizados em modelo
experimental, mostra a importincia das células T CD8, no controle da infeccéio pelo T cruzi.
A deplegdo destas células por anticorpos monoclonais leva a exacerbagfio da doenga, devido
ao aumento da parasitemia e mortalidade nos animais infectados (TARLETON, 1990;
ROWLAND e CHEN, 2003). E também, os animais deficientes em células T CD4 e CD8
apresentam alta carga parasitiria nos tecidos, mas pouca lesfio tecidual. Estes dados
sugerem que a lesdo tecidual é conseqiiéncia inescapdvel do processo do parasitismo
tecidual por linfocitos efetores (TARLETON, 1999).

Em relaciio 2 génese das lesdes inflamatdrias e celulares na fase crdnica da
doenca de Chagas, varios parecem ser os mecanismos envolvidos. O que tem despertado a
atengdo s#ic os mecanismos imunitarios, em especial a resposta imune celular através da
hipersensibilidade tardia e mecanismos auto-imunes {(BRENER, 1980). Os mecanismos
patogénicos das lesdes e a evolugdo para as diferentes formas anatomo-ciinicas da doenca
de Chagas ainda nfo estdio bem estabelecidos.

Como ¢ caracteristica de parasitas intracelulares, o 7" cruzi € capaz de infectar o
homem, resistindo ao ataque da resposta imune, No entanto, apés a ativagdic policlonal
generalizada e um periodo de imunossupresséio, o hospedeiro torna-se capaz de controlar o
nivel de parasitismo nos tecidos. Apesar de ainda nfo estar completamente entendida, a
hipdtese mais aceita para explicar a miocardiopatia e as mega-sindromes observadas na fase
cronica da doenca de Chagas, assenta-se em mecanismos auto-imunes e nfo na participagdo

direta do parasita (KIERSZENBAUM, 1999). Tal fato, associado ao encontro rarc de
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parasitas em cortes histoldgicos de miocérdio e & baixa parasitemia em pacientes na fase
cronica, reforam a idéia da auto-imunidade estar diretamente envolvida na génese destas

doencas.

1.4-. Autoimunidade na Doenca de Chagas

Existem duas linhas de trabalho que objetivam entender os mecanismos
responsaveis pelas lesdes observadas na fase cronica da doenca de Chagas. A primeira
consiste na tendéncia atual, onde o controle imunolégico da carga parasitiria nos tecidos ¢
que gera mecanismos de lesio tecidual progressiva (TARLETON, 2003). A segunda, no
entanto, ndo descarta que mecanismos imunolégicos de auto-reconhecimento, disparados
pelo processo infeccioso também possam ter um papel adicional na patogénese destas
mesmas lesSes (RIBEIRG DOS SANTOS et al., 1992).

Recentemente, a Reagfio em Cadeia da Polimerase (PCR) vem demonstrando
elevada sensibilidade na detecgio de DNA de 7. cruzi em amostras de pacientes com
doenga de Chagas (SILVEIRA, 2002). Principalmente em bi6psias de tecidos, ou nos sitios
inflamatérios, encontrados em tecide cardiaco e no irato gastrintestinal, de pacientes
crdnicos da doenga de Chagas. Alguns pesquisadores, a0 examinar tecido obtido do esdfago
de pacientes com Chagas, estabeleceram uma correlagiic entre o megaesdfago e a presenca
do T. cruzi (VAGO et al,, 1996; LAGES-SILVA et al, 20601). [Estas, entre ocutras
observagGes sugerem que a patogénese observada na cardiopatia chagasica e na sindrome
dos “Megas”, s6 acontece pela presenca de DNA do parasita nestes tecidos (HIGUCHI et

al., 1993; ZHANG ¢ TARTELON, 1999).
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Em conirapartida, a segunda linha de pensamento, acredita que os processos
infecciosos ¢ as reagles auto-imumes estfo intimamente relacionados (ROSE, 1998;
FAIRWEATHER et al, 2001). Alguns autores associam esta relacio ao mimetismo
molecular. O conceito de mimetismo molecular explica que determinantes antigénicos de
microorganismos infecciosos, similares as estruturas do tecido do hospedeiro geram uma
resposta imune ao préprio (ROSE, 2001). A participagfio de agentes infecciosos na génese
de doencas auto-imunes tais como: Streptococos B-hemolitico e febre reumatica;
Coxsackievirus e miocardite; diversos virus e Esclerose Miultipla; Citomegalovirus e
Diabetes tipo 1 vém sendo descrita hd vérias décadas e provavelmente as lesdes observadas
na doenca de Chagas cronica, possam ser explicadas pelo mesmo mecanismo (BENOIST e
MATHIS, 2001).

A doenga de Chagas constitul um desafic para pesquisadores que estudam a
reagio cruzada entre epitopos do hospedeiro e do parasita. A descrigéio de reacdo cruzada
entre proteinas ribossomais humanas e do 7. cruzi, sugerem que a producéio de anticorpos
dirigidos contra ¢ tecido cardiaco e nervoso pode ter sua inducfo através do mimetismo
molecular (BGNFA et al., 1993).

Nas tltimas duas décadas, a literatura mostra evidéncias que sugerem a natureza
auto-imune das reagles observadas na fase cronica da Doenca de Chagas (KALIL e
CUNHA- NETO, 1996). Acredita-se que a intensa ativacio policlonal, observada na fase
aguda da doenga, pode ser a origem dos clones auto-reativos descritos na fase crémica
(D’IMPERIO-LIMA et al., 1985; GRAUERT et al, 1993).

Os mecanismos imunolégicos de auto-agressdo nas cardiomiopatias chagésicas

estdo sendo estudados, havendo uma certa concordancia nos diferentes grupos quanto as
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reagbes observadas. Varios pesquisadores descreveram a presenga de auto-anticorpos contra
componentes do tecido cardiaco, tanto em humanos, como no modelo experimental. A
participac@o das células envolvidas nas reagdes de hipersensibilidade também foi descrita
pelos autores. Exemplificando as reagBes de hipersenbilidade do tipo tardio em animais
infectados, foi demonstrado que a infecgdo de camundongos com 7.cruzi induz a expansio
de clones de células T CD4 reativas ao tecido cardiaco, células estas que estiio envolvidas
na rejeicfo de implante de cora¢io em animais singéneicos (RIBEIRO dos SANTOS e al.,
1992). No sentido de identificar as estruturas antigénicas, contra as quais o organismo
responde, RIZZO e colaboradores (1989) avaliaram a resposta linfoproliferativa de células
T de animais cronicamente infectados com T7.cruzi, em resposta a actina, miosina ou
antigeno soltvel de T.cruzi, e foram capazes de demonstrar que as células T CD4 proliferam
em resposta & miosina, mas nfo 4 actina.

Os auto-anticorpos contra estruturas antigénicas do coragiio também foram
pesquisados: anticorpos contra dois antigenos identificados como proteinas contréteis da
miosina (200 kDa) e uma proteina do filamento intermediario (53 kDa), observado no
sangue de animais cronicamente infectados. Mais recentemente foi verificado a reaciio
cruzada entre clones de linfécitos T de pacientes chagésicos com um epitopo derivado de
Toruzi (B 13) ¢ a miosina (CUNHA-NETO et dl., 1996, ABEL ef al, 1997). Os autores
foram capazes ainda, de mostrar que os clones de linfécitos derivados de biopsia cardiaca
de pacientes chagdsicos apresentam o padrfio Thl, ou seja produzem preferencialmente

citocinas com agdo pro-inflamatéria como IFN y e TNF a (CUNHA-NETO et al., 1998).
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Em adigdo as cardiomiopatias presentes na fase cronica da Doenga de Chagas,
as lesBes do trato gastrintestinal, as “megasindromes”, embora menos estudadas, também
levam danos tissulares onde os processos auto-imunes podem estar envolvidos.

Aproximadamente 5% dos pacientes portadores de doenga de Chagas
apresentam as “Mega” condigdes. Estas lesBes sfio caracterizadas pela diminuicfio dos
neurdnios dos plexos parassimpaticos, presenca de importante infiltrado de células
mononucleares e comprometimento da parede intestinal (D’AVILA et al., 2001). Viarios
graus de destrui¢3o neuronal foram associados & presenca de infiltrado linfocitrio tanto em
humanos, como no modelo animal. Ha mais de duas décadas os autores mostraram a
seletiva afinidade e atividade citotdxica de linfocitos de animais infectados com 7.cruzi
dirigida contra os neurbnios parassimpaticos (TEIXEIRA et al., 1980). Nessa mesma época,
demonstrou-se que tanto os antigenos neuronais, como os derivados de 7. cruzi podiam ser
reconhecidos por um anticorpo monoclonal gerado contra neurbnios periféricos (WOOD et
al., 1982).

