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RESUMO

INTRODUCAOQ: a doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e
sua manifestacdo clinica varia de assintomatica até o0 comprometimento cardiaco grave, que
depende, dentre outros fatores, da resposta imune do hospedeiro durante o curso da infeccao.
Os isotipos de imunoglobulinas possuem caracteristicas distintas de estrutura, funcao e grau de
participacdo na patogenia da doenca, e o estudo acerca destes componentes pode elucidar os
mecanismos imunopatogénicos envolvidos na DC. OBJETIVO: correlacionar o perfil de
imunoglobulinas de individuos infectados pelo T. cruzi com as formas clinicas da fase cronica
da doenca de Chagas. MATERIAL E METODOS: as amostras séricas foram oriundas de
InstituicOes parceiras, localizadas em diferentes estados do Brasil (Pernambuco, Bahia e Goiés)
no periodo de 1978 a 2020. Os individuos diagnosticados com DC crénica foram classificados
quanto a forma clinica da doenca. Para identificacdo do perfil de imunoglobulinas (IgG total,
IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4), foi realizado o método ELISA indireto utilizando o antigeno
recombinante quimérico IBMP-8.4 como agente de captura. Para correlacdo do quantitativo de
anticorpos com as fases clinicas, foram utilizados os testes estatisticos Spearman e Fisher,
paralelamente. RESULTADOS: Foram obtidas 97 amostras de soro, classificadas ap6s
sorologia para T. cruzi e analise clinica como: negativas (NEG, n = 38); forma indeterminada
(IND, n = 24); forma cardiaca leve (CL, n = 20) e forma cardiaca grave (CG, n = 15). Os
isotipos de IgG foram encontradas em quase todas as amostras e o isotipo IgG1 apresentou
maiores indices de reatividade em relacéo aos outros isotipos, com diferenga significativa entre
0s grupos CL e IND. O isotipo 1gG3 apresentou-se mais elevada nos individuos CL, quando
comparados aos do grupo CG. CONCLUSOES: os isotipos 1gG1 e 1gG3 séo biomarcadores
que podem ser utilizados na avaliacdo da progressao da DC, ao demonstrarem diferencas entre
0s grupos clinicos. Sugere-se estudos de acompanhamento dos casos, com avaliacdo da
associacdo da cinética dos anticorpos com a evolucéo de les6es teciduais.

Palavras-chave: Anticorpos. Isotipos. Imunidade humoral. Doenca de chagas cardiaca
cronica.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Chagas disease (CD) is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, and
its clinical expression varies from asymptomatic to severe cardiac involvement, depending in
part on the host immune response during the course of infection. Immunoglobulin isotypes
have different properties in terms of structure, function, and degree of involvement in disease
pathogenesis, and the study of these components may elucidate the immunopathogenic
mechanisms involved in CD. AIM: To correlate the immunoglobulin profile of individuals
infected with T. cruzi with the clinical forms of the chronic phase of Chagas disease.
MATERIAL AND METHODS: Serum samples were collected from partner institutions in
different states of Brazil (Pernambuco, Bahia, and Goias) from 1978 to 2020. Individuals
diagnosed with chronic CD were classified according to the clinical form of the disease. The
indirect ELISA method was performed to determine the immunoglobulin profile (total 1gG,
IgG1, 1gG2, 1gG3 and IgG4) using the recombinant chimeric antigen IBMP-8.4 as antigen. To
correlate the title of the antibodies with the clinical phases, Spearman and Fisher statistical
tests were used in parallel. RESULTS: Ninety-seven serum samples were obtained, classified
by serology for T. cruzi and clinical analysis as follows: negative (NEG, n = 38); indeterminate
form (IND, n = 24); mild cardiac form (CL, n = 20); and severe cardiac form (CG, n = 15). IgG
isotypes were found in almost all samples, and the 1gG1 isotype had higher levels compared
with the other isotypes, with a significant difference between the CL and IND groups. 1gG3
was higher in the individuals from CL than in the group CG. CONCLUSIONS: 1gG1 and
IgG3 isotypes could be used as biomarkers to assess the progression of CD as they reveal
differences between clinical groups. Follow-up studies are proposed to investigate the
relationship between antibody kinetics and the development of tissue damage.

