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CARACTERIZACAO DAS SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS T DEFINIDOS
POR ANTICORPOS MONOCLONAISNA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

CERLI ROCHA GATTAS, FRANCISCO MANES ALBANESI FILHO, MARCELO ANDRE BARCINSKI

Comafinalidade de avaliar o perfil delinfécitos T (OKT *) e de suas subpopul agdes auxiliar-
indutora (OK *) e citotoxico-supressora (OKT *), foram estudados 25 pacientes portadores de
cardiopatia c¢hagasica crénica, sendo 16 do’sexo feminino e 9 do masculino, com idades
variando de 27 a 65 anos (x = 46,9) e comparados com igual nimero de individuos normais
com idades de 23 a 68 anos (x = 46,3).

A caracterizacéo dos linfécitos foi feita por tratamento da fracdo mononuclear do sangue
periférico com anticorpos monoclonais especificos para cada tipo celular e contagem das
células marcadas por imunofluorescéncia indireta. Os val ores obtidos no grupo-controle foram:
OKT *=56,0+7,6; OKT * = 36,3 +5,6; OKT *= 18,2 +4,3 erelagdo T4/T8 = 1,97 + 0,25.
Os valores do grupo com cardiopatia chagasicacronica foram OKT * = 53,3 +10,6; OKT * =
36,2 + 10,9; OKT * = 17,7 £ 6,5 erelacdo T4/T8 = 2,04 + 0,95. Estatisticamente, n&o foram
observadas diferesngas entre as duas populagdes. Porém, quando a populacdo chagasica foi
analisada isoladamente, notou-se diferenca significativa entre os pacientes do sexo masculino
e feminino, comvalores de OKT * de 29,3+ 6,4 e40,1 +11,0 (p < 0,05); valores de OKT * de
21,1 +4,7e16,5+ 6,0 (p < 0,62) erelacdes T4/T8 de 1,33 + 0,33 e 2,57 + 1,0 (p < 0,502),
respectivamente.

Embora esses dados sugiram uma relacdo entre células T imunorreguladoras e cardiopatia
chagésica crénica nenhuma correlacdo foi encontrada entre a alteragao das subpopulacgdes

de células T e os dados clinicos dos pacientes estudados.

A doengade Chagas, umatripariosomiase causada
pelo flagelado unicelular T. cruzi, afeta milhGes de
pessoas nas Américas Central e do Sul, constituindo
importante problema de salde publica. Até o
momento, ndo se observou uma imunidade efetiva
contra esta doenca. O parasita sobrevive no
hospedeiro imune e a infeccdo persiste por toda a
vida.

Durante o curso da infecgdo pelo T. cruzi, a fase
aguda € seguida por um periodo de quiescéncia, sem
sintomas clinicos, que pode evoluir para um estado
cronico, onde se observam progressivas alteracfes
funcionais do coracéo e/ou do aparelho digestivo 1. A
lesdo cardiaca representa uma das mais importantes
sequiel as dessa agressdo. Os distUrrbios mais encontrados
séo devidos a blogueios no sistema de conducéo, a
arritmias e ainsuficiéncia miocardica 2. A natureza do
processo patol 6gico responsavel pelo desenvolvimento
das alteracbes cardiacas ainda ndo é conhecida.

Entretanto, a participacdo de um mecanismo
imunopatol 6gico na génese dessas lesdes tem sido
mencionados por Varios autores, ao sugerir que as
lesdes cardiacas e digestivas da doenca de Chagas
resultariam de sensibilizagBes auto-imunes induzidas
pelo T. cruzi 3.