CHAPADEIRO ¢ colaboradores (1999) utilizando hamsters como modelo
experimental estudaram lesdes, no plexo nervoso parassimpético dos o6rgios ocos,
especialmente do coragio e do tubo digestivo, e observaram destruiciio neuronal e uma
diminui¢do significativa de neurbnios residentes durante a fase cromica da infeccfo
chagasica. Anticorpos circulantes dirigidos aos componentes do sistema nervoso periférico
(SNP}, especialmente aqueles que reconhecem antigenos das células de Schwann nos diio
ainda mais suportes para acreditar que as Jesdes observadas nas Mega sindromes sfo de

natureza auto-imune (KHOURY et al., 1979).
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Estudos posteriores mostraram reacOes de hipersensibilidade do tipo tardio,
onde linfécitos T CD4, de animais cronicamente infectados com T.cruzi, foram
identificados, mediando a desmielinizagio do nervo cidtico (SAID er al., 1985).
Posteriormente, o mimetismo molecular entre antigenos derivados de 7.cruzi e estruturas do
Sistema nervoso foram demonstrado através da clonagem de genes para uma proteina de
160 kDa, associada & membrana do flagelo do T.cruzi ( F1-160), na forma tripomastigota
(VAN VOORHIS e EISEN, 1989). Esse gene codifica uma proteina que mimetiza outra de
48 kDa encontrada somente nos tecidos do sistema nervoso (VAN VOORHIS et al., 1991).

Embora as lesbes do sistema nervoso periférico sejam as mais frequentes em
individuos infectados com 7T.cruzi, existe a possibilidade de haver reacdo cruzada entre a
mielina obtida do SNC e a periférica, uma vez que j4 foi demonstrada a reatividade cruzada
entre os antigenos derivados de T.cruzi e estruturas do sistema nervoso central. Alguns
determinantes em comum foram descritos para o cerebelo de camundongos e antigenos de
T.cruzi (SNARY et al., 1983).

A Proteina Bésica de Mielina (MBP) constitui cerca de 30% da Mielina do SNC
estando presente em pequena quantidade na Mielina do Sistema Nervoso Periférico {SNP).
A mielina do SNP ¢ formada de pelo menos tr8s componentes: PO, P1 e P2. Os
componentes PO e P2 sfio exclusives da mielina do SNP, enquanto P1 tem estrutura em
comum aos dois sistemas, sendo praticamente idéntica 3 molécula de MBP. Esta
semeihanga molecular pode explicar porque clones de células T, especificos para MBP,
podem causar inflamagio e desmielinizagio periférica, guando os mesmos so transferidos
a animais recipientes singenéicos (HEMACHUDHA et al., 1987). Foi também demonstrado

que clones de linfocitos especificos para o epitopo 151-168 da MBP, transferidos a animais
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singenéicos induziram pouca inflamacio quando se examinaram as lesbes no SNC, no
entanto, causaram significante inflamagfio e desmielinizagfio do sistema nervoso periférico
(ABROMSON-LEEMAN et al., 1995).

Em trabatho realizado em nosso laboratorio, foi mostrado que animais
cronicamente infectados com T. cruzi produzem anticorpos e respondem, proliferando, a
Proteina Basica de Mielina. Foi possivel identificar dois epitopos da molécula de MBP (51-
80) e (150-171) responsdveis pela reatividade cruzado com as células de animais
cronicamente infectados com 7. cruzi (AL-SABBAGH et al., 1998).

Diante destas evidéncias, o presenie trabalho visa entender mecanismos
imunolégicos envolvidos na destruicio de estruturas do sistema nervoso periférico, de
pacientes portadores de Doenca de Chagas, apresentando as manifestagdes gastrintestinais

{(sindrome dos Mega).

Introducdo
39



2. OBJETIVO




O objetivo deste trabalho foi:

Estudar a presenca de anticorpos e linfécitos auto-reativos aos componentes da
mielina do sistema nervoso central ¢ periférico e extrato do T. cruzi no sangue de pacientes

portadores da Sindrome dos Mega, decorrente da Doenga de Chagas crénica.

Objetivo
41




=3 MATERIAIS E METODOS




i- Pacientes: As amostras analisadas neste estudo foram obtidas de individuos
provenientes de zonas endémicas brasileiras. Os pacientes portadores de doenga de Chagas
foram atendidos pelo Grupo de Estudo em Doenga de Chagas (GEDOCH) e no
Ambulatério de Gastrocirurgia do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Os pacientes portadores de doenga de Chagas com megaesdfago e megacélon foram
divididos em quatro grupos de acordo com alteracdes na contratibilidade e didmetro do
6rgdo observado através de exame radiologico. A classificagio adotada foi descrita por

Rezende et al. (1976) ¢ compreende quatro grupos assim caracterizados:

s  Grupo I - Esbfago de calibre aparentemente normal ao exame radiolégico. Transito
lento. Pequena retengfio na radiografia tomada um minuto apds a ingestéio de sulfato
de bario;

® Grupo II - Esbfago com pequeno a moderado aumento do calibre. Aprecidvel
retenciio de contraste. Presenca freqiiente de ondas tercidrias, associadas ou nfio a
hipertonia do esdfago;

o Grupe Il - Esbfago com grande aumento de didmetro. Atividade motora reduzida,
Hipotonia do esofago inferior. Grande retencfio de contraste;

¢ Grupo IV - Dolicomegaesofago. Esdfago com grande capacidade de retencdo,

atdnico, alongado, dobrando-se sobre a clipula diafragmaética;

O diagnostico radiolégico da colopatia chagasica ou megacélon é baseado em um
caracteristico aumento do calibre do célon sigméide. No presente estudo os grupos

estudados foram: 25 pacientes classificados nos grupos I e I; 43 pacientes classificados nos
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grupos 11l e IV da doenga de Chagas. Nos grupos controles foram estudados: 41 individuos
com sorologia para Chagas negativa (N), 27 pacientes com sorologia para Chagas positiva,
mas assintomaticos, classificados como forma indeterminada da doenca (FI) e 26
individuos portadores de doenga inflamatoria do eséfago, refluxo gastro-esofagico (ER). As
amostras foram coletadas mediante consentimento livre esclarecido de todos os individuos

incluidos neste estudo.

2. ANTIGENOS

2.1 - MBP Humana e Peptideos: Proteina Basica de Mielina (MBP) purificada de cérebro
humano, de acordo com o método de DEIBLER et al, 1972.

2.2 - Os peptideos foram sintetizados por Genemed Synthesis, CA, USA. As seqiiéncias
sdo: MBP 1-20 {(MASQKRPSQRHGSKYLATAST), 11-30
(HGSKYLATASTMDHARHGFL); 41-60 (NPSIGRFFGGDRGAPKRGSGKV); 111-130
(VVHFFKNIVTPRTPPPSQ);  121-140 (VIPRTPPPSQGKGRGLSLSR);  131-150

(GKGRGLSLSRFSWGAEGQRP).

2.2 ~Obtenciio de Mielina Humana do Sistema Nervoso Central e Periférico: Cérebro e
nervo ciatico humano foram obtidos no Departamento de Patologia Clinica e removido de
pacientes que morreram de doengas que nfio comprometem o sisterna nervoso e congelado
em nitrogénio liquido. Foram estocados em freezer ~70°C para posterior extragio de
neuroantigenos.

Mielina do SNC - A substancia branca do cérebro foi removida e a mielina extraida através

do gradiente de sucrose {solugfio de 0,32 M e 0,85 M). A mielina foi tratada em metanol e
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cloroformio, na proporgiio de 2:1 para retirada dos lipideos, em seguida procedeu-se a
filtragdio em filtro Whatman #1. Coletamos o material retido no papel filtro ¢ lavamos trés
vezes com agua duplamente purificada. A mielina delipidada foi liofilizada e os niveis
protéicos foram quantificados através do método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay —
Bio-Rad-USA).

Mielina do SNP - O nervo foi cortado em pequenas porgles e macerado em nitrogénio

liquido, pois 0 mesmo ¢ constituido em grande parte por fibras e tecido conjuntivo, as quais
dificultou-nos triturd-lo, pelos métodos convencionais (liquidificador ou Politron). O
material em pé resultante foi tratado em metanol e cloroférmio, na proporgio de 2:1 para
retirada dos lipideos, em seguida procedeu-se a filtragdo em filtro Whatman #1. Coletamos
o material retido no papel filtro e lavamos trés vezes com dgua duplamente purificada.
Apb6s as lavagens, o material foi ressuspendido em 2 volumes de dgua e sonicado por 30
minutos. Em seguida centrifugamos o material por 30 minutos, a 10.000 pm, o
sobrenadante foi liofilizado e estocado a —20°C. Os niveis protéicos foram quantificados

atraves do método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Bio-Rad-USA).

2.4 ~ Antigeno do Parasita: A cepa do T. cruzi foi gentilmente cedida pela Profa Dra
Fernanda Ramos Gadelha. O extrato solivel do 70 cruzi (TCSE) foi obtido segundo o
protocolo de Corsini e colaboradores (1980). Foi utilizada a cepa Y do Trypanosoma cruzi.
Parasitas em cultura (aproximadamente 3X10° epimastigotas) foram lavados 3 vezes com
salina gelada, NaCl 0,15 M, e centrifugados a 1.400 g por 15 minutos a 4°C . O sedimento
foi ressuspendido em 10 ml de 4gua destilada, ¢ imediatamente liofilizado. Aliquotas de

200 mg do material foram incubadas com 25 ml de solugfio de NaCl 0,15 M a 0°C por 10
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minutos € a seguir, centrifugadas a 12.000 g por 30 minutos a 4°C. O sedimento foi
ressuspenso em 10 ml de PBS pH 7.2 e incubado em banho-maria a 37°C por 1 hora, sendo
centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi mantido a —20°C em

aliquotas de 1 ml. Os niveis protéicos foram quantificados através do método de Bradford

(Bio-Rad Protein Assay — Bio-Rad-USA).