Key words: Antibody. Isotypes Humoral immunity. Chronic Chagas heart disease.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) ¢ causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (CHAGAS,
1909) e denota relevancia para a saude publica, principalmente pela alta prevaléncia em regides
de elevados indices de pobreza. Estima-se que cerca de 70 milhGes de pessoas vivam em areas
de exposicao e correm o risco de contrair a infeccdo (WHO, 2017). O T. cruzi é transmitido a
hospedeiros vertebrados (animais e humanos) pelas fezes contaminadas de insetos
triatomineos, por transmissdo congeénita, ingestdo de alimentos e bebidas contaminadas,
transfusdes de sangue, doacdo de d6rgdos e, menos frequentemente, acidentes laboratoriais
(WHO, 2019).

As manifestacbes clinicas da DC variam de quadros assintomaticos até o
comprometimento cardiaco grave, que depende, dentre outros fatores, da resposta imune do
hospedeiro durante a infeccdo e da expressao diferencial de proteinas por cepas distintas do T.
cruzi (MARTINEZ; ROMANO; ENGMAN, 2020). A fase aguda persiste em média por dois
meses e normalmente apresenta elevada parasitemia. Na maioria dos casos, 0s sintomas sdo
subclinicos, porém, quando presentes, tendem a ser inespecificos (com exce¢do do chagoma
de inoculacédo e do sinal de Romaria), e geralmente desaparecem por conta propria dentro de
algumas semanas ou meses (NUNES et al., 2018).

Apo6s a fase aguda, os individuos evoluem para a fase cronica, que pode ser
assintomatica (chamada de forma indeterminada) e permanecer nela pelo resto da vida.
Entretanto, 30-40% destes individuos desenvolvem manifestacBes clinicas, sendo a
cardiomiopatia (forma cardiaca), o megaeséfago e o megacélon (formas digestivas) as mais
comumente descritas (BONNEY et al., 2019; PINTO et al., 2019).

A resposta imune na DC dispde de mecanismos que envolvem a imunidade inata e
adaptativa (humoral e celular) do hospedeiro (VILLALOBOS et al., 2020). O T. cruzi, assim
como outros protozoarios, possui mecanismos de modulacgdo e evasao desta resposta, em prol
de sua sobrevivéncia (NISHIKAWA et al., 2001; PINCETIC et al., 2014). Diante de tais
mecanismos, 0 patdgeno estimula a producéo de diferentes isotipos de imunoglobulinas, que
podem contribuir para a resisténcia do hospedeiro contra a infec¢éo ou causar danos teciduais
decorrentes de reagdes inflamatorias exacerbadas (PEREZ-ANTON et al., 2019).

A escolha do método para diagndstico laboratorial da DC depende do estagio da
doenca. A fase aguda pode ser diagnosticada mediante exames parasitologicos diretos, biologia
molecular, xenodiagndstico ou hemoculturas (GOMES; LORENA; LUQUETT]I, 2009). Na

fase cronica, os metodos de escolha sdo os sorolégicos, sendo 0 ensaio imunoenzimatico



14

(enzyme linked-immunosorbent assay — ELISA) indireto o mais utilizado. No entanto, seu
desempenho é desafiador e depende do tipo e qualidade dos antigenos utilizados. Uma forma
para ultrapassar esta limitacdo € utilizando antigenos recombinantes quiméricos, compostos
por sequéncias peptidicas antigénicas, imunodominantes, conservadas e repetitivas de
maltiplas proteinas do parasito (SANTOS et al., 2016).

A divergéncia entre os resultados do perfil de imunoglobulinas nas diferentes formas
clinicas pode ser explicada por fatores como o tipo de cepa, a localizacdo geogréafica, os
diferentes métodos empregados, a preparacao dos antigenos e o perfil genético das populacdes
estudadas (WANG et al., 2021). A utilizacdo de proteinas quiméricas do T. cruzi como agentes
de captura de anticorpos anti-T. cruzi tem sido cada vez mais comprovada com alta acuracia
na deteccdo da DC crénica (SANTOS et al., 2018), entretanto, ainda ndo ha estudos sobre quais
isotipos de IgG estdo envolvidos na presenca deste tipo de antigeno. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar os isotipos de imunoglobulinas presentes nas diferentes formas clinicas da
DC cronica, a fim de possivelmente identificar marcadores imunoldgicos para progressdo da

doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS

A doenca de Chagas (DC) foi descoberta e relatada no ano de 1909, quando Carlos
Chagas encontrou, em Minas Gerais, protozoarios flagelados no intestino de triatomineos. Ao
suspeitar de uma possivel zoonose, inoculou 0s protozoarios em primatas, que desenvolveram
parasitemia e sindrome febril (CHAGAS, 1909). O primeiro caso humano da DC descrito por
Carlos Chagas foi em uma crianca de 2 anos de idade, em 1909, permitindo que o pesquisador
diagnosticasse e estudasse clinicamente a doenca. A partir destes estudos, foi possivel
identificar a etiologia, o ciclo parasitario, insetos vetores, reservatorios domesticos e silvestres,
bem como a doenca e 0 seu diagnostico, estabelecendo os aspectos basicos de sua patologia e
epidemiologia (PEREZ-MOLINA, MOLINA, 2018).

A DC é considerada endémica em 21 paises da Ameérica Latina, com incidéncia anual
de 30 mil casos novos e ocasiona, em media, 7.500 mortes/ano e 8.000 recém-nascidos
infectados durante a gestacdo. Aproximadamente, 5,7 milhdes de pessoas em todo o mundo
estdo infectadas pelo T. cruzi e estima-se cerca de 70 milhGes de pessoas em risco de infeccéo
(WHO, 2017).

Em humanos, o T. cruzi pode ser transmitido por vetores, alimentos contaminados,
transfusdo de sangue, transplante de orgédos e por transmissao vertical. Na transmissao vetorial,
as formas metaciclicas do parasito penetram mucosas, conjuntivas ou pele através da solucdo
de continuidade formada durante o repasto sanguineo. O prurido motivado pela resposta
alérgica a saliva do triatomineo causa feridas ou escoriacdes, que sdo pontos favoraveis a
infeccdo (RANGEL-GAMBOA et al., 2019).

Os vetores da DC sédo insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, com 153 espécies reconhecidas, e popularmente conhecidos no Brasil como
barbeiro, bicudo, chupéo, cascudo, bicho-de-frade e bicho-de-parede (OLIVEIRA; ALEVI,
2017). Dentre os géneros epidemiologicamente relevantes para a DC, destacam-se
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (SANTOS et al., 2022b). Estes habitam o intra e
peridomicilio, além de ambiente silvestre, onde encontram animais e humanos como fontes de
alimento, os quais estdo suscetiveis a transmissdo vetorial do T. cruzi (NOIREAU et al., 2009).

A transmissdo oral pode ocorrer pela ingestdo de alimentos contaminados com fezes
dos triatomineos infectados ou pelo inseto triturado no processo de preparo de alimentos e

sucos (COURA, 2015). Epidemiologicamente, esta é a principal via de transmissao do T. cruzi
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no Brasil na atualidade, em especial na regido norte do pais, o que denota necessidade de
medidas higiénico-santitarias nos programas de prevencao e controle da DC (SANTOS et al.,
2020). Além disso, ressalta-se a participacdo de outros reservatorios no ciclo de transmissédo
oral da DC, a exemplo de um estudo realizado na Paraiba, que identificou um surto de DC por
infeccdo alimentar de caldo de cana, possivelmente contaminado com fezes de gambés
infectados (SHIKANAI-YASUDA et al., 1991).

No Brasil, destacaram-se também as microepidemias em individuos que consumiram
acai contaminado com fezes de triatomineos na regido Amazénica (PINTO; VALENTE;
VALENTE, 2004) e em estados do Sul do pais (NERY-GUIMARAES et al., 1968). Vale
salientar ainda um surto relatado no interior da Bahia, no ano de 2006, que inferiu 0 consumo
de agua e alimentos contaminados, como caldo de cana, como provaveis fontes de infeccao
(BASTOS et al., 2010). Ademais, a partir do ano de 2007, a transmissdo oral da DC teve
repercussao internacional a partir do surto que envolveu 103 casos agudos da DC em Caracas,
Venezuela (ALARCON DE NOYA et al. 2010).

A prevaléncia da transmissdo por transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos teve
maior notoriedade a partir da década de 1950 (DIAS; BRENER, 1984) e foi considerada um
problema de satde publica em paises indenes que recebem imigrantes provenientes de regides
endémicas (COURA,; DIAS, 2009). Além disso, a transmissao congénita também € notoria, e
estima-se que represente 22% dos novos casos (WHO, 2015) e pode apresentar altas taxas de
morbi-mortalidade aos recém-nascidos (TORRICO et al., 2004).