Recentemente, foi demonstrado que o estudo do
numero e funcdo das células imunologicamente
competentes do sangue periférico humano fornece
informacdes importantes para a compreensdo dos
distarbiosimunol égicos observados em algumas doencas
47, Utilizando anticorpos monoclonais que identificam
antigenos expressos em grupos de células
funcionalmente distintas, demonstrou-se que a
populag@o normal possui aproximadamente duas vezes
mais linfdcitos T auxiliares (OKT +) do que linfécitos
T do tipo citotéxico supressor (GKT +). Além disso,
observou-se que numa série de doeﬁ;(;as infecciosas,
auto-imunes e parasitérias, havia um desequilibrio
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dos subgrupos de linfécitos T, causando uma ateragdo
darelagdio OKT /OKT &1,

O presentetrabal ho (tilizaanti corpos monoclonaiscom
0 objetivo de estudar os linfdcitos T e a respectiva
distribuicdo de suas subpopulac¢des auxiliar-indutora
(OKT +) e citotéxico-supressora (OKT +) em pacientes
com cérdiopatiachagasicacronica, visarido umaprovével
correlacdo entre a distribuicdo linfocitaria e as
manifestagdes clinicas dos pacientes.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 25 pacientes portadores de cardiopatia
chagasica cronica, sendo 16 do sexo feminino e 9 do
masculino, com idades variando entre 27 e 65 anos (X =
46,9). Esses pacientes possuiam histéria epidemiol égica
e reacBes sorol gicas positivas para a doenca de Chagas
e ndo tinham recebido qualquer medicagdo para
tratamento especifico da tripanosomiase. Paralelamente,
foi estudado um grupo-controle, composto por igual
ndimero de individuos, com a mesma distribuic¢éo quanto
a0 sexo e com idades variando entre 25 e 68 anos (X =
46,3). Esse grupo foi formado por pessoas sem sintomas
cardiovasculares e/ou digestivos e que apresentaram
reacdes sorol Ogicas negativas para a doenca de Chagas.

De cada paciente foram colhidos 20 ml de sangue em
frasco heparinizado (10 U/ml sangue), de onde as células
dafrac&o mononuclear eram isoladas, por passagem num
gradiente de Ficoll Hypague. As células foram lavadas
em solugdo de Hank, suspendidasem RPMI - 1640 (Gibco,
Grand Island) e tratadas como descrito por Van Voorhise
col. ™. Aproximadamente 2 x 10° células mononucleares
foram centrifugadas sobre uma laminula recoberta com
poli-I-lisina e marcadas com o anticorpo monoclonal
especifico. Foram usados monoclonais paradeterminantes
antigénicos da superficie de linfécitos T periféricos
(OKT ) de suas subpopulagdes auxiliar-indutora (OKT )
e citofoxico-supressora (OK T ). Todos os monoclonal's
foram gentilmente cedidos pdo Dr. Gideon Goldstein,
Ortho Phamarceutical Co., Raritan, NJUSA. Ap0s reagir
com o anticorpo monoclonal as células foram incubadas
com um segundo anticorpo acoplado a biotina (Vector
Lab., Burlingame, PA) e com avidina fluoresceinada
(fluorescein conjugated avidin-D, Vector Lab.). A seguir,
as células foram fixadas em formalina e guardadas a -
20°C atéaleitura. Pelo menos 500 célulasforam contadas
em microscopia de contraste de fase e em fluorescéncia
Os resultados estdo expressos como porcentagem de
céulas fluorescentes.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica pelo
teste de Mann Witney.

RESULTADOS

Os dados clinicos relativos aos pacientes chagasicos
s80 apresentados natabelal. Todos os paci entes possuiam

reacBes sorol 6gicas positivas. Paraadoenca de Chagas
(reagBes Guerreiro-Machado, hemaglutinagéo e
imunofluorescéncia). Vinte e dois pacientes
apresentaram distdrbios de conducédo, sendo mais
freqUente o bloqueio completo do ramo direito - BCRD
(9 pacientes), vindo a seguir o bloqueio divisional
esquerdo anterior - BDEA (3 pacientes). A associagdo
entre eles, BCRD + BDEA foi encontrada em 10
pacientes (tab. 1). Devemos mencionar que um
paciente (n.° 21) desenvolveu bloqueio
atrioventricular total e dois pacientes (n.°s 4 e 13)
ndo possuiam disturbios de conducéo. Em 23 pacientes
foram observadas extra-sistoles; em 6 houve aumento
da érea cardiaca a radiografia do térax e, em 15, foi
evidenciada lesdo apical do ventriculo esquerdo
(aneurisma) através da ecocardiografia bidimensional
e/ou ventriculografia

No grupo controle, a média de linfdcitos
periféricos, determinada por reatividade positivacom
0 anticorpo monoclonal OKT foi de 56,0 + 7,6.
Nesta mesma populacéo, a porscentagem de células
T auxiliares-indutoras e citotoxico-supressoras,
obtidas por reatividade com os monoclonais OKT e
OKT , foi de 36,3+ 5,6 18,2+ 4,3 respectivamenfe.
A médiadarel acdo T4/T8 para este grupo de 1,97 +
0,25 (fig. 1).