5. - Anticorpo: Para os ensaios de ELISA, foi utilizado anti-IgG humano conjugado com

peroxidase. O anticorpo foi obtido comercialmente da Sigma-Aldrich Chemical, USA.

6. - Obtencdo de células monoclonais e soro: Para a obtencéo de soro, foi colhido 5 ml de
sangue total em frasco seco, de cada individuo a ser estudado. Para a obtencio dos
linfécitos, 10 ml de sangue total foi colhido assepticamente em tubo heparinizado. As
células foram separadas em gradiente de Ficoll-Hypaque (d=1.077) (Sigma-Aldrich

Chemical, USA) e ajustadas para 2x10° linfocitos /ml.

7. - Quantificacdo de anticorpos anti-Mielina: A presenca dos anticorpos foi constatada
através do método de ELISA. Utilizamos o método direto, como j4 foi empregado
anteriormente (Lider et al. 1989). As microplacas (Imunolon-NUNC-Dinamarca) foram
cobertas com MBP ¢ mielina humana do SNC e SNP diluidas em PBS (pH 7.4) na
concentragdo de 25ug/ml. Apés 18 horas de incubagfio, as reagBes inespecificas foram
bloqueadas em PBS/BSA 10% por 2 horas em temperatura ambiente. Apds as devidas
lavagens, as amostras de soro dos individuos de todos os grupos, foram adicionados em

diferentes concentragbes ¢ incubado por 1 hora 4 temperatura ambiente. O segundo
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anticorpo foi adicionado (anti IgG humano marcado com peroxidase) na diluigdo 6tima, por
1 hora a temperatura ambiente. Apés as lavagens, foram adicionados o substrato (Smg OPD
+ peroxido de hidrogénio em tampfo citrato) e leitura feita em Leitor de ELISA

(Labsystem) a 492nm.

8. - Absorcdp dos soros: Os soros dos pacientes que foram positivos para o ensaio de
ELISA foram separados ¢ incubados com 25 ug/ml para MBP central ou mielina do SNP,
de acordo com o ensaio realizado por 2 horas a 37°C. A absor¢io foi repetida por duas
vezes e os sobrenadantes foram recothidos apos centrifugac@io e um novo ensaio de ELISA
foi realizado, correndo em paralelo os mesmos soros diluidos néio absorvidos. A leitura

feita em Leitor de ELISA leitor Multiskan Biochromatic ( Labsystem ), 2 492nm.

9. - Proliferacdo de linfocitos estimulados com Proteina Bdsica de Mielina: As suspenstes
celulares, obtidas como descrite no item anterior, foram ajustadas para a concentragio de
2x10° células por poco e colocadas em microplaca para cultura de células de 96 pogos
{(Costar, USA). As células foram cultivadas em meio de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)
enriquecido com 10% de soro humano AB (Hemocentro da UNICAMP) e 4,25 mg/mi de
gentamicina, 1% de glutamina. Os ensaios foram realizados em triplicata. As células foram
incubadas em estufa com sistema de CO, a uma tensio de 5% e temperatura de 37° C;
Incubou-se por 72 horas, mna presenga de mitégeno inespecifico (Spg/ml)
Phitohemaglutinina (PHA). Enquanto que antigenos especificos como a MBP, mielina,
peptideos ¢ TCSE (10ug/ml) foram incubados por 96 horas. Aproximadamente 18 horas

antes do término da incubacfio, cada pogo recebeu 1 uCi de timidina tritiada {Duppont-
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USA). Apds o periodo de incubagfio, ¢ excesso de material radioativo foi retirado, lavando-
se as células em coletor apropriado (Cell Harvester-modelo 200 A - Cambridge
Technology Inc. USA) e colocando-as em tubos padronizados na presenga de 2 ml de
liquidos de cintilagdo (3,0 g/l de PPO em Toluol). O contetido radioativo foi determinado
em cintilador Beta (Beckman LS 6000). Os resultados foram expressos em indice de

estimulacio,

10. - Andlise estatistica - Os testes estatisticos utilizados na determinacio da significincia
foram: para as analises ndo paramétricas e andlise de varianca o Kruskal-Wallis e o teste de
Mann-Whitney U test. Para determinar a normalidade foi usado o teste de Kolmogorov-

Smirnov. Considerou-se como significativo as amostras com p menores que 0.05.
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= 4. RESULTADOS




1. Pacientes portadores da forma gastrintestinai da doenca de Chagas produzem
anticorpos anti-MBP.

A presenga de anticorpos anti - MBP foi investigado, com o objetivo de estudar os
danos observados no nervo periférico de pacientes portadores de doenca de Chagas na forma
gastrintestinal. A figura 1 (A e B) mostra um aumento significativo (p<0,05) dos niveis de
anticorpos que reconhecem a MBP, quando comparados aos grupos controles (figura 1-C, 1-D
¢ 1-E - Forma indeterminada, Esofagite de Refluxo e Individuos normais). A especificidade
destes anticorpos foi confirmada pela absorgio com MBP. Este processo remove anticorpos
especificos para MBP presente no soro. Portanto, a significativa reducéio (p<0,001) dos niveis

de anticorpos observado nas figuras 1-A e 1-B mostram a especificidade destes anticorpos.

Resulados
50



0.D.

0.D.

1.2 8
1.2+
1.0
1.0+
0.8+
0.81
.64 i
g 0.6- o
0.4- 0.4 e
0.0 1 T 0.0 7 T
N.Abs. Abs, N.Abs Abs.
Paciantes {GIAl) Pacientes (GHIAV)
C
1.2~ D
1.2
1.0 1.0~
0.8- 0.8~
fa] .
0.6~ p= 6.8
0.4+ 0.4~
2.0
N.Abs. Abs 0.0 N.ADS. Abs.
Pacientes (FI) Pacientes (ER)
1.2+ E
1.0
0.8
g g6
o 5]
0.4+
0.2
8.0 7
MN.Abs. Abs

Controle Normal

Figura 1. Quantificacio de anticorpos anti-MBP no soro de pacientes portadores da forma gastrintestinal € grupos
coniroles. O teste de ELISA foi realizado de duas formas, na coluna da esquerda temos © sore somente diluido,
enquanto que na coluna da direita os soros destes pacientes foram absorvidos com 25 ug de MBP, com o objetivo de

testar & especificidade destes anticorpos.
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2. Linfocitos T de pacientes portadores da forma gastrintestinal da Doenca de Chagas

reconhecem os antigenos da mielina.

A estimulagdio com mitdgeno inespecifico (PHA) foi realizada no sentido de

avaliar a competéncia imunologica destes individuos. A resposta proliferativa a PHA foi
avaliada nos cinco grupos (V1I, LI/IV, FI, ER ¢ N) e os resultados foram mostrados na
Figura 2-A. Os linfocitos dos individuos normais (n=21) proliferam em resposta a PHA
como mostram os dados apresentados na figura 1A (IE 59,1 + 24,24), essa resposta foi
significativamente menor (p<0.001) nos pacientes portadores da forma gastrintestinal da
Doenca de Chagas dos grupos II/IV (IE 29,72 + 20,44) (n=32) e VIl (IE 21,50 % 6,93)
(n=22). No entanto, ndo se observou diferenca significativa nos individuos com a forma
indeterminada da doenca FI (IE 39,83 + 16,24) n= 12 e com esofagite de refluxo ER (IE
51,35 £21,87) n= 17 em relacfo ao grupo dos individuos normais.
Este experimento foi realizado com o objetivo de estudar se os pacientes portadores da
forma gastrintestinal da doenca de Chagas (graus /Il e III/IV) possuem clones que
reconhecem antigenos do parasita. A figura 2-B demonstra um aumento significativo da
resposta proliferativa de linfocitos com TCSE (IE 4,17 £ 0,71) (n=17) em relagfio ao grupo
de individuos normais (1,85 + 0,81) (n=17).

Os danos ftissulares observados nas doengas auto-imunes drgfo-especificas
resultam da resposta efetora dos linfocitos T. Estes experimentos foram conduzidos com o
objetivo de investigar a resposta de linfécitos de pacientes portadores da forma
gastrintestinal da Doenca de Chagas, & mielina derivada de nervos periféricos. A resposta
proliferativa de linfocitos também foi avaliada frente aos neuroantigenos. Linfocitos dos
individuos dos diferentes grupos (V/IL, III/IV, FI, ER e N) foram cultivados na presenca de
mielina ¢ MBP do SNC e mielina do SNP. Os resultados apresentados na figura 2-C
mostram que a resposta proliferativa de linfécitos de pacientes com a forma gastrintestinal
da Doenca de Chagas, II'IV (IE 3,31 £ 2,15) (n=32) ¢ Grupo /11 (IE 3,30 + 2,74) o= estd
significativamente aumentada (p<0.001) em relacio aos individuos assintomaticos FI

(IE1,35 £ 0,48), os portadores de esofagite de refluxo ER (IE 1,44 + 0,55) ¢ de individuos
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saudaveis (IE 1,34 £ (,39). Resultados similares foram observados quando a resposta para
MBP (SNC) e mielina (SNP) foi avaliada. Os resultados da resposta proliferativa de
linfocitos para MBP (SNC) apresentados na figura 2- D mostram aumento significativo
(p<0.001) da resposta dos pacientes do G II/IV (IE 3,98 + 2,24) e GI/Il (IE 3,34 £ 1,51)
em relacéio aos grupos controles FI, ER e individuos normais (IE 1,63 £ 0,43; 1,40 + 0,43;
1,51 + 0,34) respectivamente.

A estimulacgdo de linfocitos com mielina derivada dos nervos periféricos (Figura
2-E) dos pacientes com grave comprometimento gastrintestinal grupo III/IV (IE 5,40 +
3,88) esta significativamente aumentada (p<0.001) em relagdo aos demais grupos
estudados VI, FI, ER e individuos normais (IE 3,69 £ 2,20; 1,62 + 0,33; 1,44 £ 0,38)

respectivamente.
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Figura 2-A - Resposta proliferativa de linfocitos de pacientes com a sindrome dos

megas € grupos controles estimulados com mitdgeno inespecifico PHA.
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Figura 2-B - Resposta proliferativa de linfocites de pacientes com sindrome dos

megas ¢ individuos normais estimulados com antigenos derivados do Trypanosoma

cruzi (TCSE).
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Figura 2-C, 2-D e 2-E. Resposta proliferativa de linfocitos de pacientes com as formas
assintomdtica e gastrintestinal da doenga de Chagas ¢ grupos controles, estimulados com

antigenos da mielina derivadas do sistema nervoso central e periférico.
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3. Linfécitos T de pacientes portadores da forma gastrintestinal da Doenca de Chagas
reconhecem peptideos da MBP

Esses experimentos foram realizados no sentido de identificar epitopos da molécula de
MBP nos pacientes que previamente responderam aos neuroantigenos. Os resultados sdo
apresentados em indice de estimulacfio, onde o indice de cada paciente estimulado com
uma seqiiéncia de peptideo especifica foi dividido pelo indice do grupo de individuos
normais. Estes resultados demonstram que linfocitos dos pacientes portadores da Doenga
de Chagas, que desenvolveram a forma digestiva da doenga reconhecem preferencialmente

aminodcidos da seqiiéncia de 1-30 da molécula de MBP (Figura 3).
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Figura 3. Reposta proliferativa de linfcitos 4 peptideos de MBP humano em pacientes
portadores da doenga de Chagas que desenvolveram a forma gastrintestinal da doenga. Os
resultados sfo apresentados em indice de estimulagfio, os quais o indice de cada amostra foi
dividido pela média do indice de estimulagio dos grupos de individuos normais para cada

peptideo x 100.
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A sindrome dos “Megas™ € observada em 5 a 10% dos 16 milhdes de
individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi. Os principais fatores envolvidos na
patogenia da forma digestiva da doenga de Chagas sfo, alterages ao longo do trato
digestivo ocastonadas por lesdes dos plexos nervosos (destrui¢o neuronal simpética), com
conseqiientes alteracSes da motilidade e morfologia, sendo o megaesdfago e o megacolon
as manifestacOes mais comuns.

O estudo dos mecanismos e a natureza das alteragdes imumolégicas envolvidas
no dano tecidual, caracteristico desta forma da doenca, receberam pouca atengfio nos
tltimos anos. Diante disso, no presente estudo, sfio apresentadas evidéncias que
demonstram a associagfio entre resposta auto-imune aos componentes da mielina, em
paciente portadores de doenca de Chagas que desenvolveram a forma digestiva
(Megaesofago e Megacdlon) da doenca. Para tanto, foram analisados soros e linfocitos de
162 individuos, sendo 42 normais, 26 portadores de esofagite de refluxo, 27 pacientes
portadores da forma indeterminada da doenga de Chagas, 70 pacientes portadores de
manifestacdes gastrintestinais sendo 27 classificados como grau V1T ¢ 43 com grau III/ IV
{Anexo II).

A presenca de anticorpos especificos para a proteina basica de mielina (MBP)
foi encontrada em 26% dos pacientes com manifestacdes gastrintestinais de graus I e I e
acima de 73% dos pacientes com as formas III e IV da doenga (Figura 1-A e 1-B); esses
anticorpos estavam ausentes nos demais grupos de individuos estudados (Figura 1-C, 1-D e
1-E); cabendo ressaltar essa auséncia nos pacientes portadores da forma assintomética da

doenga de Chagas (Figura 1-C). A especificidade dos anticorpos para a proteina basica de
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mielina foi comprovada nos ensaios de absorgfio, onde a diminui¢iio dos niveis dos
anticorpos foi significativa (p<0.001) nos dois grupos de pacientes com a forma
gastrintestinal da doenca (G VI e HIVIV).

Hé evidéncias de que a intensa ativacio policlonal dos linfocitos T e B
observada na fase aguda da doenca de Chagas originaria clones autoreativos que,
eventualmente estariam envolvidos no desenvolvimento das reacdes auto-imunes na fase
mais tardia da doenga (SPINELLA et al., 1990). Vérias evidéncias indicam um papel
importante destes anticorpos no desenvolvimento da autoimunidade na doenga de Chagas,
sugerindo a existéncia de uma reagfio cruzada entre o 7. cruzi e o tecido nervoso de
mamiferos (VAN VOORHIS et al., 1991). Estudos prévios mostraram a presenca de
anticorpos anti-neurbnios no soro de pacientes portadores da Doenga de Chagas cronica
(RIBEIRO DOS SANTOS et al., 1979). Nos anos 80, vérios grupos mostraram em modelo
experimental, anticorpos monoclonais que reconheciam componentes do T. cruzi e
simultaneamente o tecido neural (KHOURY et al, 1979; ISRAELSKI et al., 1988).
Posteriormente, BONFA e colaboradores (1993) observaram a presenga de anticorpos
dirigidos contra proteinas ribossomais, e que 2 producfio destes anticorpos era devido ao
reconhecimento de estruturas do proprio ¢ de antigenos do parasita. No entanto, nenhum
grupo mostrou a participagdio direta dos auto-anticorpos causando dano tecidual, sendo que
a presenga dos auto-anticorpos era mais indicativa da atuacfio de linfocitos auto-reativos.

As lesBes teciduais observadas nas doengas auto-imunes 6rgdo-especificas sio
causadas principalmente por linfocitos, nas reagSes de hipersensibilidade do tipo IV. A
reacdo de hipersensibilidade tardia ¢ bem descrita nos modelos experimentais como na

Encefalomielite Experimental Auto-imune (BEN-NUN e COHEN, 1982), Neurite
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experimental Auto-imune (ROSTAMI et al.1997) ¢ Diabetes experimental. Trabalthos
realizados no modelo experimental de doenca de Chagas mostraram a presenca de
infiltrados de células inflamat6rias na cardiomiopatia chagasica (CUNHA NETO et al. 1996
1998, KALIL et al. 1996), assim como no nervo ciatico de animais infectados com 7. cruzi,
sendo que a transferéncia adotiva de linfécitos T CD4 causava lesdes desmielinizantes em
animais normais (SAID et al, 1985, FAZAN ¢ LANCHAT, 1997, HONTEBEYRIE-
JOSKOWICZ et al, 1987).

Diante disto, no presente trabalho foi nosso objetivo verificar se linfocitos de
pacientes portadores da Doenca de Chagas, mais especificamente os pacientes com a forma
gastrintestinal da doenga, reconhecem componentes da mielina. Num primeiro momento,
foi importante verificar a fungfio dos linfocitos desses pacientes. Assim, a resposta
proliferativa dos linfécitos, foi testada frente ac mitégeno inespecifico, PHA, e ao extrato de
T. cruzi.

Ativag8o ou transformagdo linfocitria, refere-se a um processo i virro que se
correlaciona ao processo que regularmente ocorre quando linfocitos do hospedeiro,
especificamente sensibilizados, interagem com o antigeno. E a técnica mais comumente
usada para avaliar a imunidade celular, por medir a capacidade funcional dos linfécitos
proliferarem em resposta a um estimulo antigénico ou mitogénico. Com relagio 3 resposta
proliferativa dos pacientes estimulados com a PHA a figura 2-A mostra que pacientes
portadores da doenga de Chagas, tanto na forma assintomdtica, como os portadores da
forma gastrintestinal da doenga, apresentaram resposta proliferativa deficiente quando
comparados com a resposta de individuos normais ou portadores de esofagite de refluxo. A

deficiente resposta proliferativa de linfocitos de pacientes portadores da doenga de Chagas
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foi previamente descrita tanto para humanos como no modelo experimental. Essa resposta
deficiente foi explicada pela intensa ativagio policlonal dos linfécitos acontecida na
infeccdio com o parasita, que se segue normalmente de imunossupressdo, que € devida &

maior producdio de citocinas com agfio antiinflamatéria como IL 10 e TGFB, com

conseqiiente inibicdo de citocinas como IL2 e IFN .