No grupo portador de cardiopatia chagasica cronica, a
percentagem média de linfécitos totais (OKT +) foi de
53,3 + 10,6 e a dos subgrupos OKT + e OKT + foi de
362 + 10,9 e 17,7 + 6,5, respectivamente. O valor da
relacdo T4/T8 encontrado nessa populacdo foi de 2,04 +:
0,95 (fig. 2).

Quando analisamos estatisticamente 0s grupos
estudados, ndo encontramos diferenca entre as duas
populagdes, sugerindo que os pacientes chagésicos nao
possuem um perfil linfocitario diferente daquele dos
normais. Entretanto, como pode ser visto nafigura 2, a
relacdo entre os subgrupos de linfécitos T, reconhecidos
por OKT e OKT , esta alterada em alguns pacientes
chagaésicos, que mostram valores de T4/T8 com grande
discrepancia em relacéo a média. Na realidade, a
aparente normalidade do perfil linfocitario dos
chagésicos resulta da presencga, nesses pacientes, de
desequilibrio, da relagdo T4/T8 para valores acima e
abaixo do valor normal. Analisando essas discrepancias,
observamos que todos os valores altos darelagéo T4/T8
foram de pacientes do sexo feminino, enquanto nos
pacientes do sexo masculino esta relagéo foi normal ou
baixa. Decidimos entdo comparar as subpopulacdes
linfocitérias dos grupos estudados chagasicos e normal,
em relac8o ao sexo.

Como pode ser visto na figura 3, na populagéo
chagésica existe uma diferenca significativa no
namero de linfécitos entre os pacientes do sexo
masculino e feminino, com valores de OKT + de 29,3
+6,4e40,1+£11,0(p<0,05) e OKT8+ de21,1+47
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TABELA | - Pacientes com car diopatia, chagasica cr énica Dados ser ol 6gicos, exames complementareserelacdo T4/TB

N°  Identidade s | GM HA IF ECG Ext. RX Térax Aneu RT%‘%%O
1 JJIS M 48 + 1/ 512 + BCRD + Normal 1.3
2 AK M 56 + 1/8192 + BCRD + Cardiomegalia +/4 + 17
3 DGA M 32 + 1/4096 + BCRD + BDEA + Normal + 15
4 EF M 40 + 1/8M92 + + Normal + 11
5 BIS M 57 + 1/ 256 + BCRD + Normal 1.9
6 oS M 65 + 1/4096 + BDEA Cardiomegalia +/4 - 12
7 FPP M 50 + 1/8192 + BCRD + BDEA + Cardiomegalia+14 1.0
8 SPC M 59 + 1/M024 + BCRD + Normal 13
9 SFS M 56 + 1/ 512 + BCRD + BDEA + Normal 1.0
10 MPJ F 56 + 1/ 512 + BCRD + BDEA + Normal 3.2
11 MCBA F 57 + 1/1024 + BCRD + BDEA + Cardiomegalia +/4 + 37
12 RMS F 49 + 1/4096 + BDEA Normal 1.7
13 RCB F 46 + 1/512 - + Normal 33
14 CJR F 36 + 1/4096 + BCRD + Normal 2.1
15 MTC F 34 + 1/2048 + BCRD - Normal + 3.7
16 MRL F 48 + 1/4096 + BCRD + BDEA + Normal + 2.0
17 EPT F 47 + 1/8192 + BCRD + BDEA + Normal + 2.8
18 MJIG F 40 + 1/512 + BCRD + BDEA + Normal + 14
19 MCS P 48 + 1/2048 + BCRD + BDEA + Normal + 32