Mitogenos sdo estimulantes policlonais e requerem sensibilizagfio prévia do
individuo como no caso dos antigenos. Enquanto os mitogenos estimulam grande nimero
de linfocitos, os antigenos estimulam uma populagdo bem menor de células especificamente
sensibilizadas ao antigeno. No sentido de verificar a capacidade funcional dos linfocitos dos
pacientes portadores da forma grave da doenca de Chagas reconhecer, ¢ responder aos
antigenos de 7. cruzi, linfécitos desses pacientes foram cultivados na presenca de um
extrato soltvel de 7. cruzi (TCSE). Como pode ser verificada na figura 2-B, a capacidade de
reconhecimento e resposta funcional dos linfécitos desse grupo de doentes esté preservada,
pois essas células respondem proliferando quando em contato com o antigeno especifico.

De posse dessas informagdes, o proximo passo foi verificar se os linfocitos dos
pacientes portadores da forma gastrintestinal da doenca reconheciam como antigenos
componentes da mielina. Foi observado que os linfécitos de uma parcela significativa dos
pacientes com manifestacSes gastrintestinais classificados como grau VIl e VIV (Figura 2-
C e 2-D) respondem proliferando, quando cultivados na presenca de mielina e MBP obtidas
do SNC, em comparagio com os demais controles (F, ER e individuos normais). Néo se
observa diferenca significativa na resposta de linfécitos de pacientes dos grupos Vi e IIVIV
quando se utilizou mielina ¢ MBP do SNC. Linfécitos dos pacientes dos dois 2rupos

reconhecem igualmente esses antigenos. No entanto, sob o estimulo da mielina derivada do
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SNP (Figura 2-E), os linfécitos dos pacientes com a manifestaciio gastrintestinal mais
severa, respondem mais eficientemente. Esses dados sugerem a participacio dos linfécitos
nos danos ao tecido nervoso, observado nessa forma da doenga de Chagas,

Basicamente, a ativagio dos linfocitos T necessita de dois sinais. O primeiro é
dado pela interacfio entre o peptideo antigénico com as moléculas de MHC das células
apresentadoras do antigeno e o receptor para o antigeno presente nos linfécitos {TCR). O
segundo sinal € dado pela ligagdo de moléculas co-estimulatérias presentes tanto nos
linfocitos, como nas células apresentadoras do antigeno. O presente trabalho teve
continuidade no sentido de identificar o epitopo da molécula de MBP que ¢ reconhecido
pelos linfécitos dos pacientes portadores da forma gastrintestinal da doenca de Chagas.
Foram testados alguns peptideos que juntos compdem a molécula de MBP, e os resultados
apresentados na figura 3 mostram que as regides 1-20 e 11-30, portanto, 1-30, sdc
preferencialmente reconhecidas pelos linfocitos dos pacientes.

O emprego da molécula de MBP derivada do sistema nervoso central para
estudo de reagbes imunolégicas que normalmente acontecem no sistema nervoso periférico
¢ perfeitamente adequado, pois estudos prévios mostraram que a molécula de MBP do
sistema nervosc central ¢ idéntica 2 fragio P1 do sisterna nervoso periférico. Estudo e
caracterizagho das proteinas da mielina do sistema nervoso periférico mostraram que a
mesma € composta por irés proteinas principais: PO, P1 e P2. As fragdes PO ¢ P2 sfo
exclusivas do sistema nervoso periférico, enquanto a P1 com peso molecular de 18 000 Da,
¢ idéntica & MBP do sistema nervoso central (WHITAKER et al., 1981). Dessa forma os
dados obtidos mostrando a resposta dos linfécitos estimulados pela molécula de MBP

derivada do SNC ¢ mielina do SNP, assim como aos peptideos da regifio 1-30 da molécula
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de MBP, sugerem que os linfécitos dos pacientes com a forma gastrintestinal da doenga de
Chagas, igualmente reconhecem essas estruturas no sistema nervoso periférico.

O fato de, pouco ou nenhum parasita ser encontrado no organismo dos
individuos infectados, na fase cronica da doenga de Chagas, tem levado os autores a inferir
que os danos observados tanto nos tecidos cardiacos como nervosos sdo resultados de
reagbes auto-imune. Embora ainda haja grupos de pesquisadores, que discordem dessa
teoria, pelo fato de ter sido encontrado DNA do parasita em individuos infectados, nos
Gltimos anos as evidéncias que mostram aspectos de autoimunidade na Doenga de Chagas
tém sido bem aceitos pela comunidade cientifica. Esta hipétese tem como ponto principal
que a agressdo aos tecidos cardiaco e gastrintestinal na auséncia do parasita seria
conseqiiéncia de uma resposta imunoldgica contra epitopos do 7. cruzi, que apresentasse
reagio cruzada contra antigenos proprios. O aparecimento de neurites periféricas apés
infecgbes com virus e bactérias reforcam a hipétese de mimetismo molecular. A existéncia
de seqiiéncias de aminodcidos parecidos ou idénticos encontradas no parasita e no tecido
nervoso do hospedeiro ja foi demonstrada na doenca de Chagas. A ocorréncia de
mimetismo molecular foi demonstrada através do estudo de uma protefna flagelar do T,
cruzi (FI-160) ¢ uma proteina neuronal de 47 kDa (VAN VOORHIS e EISEN, 1989).

Os dados apresentados no presente trabalho nfic nos permitem afirmar a
existéncia de mimetismo molecular, uma vez que o antigeno de 7. cruzi utilizado ndo foi
purificado, e nfio mostramos sirnilaridade entre os epitopos da molécula de MBP ¢ os do
parasita. No entanto, o estudo ¢ relevante, pois é o primeiro na literatura a estabelecer
associagdo entre a gravidade da doenca, na forma gastrintestinal, € a presencga de resposta

imune dirigida para os componentes da mielina, em especial para a molécula e epitopos da

Discussio
64



MBP. Embora estudos adicionais sejam necessérios para estabelecer similaridades com
estruturas antigénicas do parasita, os resultados discutidos aqui revelam um avango
significativo na compreenso dos mecanismos imunolégicos envolvidos na patogénese da

forma gastrintestinal da Doenca de Chagas.
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6. CONCLUSAO




Pacientes portadores da doenca de Chagas que desenvolveram a Sindrome dos
*Megas” possuem anticorpos que reconhecem neuroantigenos do sistema nervoso

central ¢ periférico;

Pacientes portadores da doenga de Chagas que desenvolveram a Sindrome dos
“Megas” possuem linfécitos especificos que reconhecem neuroantigenos do sistema

nervoso central e periférico e antigenos do T, cruzi;

Pacientes com Sindrome dos “Megas” reconhecem a seqiiéncia de 1-30 da molécula

de MBP;
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APENDICE I

CASUISTICA

Nome Sexo Idade Patologia Sorologia Chagas

Al ABS M 45 Normal negativo
A2 MG F 27 Normal negativo
A3 AMR M 23 Normal negativo
Ad DV M 20 Normal negativo
AS MF F 22 Normal negativo
Ab CB 3 25 Normal negativo
A7 BM F 32 Normal negativo
A8 CA F 30 Normal negativo
A9 RF M 21 Normal negativo
Al0 AS F 19 Normal negativo
All CM M 21 Normal negativo
Al2 MA F 20 Normal negativo
Al3 FB F 25 Normal negativo
Al4 OL M 26 Normal negative
AlS GLS F 28 Normal negativo
Alé SBP F 32 Normal negativo
Al7 AMS M 21 Normal negativo
Al8 MF F 35 Normal negativo
Al9 RCB F 35 Normal negativo
A20 GMC F 36 Normal negativo
A2l SMSN F 37 Normal negativo
AZ2 RCB F i% Normal negativo
AZ3 AEG M 23 Normal negativo
A24 AG F 26 Normal negativo
AZS LMF M 19 Normal negative
AZ5 KEB M 24 Normal negativo
A26 RV M 20 Normal negativo
A27 MSS F 65 Normal negativo
A28 NMS ¥ 42 Normal negativo
A29 LVO M 19 Normal negativo
A30 PCVB F 21 Normal negativo
A3l GDCVB M 23 Normal negativo
A32 GEC M 24 Normal negativo
A33 AF M 27 Normal negativo
A34 AFC F 22 Normal negativo
A35 NFC F 20 Normal negativo
A36 VEBP M 22 Normal negativo
A37 PLA M 21 Normal negativo
A38 ECO F 36 Normal negativo
A39 DEMH F 24 Normal negativo
A40 GB F 23 Normal negativo
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Adl JRDE M 24 Normal negativo
A42 S F 38 Normal negativo
Bl GC M 54 E. refluxo negativo
B2 LD F 45 E. refluxo negativo
B3 PGN M 50 E. refluxo negativo
B4 MALBS F 41 E. refluxo negativo
Bs AlS M 43 E. refluxo negativo
B6 JPO M 66 E. refluxo negativo
B7 JKRGS F 64 E. refluxo negativo
B8 BAR F 47 E.Refluxo negativo
B9 LGS F 41 E Refluxo negativo
B1o MCL M 33 E.Refluxo negativo
Bl1 PCTR F 63 E.Refluxo negativo
B12 ARF F 69 E.Refluxo Negativo
Bi3 1.AQ F 46 E.Refluxo Negativo
Bi4 CRC M 50 E.Refluxo Negativo
Bi5 ESB F 38 E.Refluxo Negativo
Bl6 LC F 52 E Refluxo Negativo
B17 RAA M 39 E.Refluxo Negativo
B13 NRE F 60 E.Refluxo Negativo
B19 LCC F 42 E.Refluxo Negativo
B2¢ NMV F 51 E Refluxo Negativo
B21 KIM M 32 E.Refluxo Negativo
B22 LMB M 22 E.Refluxo Negativo
B23 MNG F 45 E.Refluxo Negativo
B24 SER M 36 E.Refluxo Negativo
B25 AGM M 41 E Refluxo Negativo
B26 MCR F 26 E_Refluxo Negativo
Cl1 BIB M 49 Fl +
C2 ZRO M 29 Fl +
C3 NAP F 25 FI +
C4 JRR M 62 FI +
C5 GSC F 45 Fl +
C6 MA M 64 FI +
C7 AAD M 40 FI +
C8 CSR F 60 FI +
C9 IPR M 34 Fl +
C10 JLR M 42 FI +
C11 CRC M 35 FI +
C12 RSS M 56 F1 +
C13 JPS M 46 FI +
Cl4 MLFD F 28 F1 +
Cl5 RL M 56 FI +
Cié JCF F 73 FI +
C17 JCF F - FI +
C18 JAS M 32 FI +
Ci¢ IPS F 50 FI +
C20 LMF F 38 FI +
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C21 TFL F 70 Fi +
C22 MVM F 55 FI +
C23 NFC F 45 F1 +
C24 ORF F 51 F1 +
C25 KLR M 34 FI +
C26 LLO M 31 FI +
Cc27 LAC F 26 FI +
D1 JRS M 36 MEGIU +
D2 FSC F 56 MEG1 +
D3 IMS M 55 MEGH +
D4 AMS M 34 MEGII +
D5 LMP M 49 MEGI +
D6 ISS M 72 ME GI/MC +
b7 VRS M 41 ME GII +
D8 ASN F 64 MEGI +
D9 SRM M 39 MEGH +
D10 VMB F 45 MCH +
D11 EAM M 34 MEGI +
DI2 VSSB F 50 ME G I/ +
D13 bv F 36 ME GI/' I} +
D14 MCF ¥ 43 ME GI/ I +
D15 ACSM F 68 MEGH +
D16 IBR F 3 MEGII +
D17 ORS M 45 ME GI' 11 +
D18 MVM F 35 MEGI +
D19 AJP M - MEGIH +
D20 MRV F 41 MEGH +
D21} TGF F 66 ME G I +
D22 SM M 60 MEGII +
D23 DGP M - ME G /I +
D24 iBR F 29 ME G 11 +
D25 LFC F 46 ME GIII +
D26 GRBM F 50 ME G Tl +
D27 CAR F 54 ME G 11 +
El ACN M 39 MEGIV +
E2 RNPS M 32 ME G I +
E3 AGM M 42 MEGH +
E4 ML.GP F 47 MC +
ES5 JIS M 69 ME G HI +
E6 AFT F 12 MEGHI +
E7 OCR F 73 MEGHI'MC +
E8 SC M 33 MEGIII/'MC +
E9 JRM M 47 MEGH +
ElQ FGA M 35 MEGII +
Ell PLAS M 48 ME G 11 +
ElZ2 MMS M 51 MEGIII/MC +
E13 AAR M - MEGH +
El4 FGS M 50 MEGIH +
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El5 MPA M 36 MEGH n
E16 RE F 36 MEGII/MC T
E17 TH M 52 MEGIV/MC n
E18 JC M 68 MEGIV/MC n
E19 OMS F 58 MC G TV n
£20 DLB M 46 MC G IV T
E21 AAM M 53 MC G IV +
E22 GMS M 38 MC G IV i
E23 ABP M 44 MC G IV n
E24 MRD F 53 MC G IV T
E25 MiS F 62 MC G IV n
E26 ML F 44 MC G 11 n
E27 SS M 40 MC G I n
E28 JAE M 52 MC G Il n
E29 AC M 57 MC G I n
E30 ACSM F 68 MC G OV n
E31 OOR M 79 MC G IV n
E32 DMM F 58 MC G AV +
E33 MD F 51 MC G IV n
E34 FGA M 47 MC G IV ¥
E35 B M 44 MC G IV n
E30 MBO M 33 MC G IV T
E31 MCCM F 75 MC G IV ¥
E32 1QG M 49 MC G TV n
E33 JPS M 56 MC G TI/TV ¥
E34 DGO F 29 MC G T/TV ¥
E35 MAJ F n MC G TV ¥
E36 VMF M 51 MC G I/IV ¥
E37 TML M 61 MC G [TV T
E37 DLB M 46 MC G VIV T
E38 AAS M 58 MC G I/TV ¥
E30 RBG M 42 MC G VIV ¥
F40 OAS 3 64 MC G WAV n
E41 GRBM ¥ 65 MC G I/IV n
E42 JBS M 65 MC G IV ¥
E43 IMOM F 50 MC G VIV n
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Abstract

Most reports of autoimmune response during infection with the parasite
Trypanosoma cruzi have dealt with the cardiomyopathic form of Chagas’ disease, but there
is another, less common, gastrointestinal form, which is studied here. Chronically infected
patients with a severe gastrointestinal form of Chagas’ disease present increased antibody
production and proliferative responses to peripheral myelin components, such as myvelin
basic protein and peripheral nerve structures. T lymphocytes preferentially recognize a
region on the myelin basic protein (MBP) molecule (1-30). which suggests that the MBP is
a potential target on the peripheral nerve for amoimmune reactions in patients with

gastrointestinal lesions resulting from Chagas’ disease.
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1. Introduction

Chagas' disease, caused by infection with the intracellular protozoan parasite
Trypanosoma cruzi, is a major public health problem in Latin America. Approximately 16-
18 million people are infected, and an additional 100 million individuals are at risk 1}
Chagas’ disease involves an acute phase and a later chronic phase, occurring many years
after the initial infection. The acute phase is characterized by the presence of parasites
circulating in the bloodstream, with local inflammation at the sites of infection. During the
chronic phase, however, no circulating parasites are observed, although progressive damage
affects various tissues and organs, such as the heart and nervous tissues [2-3]. About 20 to
30% of patients develop cardiomyopathy of variable severity, whereas for 8§ to 10%, the
disease evolves into a digestive disorder characterized by pathological dilatation of the

esophagus and/or colon: (megaesophagus and/or megacolon) [241

The facts that antibodies recognize both parasite and host tissue and that tissue
damage appears in the absence or near absence of the parasite suggest that autoimmune

mechamsms may be responsible for Chagas™disease [reviewed in ref. [5-7]] Although the
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Chagas’ disease. Other mechanisms, such as parasite-induced polyclonal activation of
lymphocytes, the expression of cryptic self epitopes, bystander activation and molecular
mimicry [5-6] have also been proposed as possible explanations for the autoimmunity
observed during 7. cruzi infection.

Several studies have demonstrated the role of cardiac myosin as a major heart-
specific autoantigen in the cardiomyopathy of Chagas’s disease [9-10]. Some authors have
succeeded in demonstrating that in an animal model immunization with 7, cruzi contributes
to cardiac tissue damage [11] and that the adoptive transfer of CD4 T cells from infected
mice to naive recipients induces cardiac graft rejection [12]. Moreover, the induction of
tolerance using myosin antigens reduces cardiac inflammation in chronically infected mice
{13]. Lutle is known, however, about the mechanisms of tissue damage involved in the
gastrointestinal form of the disease, but the patients generally present abnormalities in the
enteric nervous system, characterized by systematic damage of the peripheral nerve plexus
by an inflammatory reaction and a consequent reduction in neurons [14-15]. Despite the
imnportance of this form of the disease in endemic areas, the immune mechanisms involved
in the tissue damage have not received adequate attention in recent years.

In the 1980's, a study of the cross-reactivity of serum antibodies and autoreactive
T lymphocytes in the nervous tissue of chagasic patienis revealed cross-reactions of
nervous-tissue antigens with monoclonal antibodies secreted against nervous tissue or 7.
cruzi antigens [16]. Moreover, there is evidence that demyelinated lesions are caused by
inflammatory infiltrates in the sciatic nerve afier the adoptive transfer of CD4 lymphocytes
from mice infected with 7. cruzi [17]. Evidence also suggests cross-reactivity between

antigens derived from 7. oruzi and myelin basic protein (MBP) in experimental Chagas’
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disease, based on the study of overlapping peptides in the MBP molecule, and two regions
responsible for this cross-reactivity have been identified [18].