20 MCT F 46 + 1/64 + BDEA - Normal + 36

21 MQP F 27 + 1/4096 + BAVT + Normal + 14

22 TMA F 40 + 1/4096 + BCRD + Normal 1.3

23 WB F 55 + 1/4096 + BCRD Cardiomegalia+14 - 20

24 ELR F 38 + 1/1024 + BCRD + Normal 2.9

25 SFG F 43 + 1/512 + BCRD + BDEA + Cardiomegalia +/4 3.8

Ident. — Identificagao; S - sexo; | - idade; GM - Reagdo Guerreiro Machado; HA - Reagdo de hemaglutinagdo; | F - Reacdo de imunofluorescéncia; ECG -
eetrocardiograma; BCRD - bloqueio completo do ramo direito; BDEA - blogueio divisonal esquerdo anterior; Ext - Extra-sistolia; RX - radiografia;

Aneu. — aneurisma.

ol o —a.0
W B35 3256
g .
o
E-i UL l_l‘:l
= is T
401 : 20 2
L4y} .
ki 1: g
& bl £ =
= T ] - 5{
—l
] . o =
53 : ¥ . Iﬁ':’
1 1s FEIGTEG S
ELT sl 10

|
CKTat T/ Ty

Fig. 1- Subpopulagdesde células T em controlesnormais. Osvaloresestdo
expressosem percentagem de cél ulasreativas ao monoclond especificado.
Abreviaturas: OKT +=linfécito T auxiliar; OKT +=linfécito T citotdxico-
supressor; T4/T8 ='quociente daquantidade detélulasOK T +eOKT +,
« = sexo feminino; ?= sexo masculino. 4 8

e 16,5 + 6,0 (p < 0,02), respectivamente. A relagdo T4/
T8 também apresenta uma discrepanciade 1,33 + 0,3 e
2,57 £ 1,0 (p < 0,002) entre os sexos. O mesmo tipo de
analise, feito na populagdo controle, ndo mostrou
nenhuma diferenca significativa. O valor porcentual de
células T auxiliares foi de 36,0 + 5,2 nos controles
masculinos e de 36,4 + 5,9 nos controles femininos. Para
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Fig. 2 - Subpopulagdes de linfdcitos T em pacientes com cardiopatia
chagésicacronica. Osvalores estao expressos em percentagem de células
reativas a0 monoclonal especificado. Abreviaturas: OKT = linfécito T
auxiliar; OKT + = linfécito citotdxico-supressor; T4/T8 = quociente da
quantidade dé células OKT /OKT +; O = Sexo feminino; ? = sexo
masculino. ¢ 8

oslinfacitoscitotdxico-supressores, osva ores encontrados
foram 17,3 + 4,8 e 18,0 *: 4,6 respectivamente para
controles masculinos e femininos. A relacéo T4/T8
também ndo apresentou diferencas, com valores de 1,86
+0,5e1,98 £ 025 (fig. 4).
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Fig. 3 - Distribuicdo das subpopulagdes de linfécitos T nos pacientes
chagésicos do sexo masculino (?) e feminino (O). OKT + e OKT +
representam aporcentagem delinfécitosauxiliarese citotoxicotsupressorés,
determinada por reatividade com esses monoclonais. T4/T8 é arelagdo
entreascél uIasOKT4+ eOKT8+.

& L

T

+[=fuka

E

Fig. 4 - Distribuic&o das subpopul agdesdelinfdcitos T noscontrolesnormais
do sexo masculino (?) e feminino (+). OKT + e OKT + representam a
porcentagem delinfécitos auxiliares e citotdxido-supressores, determinada
por reatividade com essesmonoclonais. T4/T8 éarelacdo entreascélulas
OKT4+ e OKT8+