The present study has investigated the cross reactivity of antibodies and
lymphocytes from patients with severe gastrointestinal syndromes involving myelin

components, such as MBP or proteins derived from peripheral nerves.
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2. Marerials and Methods

2.1 Patients

The patients in this study were seen at the Chagas’ Disease Clinic (GEDOCH) at the
University Hospital of the State University of Campinas (UNICAMP). The samples
analyzed were obtained from individuals from areas of Brazil were the disease is endemic
who tested positive for Chagas’s disease, with those with a severe form of the disease
waiting for gastric surgery. None of these patients had received any treatment in the two-
month period prior to the donation of the blood. Patients with a form of the disease
affecting the megaesophagus and the megacolon were divided into four groups according to
the severity of the disease, as classified [14], on the basis of the intensity of X ray
alterations, especially contractibility and the diameter of the organ: Stage I patients with
normal esophageal diameter and delay in evacuvation; Stage Tl patients with moderate
dilation of the esophagus accompanied by retention: Stage I patients with a moderate to
extreme dilation and retention accompanied by decreased motor activity, and Stage IV
patients with extreme dilation and prolongation of the organ The classification of
megacolon alteration was based on the diameter of the sigmoid colon sample obiained
during surgery. ln the present study, the distribution of patients in these categories was as
follows: 25 patients (13 female /12 male) in Stages I and I (moderate involvement MOD
group), and 49 patients (17 male/32 female) in Stages HI and IV (severe involvement SEV
group). 27 serum positive petients (13 male /14 female) were classified as asympiomatic

£A QRN VL At Funals 1T pmalaf a4 L 30 - = -
{ASYy 26 indhiduais (11 male/ 15 fomale} with inflammatory gastro-esophageal reflux

&,

(GR) and pormal leukocvtes samples taken fom 41 heshhy individumels fmelel /22
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female) from the same endemic area, but testing negative for Chagas’ disease (N);
Informed consent was obtained from all individuals prior to their inclusion in the study.

2.1 Purification of Mononuclear Cells

Blood samples (15 ml) were collected under sterile conditions. Cells were separated on a
Ficoll-Hypaque gradient (1.077 density), and the cell concentration adjusted to 2x10°
cells/ml.

2.3 Human myelin

Humans brains were removed from patients who had died from non-neurologic causes,
with removal occurring an average of 2 h after death. The white matter was removed and
myelin isolated by overlaying the homogenate in isotonic (0.32M) sucrose on a denser
sucrose (0.85 M) gradient, thus allowing the myelin to migrate down to the interface [19-
20]. The myelin was then isolated by centrifugation and pooled, dialysed against water at
4°C, and lyophilized.

2.4 Extraction of peripheral nerve protein

Segments of the sciatic nerve were removed from patients who had died from non-
neurologic causes, with removal conducted an averaged of 2 h after death. The tissue was
delipidated with chloroform/methanol (2:1 v/v), and then with acetone and ether. The dry
powder was homogenized and extracted for 20 min with ice-cold water, and the peliet was
then recovered afier centrifugation for 10 min at 40 000 g at 0°C. The water-soluble
proteins were discarded. The pellet was reextracted four times, each time for 1-3 h with an
ice-cold sohution of .06 M HCI containing 6.2 M NaCL The supernatants were isolated by
centrifugation and pooled, dialysed against water at 4°C, and lyophilized.

2.5 Human Myelin Basic Protein (MBP)

MBP was purified from human brain tissue by the method of Diebler et al. 1972 [211.
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2.6 Myelin basic profein peptides

These peptides were synthesized by Genemed Synthesis, CA, USA. MBP 1-20
(MASQKRPSQRHGSKYLATAST); 11-30 (HGSKYLATASTMDHARHGFL), 41-60
(NPSIGRFFGGDRGAPKRGSGKV); 111-130 (VVHFFKNIVTPRTPPPSQ); 121-140
(VITPRTPPPSQGKGRGLSLSR); 131-150 (GKGRGLSLSRFSWGAEGQRP).

2.7 Parasite antigen

T. cruzi soluble extract (TCSE) antigens were prepared from Trypanosoma cruzi, strain Y,
as previously described [22-23]. Parasites from 100 ml of culture (approximately 3 X 10°
epimastigotes) were washed three times in ice-cold 0.15 M NaCl by centrifugation at 1400
g for 15 min at 4°C. The final pellet was resuspended in 10 ml distilled water and
immediately lyophilized. The lyophilized material was delipidated in portions of 250 mg
after washing in organic solvents previously distilled and free of peroxides. The preparation
was washed in acetone (2X), in acetone-ethyl ether (1:1; 2X), and, finally, in ethyl ether
(2X). Sedimentable material was separated by centrifugation at 3000 g for 15 min at 4°C.
The final pellet was dried in an air vacuum and kept in a desicator at 4°C. Two hundred
milligrams of the delipidated material were resuspended in 25 ml of ice-cold 0.15 M Na(Cl
and kept in an ice bath with occasional shaking for 10 min. The material was then
centrifuged at 12,000g for 30 min at 4°C. The peliet was resuspended in 10 ml PBS (pH
7.2), mcubated in a water bath for 1 h at 37°C, and centrifuged at 12,000 g for 30 min at
4°C. The supernatant, was kept at -20° C. The protein content was measured.

2.8  Quantification of MBP antibodies

Briefly, 96-well microtiter plates (NUNC - Denmark) were coated with 25 pg/ml of MBP
or myelin in 0.1M NaHCO; (pH=8.5) overnight at 4°C. Following blocking with 3%

bovine serum albumin-BSA/ PBS for 2h at room temperature, serum, diluted 1: 200 was
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added and incubated overnight at 4 C. Then, 0.5-2.0 ug/ml of detection antibody to human
IgG (Sigma Chem. MO, USA) was added, followed by the peroxidase substrate. Optical
density (OD) was determined at 492 nm. In order to show the specificity of the antibody to
MBP, serum positive for the antibody was absorbed twice with MBP, each time being
incubated on microplates with immobilized MBP (25ug/ml) for 2h at 4°C, followed by the
determination of the level of the antibody in an ELISA assay. This process removed the
MBP antibody from the serum, since it remained fixed on the immobilized MBP on the
culture plate. The results are expressed as percent of reduction of MBP antibodies after
absorption (1-absorbed serum/serum without absorption x100). To avoid variation in
results, all serum samples were tested at the same time.

2.9  Proliferation assay

Peripheral mononuclear blood cells were purified using a Ficoll-Hypague gradient. The
cells were suspended in Hank’s balanced salt solution and washed before the addition of
RPMI 1640 medium supplemented with 5x10°M 2-mercaptoethanol, 2 mM L-glutamine, 1
mM sodium pyruvate, penicillin-streptomycin (Flow lab.-USA), 12,5 mM HEPES buffer
(pH=7.4), 0.2% NaHCO; and 10% AB+ human serum. The cells were cultured, 10° per
well, in 96 well flat-bottomned culture plates in the presence of 25 ug/ml of MBP, 10 pg/ml
of human myelin or 2 pg/ml of peptides, as well as that of PHA (5 ug/mi). Cells were
incubated for 72 h for the nonspecific mitogen, and for 144 h for the antigen, in an
humidified 5% CO; atmosphere at 37°C; the plates were pulsed with 1.0 pCi of °H
Thymidine (Amershan Biosciences UK) per well and harvested 18 hours later with a cell
harvester (Cambridge Tech., MA, USA). The incorporation of *H Thymidine was assessed

by standard hiquid scintillation techniques, with the resuits expressed as the stimulation
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index (8I), which is the mean number counts per minute (cpm) of stimulaied cells divided
by that of unstimulated cells.

2.10  Statistical analysis

The statistical significance of the results was determined using a Kruskal-Wallis non-
parametric analysis of variance and the Mann-Whitney U test. To determine normality the
Kolmogorov-Smirnov test was used. The alpha—error was corrected by pondered

Bonferroni test. A p value smaller than 0.05 was considered to be significant.
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3. Resalts

3.1 MBP antibody production in patients with severe gastrointestinal form of Chagas’
disease.

An attempt was made to explain the tissue damage in the peripheral nerves of patients with
the gastrointestinal form of Chagas” disease by investigating the presence of autoantibodies
to MBP in the serum of these patients. Figure 1 demonstrates the percentage of reduction of
antibody to MBP after appropriate absorption with the neuroantigen. A significant increase in
the level of MBP antibodies in patients with a severe (SEV) and moderate (MOD) form of
the disease over that in asymptomatic individuals (ASY) inflammatory esophagitis (GR) and
healthy individuals (N) was demonstrated since a significant reduction (p<0.001) was
observed in these two groups after the absorption of the MBP-specific antibodies.

3.2 Myelin antigen stimulation of T lymphocytes from patients with severe gastrointestinal
Jorm of Chagas’ disease.

The experiments performed here were designed to investigate the fymphocyte response to
peripheral myelin molecules in patients with the gastrointestinal form of Chagas® disease.
Stimulation with a nonspecific mitogen (PHA) was used to investigate the immunological
status of the lymphocytes. The proliferative response to PHA was evalnated for the five
groups (SEV., MOD., ASY, GR, N), and the results are given in Figure 2-A. The heaithy
donor group (N) (n=21) and the GR (n=17) demonstrated an extensive proliferative response
to PHA (51 59.1 + 24.24 and GR 51.35 % 21.87), which was not significantly different from
that of patients with a severe form of Chagas’ disease SEV (SI 29.72 + 20.44) (n=32); the
group with a less severe form of the disease MOD (SI= 21.50 + 6.93) (n=22) and ASY (SI=

21.50 £ 6.93) n= 12, however, presented a lower proliferative response than did the control

groups,
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The T lymphocyte response to myelin antigens from the central (CNS) and peripheral (PNS)
nervous systems as well as MBP molecule were examined for the five groups (SEV, MOD,
ASY, GR, N). The results, shown in Figure 2-B, demonstrate a significant (p<0.001) increase
in the lymphocyte proliferative response to MBP from the groups with a more severe form of
the disease SEV (SI 331 + 2.15) (n=34) and those with a less severe form of the disease
MOD (S13.30 + 2.74) n=22 in relation to those used as controls ASY (SI 1.35 + 0.48) n=12,
GR (SI 1.44 £ 0.55) n=18 and healthy individuals (SI 1.44 + 0.38) n=22. Similar results were
observed for myelin from the central nervous system. The results of the lymphocyte
proliferative response to Myelin (CNS) are shown in Figure 2-C: a significantly increase
(p<0.001) in the proliferative response was observed in the patients with Chagas’disease both
SEV (SI 3.98 + 2.24) n=34 and MOD (SI 3.34 + 1.51) n=23 in relation to those of control
individuals (SI 1.63 + 0.43; 1.40 * 0.43; 1.51 % 0.34) ASY, GR and healthy individuals
respectively.

Lymphocyte stimulation with peripheral nerve myelin for patients with the most severe form
of the disease (SI 5.40 * 3.88) was significantly greater (p<0.001) than that of the other
groups MOD, ASY, GR and N (SI 3.69 + 2.20; 1.62 + 0.33; 1.44 £ 0.38) respectively (Figure
2-D).

The proliferative response of lymphocytes from patients with advanced disease SEV
stimulated with 7. cruzi antigen was also evaluated. Figure 2-E shows that the lymphocytes
of these patients presented a significant increase in the proliferative response (S14.17 + 0.71)
n=17 in relation to that of contro! group { SI 1.85 + 0.81) n=17.

3.3 MBP peptides recognition of T lymphocytes from patients with severe gastrointestinal
Jorm of Chagas’ disease.

Since the lymphocytes from Chagas’ disease patients recognize the MBP molecule, the

follow experiments were done to identify the regions of the MBP molecule targeted by the
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immune response. Various peptides which compose the extreme ends of MBP molecule were
tested. The results in Figure 3 represent the proliferative response of lymphocytes from
patients with the gastrointestinal form of Chagas’s disease belonging to the SEV and MOD
groups which had previously recognized the MBP molecule. The results are expressed as
stimulation index, which is the index of each sample divided by the mean of the index of
stimulation of normal individuals cells stimulated with each peptide x 100. The results show
that the lymphocytes from patients with a severe form of Chagas’s disease preferentially
recognize the amino acid sequence (1-30) of the MBP molecule, since only the peptides 1-20
and 11-30 indicated a significant increase (p<0.001) in the proliferative response of the
lymphocytes, while no other peptides stimulated such proliferation of the T cells than did

those for the normal control group.
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4. Discussion

In the present study, evidence of autoreactive response to myelin components is
shown for patients with gastrointestinal syndromes decurrent from chronic Chagas’ disease.
We have demonstrated that myelin components are recognized by both specific antibodies
and fymphocytes from patients with a severe digestive form of Chagas’ disease.

The factors controlling the immunoregulatory balance between a protective,
pathogen-eliminating immune reaction and a damaging, self-destructive auto-reactive
response are complex. It is difficult to distinguish in vivo the tissue damage caused by the
inflammatory response to a parasite from that caused by an auto-immune reaction, especiaily
since the evidence of auto-immune damage is generally indirect [24]. In the present study,
the increased level of antibodies to MBP in the serum of patients with severe Chagas’ disease
was shown to be specific, since this level decreased after appropriate absorptions of the
serum of the patients. Moreover, the results suggest that these antibodies may have clinical
significance, since higher levels are positively associated with a more severe forms of the
disease and since such antibodies are absent in control individuals. These experiments used
MBP from the central nervous system, which is appropriate, since previous studies have
shown that such MBP protein is identical to that of the P1 myelin fraction of the peripheral
nervous system [25].

The existence of cross-reactive antibodies between 7. cruzi and mammalian
antigens has been found in both humans and experimental models (reviewed in ref.[26]). In
the experimental model, the presence of anti-myosin antibodies contributing to tissue damage
has been described by various authors. 7. cruzi infected mice develop severe cardiomyopathy

and produce antibodies that recognize the antigens present in a heart extract {27]. In human
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studies, the presence of autoantibodies to cardiac myosin was also demonstrated in the sera of
patients with Chagas’ disease [28]. A cross-reactivity between antibodies from chagasic
patients and nerve tissue has also been described [29]. Moreover, cross-reactivity has been
shown to occur between the recombinant flageilar 7. cruzi molecule (FI-160) and a 47 kDa
neuronal protein, with a 12-residue epitope of Fi- 160 capable of competitively inhibiting the
binding of anti-FI-160 antibodies to neural tissues [30-31]. Although the presence of
antibodies tends to contribute to tissue damage, in an organ-specific autoimmune reaction, T
cell-mediated hypersensitivity is the major mechanism responsible for tissue lesion. The in
vitro proliferative response is one of the most reliable tests to assess the immunocompetence
of T lymphocytes, and a low proliferative response was found for seropositive patients
stimulated with nonspécific mitogen (PHA) (Figure 2 A). A number of mechanisms may
explain the suppression of cellular immune response during infection, including the abnormal
functioning of macrophages and CD4 and CD8 lymphocytes, as well as to an imbalance in
the production of antinflammatory and proinflammatory cytokines (reviewed in ref. [32]).
Despite this low response to nonspecific mitogens, evidence of the role of auforeactive T
cells is presented, showing that lymphocytes from patients with a severe digestive form of the
disease recognized the myelin antigens, including MBP. Various regions of the MBP
molecule were investigated to identify the portion responsible for the stimulation of the
lymphocytes, focus was on the extreme ends of the molecule, since in humans the
encephalitogenic epitopes for the MBP molecule are located at these terminal extremes [33].
The data provided in Figure 3 show that the lymphocytes from patients with severe the
gastrointestinal syndrome preferentially recognize the amino acid sequence 1-30 (both 1-20
and 11-30), which suggests that the MBP molecule may be the primary stimulus for nerve
tissue-damaging T —cells.

Such autoimmune reactions caused by autoreactive T cells have been discussed for

decades. Mice chronically infected with 7. cruzi reject heart grafts, but this does not happen
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with normal mice or animals hyperitunune to 7. cruzi. The depletion of CD4 and CD8 T
lymphocytes suggests that the heart tissue damage is due to CD4 T lymphocytes [12]. In
human chagasic patients, CD4+ T cell clones were isolated from the cells infiltrating heart
lesions and found to proliferate in vitro in response to cardiac antigens such as myosin-heavy
chain and recombinant 7. cruzi protein B-13 [10]. In nervous tissue as well, T cell lines from
chronically infected mice, cultured with sciatic nerve tissue in the presence of IL2, or with 7.
cruzi antigens, when transferred into the sciatic nerves of normal mice generate granulomas

associated with demyelination [34].

Many mechanisms contribute to the tissue damage observed in post-infection
autoimmune reactions. The presence of autoantibodies and autoreactive T cells can be
explained by the studies that show that the main characteristic of mouse and human
infections with 7. cruzi is the induction of massive lymphocyte policlonal activation
involving B and T cells These celis, activated by the infection, are responsible for the
production of antibodies or the expression of T cell receptors that lack parasite specificity,
and they may be involved in late developing autoimmune reactions [35]. Also, molecular
mimicry mechanisms based on the abundant epidemiological and experimental evidence of
an association between infectious agents and the presence of an autoimmune disease, as well
as the cross-reactivity observed between self- antigens and microbial agents, may explain the
autoimmune reactions [5]. In the present study, we were not able to demonstrate cross
reactivity between myelin components and a specific 7. cruzi antigen. Thus, further studies
are required to demonstrate similarities of the MBP molecule and MBP peptides with the
structure of 7. cruzi; however, the present data are relevant since they are the first to show the
importance of the peripheral MBP molecule as a possible target for the autoimmune reaction

of patients with a gastrointestinal form of Chagas’ disease.
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Although efforts are being made to eradicate the causes of infection with 7. cruzi,
such as poor sccial conditions and the donation of contaminated blood, the risk of infection
with this parasite is still high in many developing countries. Moreover, since million of
patients are now in the chronic phase of the disease after years of infection, an understanding
of the autoimmune reactions in this phase of the disease is extremely important for the design
of appropriate therapeutic approaches to control the tissue damage caused by possible

autoirmumune reactions.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Percentage of reduction of antibodies to myelin basic protein after appropriate
absorption in the serum from patients with a digestive form of Chagas’ disease SEV and
MOD, as well as from asymptomatic patients (ASY), those exhibiting gastro-esophageal

reflux (GR) and non-infected control individuals (N).

Figure 2. Proliferative response of lymphocytes from patients with gastrointestinal form of
Chagas’ disease and control individuals stimulated with nonspecific mitogen and myelin
antigen. Proliferative response of peripheral blood lymphocytes from patients with the
digestive form of Chagas’ disease (MOD and SEV), asymptomatic patients (ASY), and those
with Gastro-esophageal reflux (GR) as well as healthy individuals (N} to PHA, myelin

components, and 7. cruzi soluble extract antigens.

Figure 3. Proliferative response of lymphocytes to peptides from human MBP molecule in
patients with gastrointestinal Chagas’ disease (MOD and SEV). The results are presented as
a stimulation index, which is the index of each sample divided by the mean of the index of

stimulation of normal individuals group for each peptide x 100.
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