DISCUSSAO

Trabalhos recentes sugerem que a homeostase
imunol 6gica depende de um estado de equilibrio entre os
subgrupos de linfdcitos T auxiliares (OKT +) e
supressores (OKT +) e que vé&rios estados panlé‘gicos
est&o associados a Alteragdes desse equilibrio 458, Apesar
das evidénciasjadescritas sobre umapossivel participagdo
da imunidade celular na patologia da lesdo crénica da
doenca de Chagas **2, alteragfes do sistema imune na
fase crénica da doenca sdo pouco estudadas. No presente
trabal ho, utilizamos anticorpos monoclonais para estudar
a distribuicdo das subpopulacdes de células T
imunorreguladoras, isto é, a auxiliar (OKT +) e a
supressora (OKT +) no sangue periférico de péci entes
portadores de carfiopatia chagasica cronica

Os resultados obtidos mostram que a quantidade de
linfécitos T periféricos (OKT3+) e de suas subpopul agbes

auxiliar-indutora (OKT +) e citotdxica supressora
(OKT +) em pacientes port‘édores decardiopatiachagasica
(fig.. 8), ndo difere essencialmente de uma populagéo
controle normal, de mesmo sexo e faixa etéria (fig. 4).

A porcentagem média de linfocitos nos grupos
chagasicos e controle foi de 53,3 + 10,6 e 56,0 + 7,6,
respectivamente. A mesma similaridade foi encontrada
nos subgrupos auxiliar (36,2 + 10,9 e 36,3 £ 5,6) e
citotoxico-supressor (177 + 6,5 € 18,2 + 4,3).

A média da relacdo T4/T8 também ndo mostra
diferencasignificativaentre osdoisgrupos: 2,04+ 0,95 e
1,97 + 0,25. Portanto, considerando a popul agéo estudada
como um grupo homogéneo, esses resultados sugerem que
0s pacientes chagasicos possuem um perfil linfocitario
normal.

Entretanto, a distribui¢do da relagdo T4/T8 dos
pacientes chagésicos (fig. 3) é claramente distinta da
distribuicéo da mesmarelagéo nos controles normais.
Enquanto a relacdo T4/T8 desses se concentra
préximo a média, nos chagasicos pode-se observar a
existénciade dois grupos, com valores acima e abaixo
da média.

Na tentativa de melhor analisar esses dados,
procuramos verificar se as variagdes da relacdo T4/T8
estavam relacionadas com a idade, sexo ou disturbios
cardiol6gicos dos pacientes. Nenhuma correlacdo foi
encontrada para os parédmetros sexo ou gquadro clinico
dos pacientes. Entretanto, surpreendentemente, nenhum
paciente masculino mostrou valores elevados da relacéo
T4/T8, sugerindo uma possivel diferenca na distribuicdo
de subpopulagdes linfocitarias entre chagésicos do sexo
masculino e feminino. Com base nesse parémetro,
observamos que a porcentagem de linf4citos T auxiliares
ecitotoxico-supressores € significativamente diferente nos
pacientes dos dois sexos (p < 0,05 e p < 0,02,
respectivamente). A média da relacéio T4/T8 também é
significativamente diferente nos dois grupos (p < 0,002)
(fig. 3). Essairregularidade na distribuicdo de linfécitos
T observada na populagdo chagésica ndo € vista nos
controles normais (fig. 4).

Sete pacientes, portadores de cardiomiopatia néo
chagasi catambém foram estudados. Com excecéo de dois
pacientes, que mostraram uma relagdo T4/T8 de 2,6 e
1,4, paraos demais essarelacdo variou de 1,8 a2,2, com
média de 2,0.

Os resultados do presente estudo mostram que o
desequilibrio da relacdo T4/T8 nos pacientes chagésicos
se deve a ateracfes nos dois subgrupos de linfocitos T:
auxiliar (OKT +) e citotéxico-supressor (OKT +).
Alteracdes simUiltaneas dessas subpopulacdes ja fofam
observadas em diversas patol ogias®*%14, Em alguns casos,
essas ateracles parecem estar relacionadas ao estagio da
doenca %, Entretanto, como pode ser visto na tabela |,
nos pacientes chagasicos estudados, ndo ha qualquer
correlagdo entre os sintomas clinicos e as dteragbes das
subpopulagdes de células T. Em alguns pacientes, acom-
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panhados ao longo de trés anos de estudo, a relagdo
T4/T8 se manteve constante sugerindo gque, se houve
progressao clinica da doenca nesse periodo, ela néo
foi acompanhada por alteracdes dos subgrupos de
linfocitos T.

Os dados apresentados neste trabalho mostram que
a distribuicdo dos subgrupos de linfécitos T esta
alterada nos pacientes portadores de cardiopatia
chagasica Sugerem ainda que as caracteristicas dessas
alteracdes variam conforme o sexo dos pacientes: no
feminino, haveria tendéncia de elevacdo do nimero
de linfécitos T auxiliares (OKT +) e diminuicéo dos
linfécitos T citotéxicos—sup“ressores (OKT +),
enquanto que nos pacientes masculinos, a tendéficia
seriaoposta(fig. 3). No momento, ndo temos qual quer
explicagdo para o fato; entretanto, considerando a
possibilidade de que a diferenca existente entre os
chagasicos seja devida ao pequeno numero de
pacientes estudados, um aumento da casuistica para
0 sexo masculino podera contribuir para esclarecer
os dados obtidos.

V arios estudos tém demonstrado que o equilibrio entre
as populaces de linfacitos efetores e reguladores
desempenha um papel importante no desenvolvimento
de uma resposta imune a antigenos. Assim, o subgrupo
auxiliar-indutor (OKT +) facilitaa ativagdo de linfécitos
T, B e de macréfagos e tem sua funcéo regulada pela
subpopulagdo supressora (OKT +). Portanto, um
desequilibrio das subpopul agdes de cdulaT, pode resultar
em dteracdo darespostaimune. O desequilibrio darelagdo
T4/T8 observada em alguns pacientes estudados, sugere
um comprometimento do sistema imune na cardiopatia
chagésica crbénica, que pode ser confirmado pela
demonstracdo de umadepressdo darespostacelular imune
destes pacientes a um antigeno especifico de T. cruzi, o
glico conjugado GP-25 ¢,

A estabilidade da relacéo T4/T8 dos pacientes
acompanhados ao longo de 3 anos e a inexisténcia de
correlacdo entre avariacdo de subpopul agcBes de linfocitos
T e o estado clinico dos pacientes sugerem que esse
parametro talvez ndo seja adequado para avaliar a
evolucdo do estdgio crénico da cardiopatia chagésica.
Entretanto, como a evolugéo temporal da doenca nessa
fase € algumas vezes muito lenta, a hipdtese de que a
relacdo T4/T8 ndo seja um pardmetro relacionado a
evolugdo da cardiopatia chagasica crénica sd pode ser
confirmada com a continuagcdo desse estudo por mais
alguns anos.

SUMMARY

In order to characterize the profile of total T
lymphocytes (OKT +) and itshel per-inducer (OKT +) and
cytotoxic suppressor (OK T +) subsets, 25 chronic Ghagas
heart disease patients (9 males and 17 females), with ages
from 27 to 65 years (mean 46.9) were studied. Ascontrols,

25 healthy individuals, matched for sex and agewere also
studied.

Cellsfrom the mononuclear fraction of peripheral blood
were treated with the specific monoclonals and positive
cells were scored by indirect immunofluorescence. For
the control group, the values obtained were; OKT +-56.0
+7.6; OKT + - 36.3+ 5.6, OKT + - 18.2 + 4.3 resulting
inaT /T rétio of 1.97 + 0 25. The values found in the
group‘With chronic Chagas cardiopathy were: OKT + -
53.3 £ 10.6; OKT + - 36.2 = 10.9; OKT + - 17.7 +°6.5
and T /T ratio of 2.04 + 0.95. There wés no statistical
differénce between the two groups. However, a more
detailed analysis of the diseased population showed a
significant difference between male and female patients
with values of OKT + of 29.3+63and 40.1+11.0 (p<
0.05), of OKT +=21.1+ 4 7 and 16.5 + 6.0 (p < 0.02),
and of T /T fatios of 1.33 + 0.3 and 2.57 + 1.0 (p <
0.002), réspéctively.

Although these data suggest a relationship between
immunoregulatory T cells and chronic Chagas
cardiopathy, no correlation was found between the
alterations of T cell subsets and the clinical status of the
studied patients.
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