No Brasil, a profilaxia da DC consiste em ac¢des de controle vetorial e da vigilancia na
triagem de candidatos a doacgdo de sangue, tecidos e 6rgdos (DIAS et al., 2016). Além disso,
medidas educacionais em salde e o controle de alimentos, pela pasteurizagdo do acai
proveniente da regido Amazonica contribuem consideravelmente para a prevencdo da DC
(DIAS, 2006; PEREIRA et al., 2010).

2.2 O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi € um protozoario flagelado pertencente ao reino Protozoa, filo Euglenozoa,
classe Kinetoplastea, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (CAVALIER-
SMITH, 2010). O parasito possui ciclo heteroxeno e apresenta formas evolutivas com
variagdes morfoldgicas, fisiologicas e ecologicas, que sdo resultado de adaptacdes a diversos
habitats, como tipo de tecido e hospedeiro (BALOUZ et al., 2021).
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O T. cruzi pode infectar insetos triatomineos, humanos e mamiferos selvagens e
domésticos (RANGEL et al., 2019). Seus estagios evolutivos correspondem as formas
tripomastigota metaciclica (estagio infectante do parasito), amastigota (estagio reprodutivo
intracelular) e epimastigota (estagio reprodutivo nos vetores). Estas formas sdo
morfologicamente distintas, principalmente pela presenca de flagelo e pela localizacdo do
cinetoplasto, organela que contém aproximadamente 30% do DNA da célula e é capaz de auto-
replicacdo (DE SOUZA, 1999). Na forma tripomastigota, o cinetoplasto localiza-se na regido
posterior e ha presenca de flagelo. A forma amastigota ndo possui flagelo visivel e a
epimastigota possui cinetoplasto na regido anterior e flagelo presente (Figura 1) (TEIXEIRA
etal., 2012).

Além das diferencas entre as formas evolutivas do T. cruzi, hd aproximadamente 6.000
linhagens descritas, que se divergem por particularidades, a exemplo de origem geogréfica,
sintomas, viruléncia, expressao diferencial de antigenos e patogenicidade do parasito (DE
PABLOS; OSUNA, 2012; BRENIERE; WALECKX; BARNABE, 2016; WANG et al., 2021).

Subpellicular
Nucleolus microtubule

i)

Figura 1 - Desenho esquematico das formas evolutivas do Trypanosoma cruzi
Fonte: adaptado de Teixeira et al. (2012)
Nota: (A) tripomastigota, (B) amastigota, (C) epimastigota.

2.3 PATOGENESE E SINAIS CLINICOS DA DC

Os mecanismos patogénicos da DC variam de acordo com a cepa infectante, do estado
imunitario do hospedeiro e de fatores socioambientais. Ao infectarem e se multiplicarem em
células do sitema fagocitico mononuclear (SFM), os parasitos causam rompimento celular e,
consequentemente, desencadeiam resposta inflamatoria intensa, a qual € um fator determinante
para o desenvolvimento de lesdes teciduais (DO CARMO NETO et al., 2021).
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Apos repetidas invasdes celulares, o T. cruzi pode migrar pela corrente sanguinea para
diversos tecidos, onde infectam diferentes tipos celulares, inclusive as fibras nervosas e
musculares lisas e estriadas, que ganham destagque pelas manifesta¢cdes mais graves da doenca,
como cardiomiopatia, megaeséfago e megacdélon (ANDRADE et al., 2010). O seguimento da
doenca e o aparecimento dos sinais clinicos diferenciam-se entre as fases aguda e cronica,
podendo esta Ultima ser classificada nas formas cardiaca, digestiva, cardio-digestiva (mista),
nervosa e indeterminada (COURA, 2007).

Na fase aguda, a DC pode ser assintomatica ou apresentar poucos e inespecificos
sintomas, como febre, astenia, cefaleia, poliadenite e hepatoesplenomegalia, 0 que geralmente
ocorre em é&reas endémicas (GONCALVES et al., 2010). Importantes sinais clinicos,
caracteristicos do periodo agudo e restritos a transmissdo vetorial, sdo o chagoma de inoculacdo
e o sinal de Romafa. Este ultimo ocorre em funcdo da penetracdo do parasito ou pela
inoculacdo da saliva do triatomineo em regido periocular, e desencadeia uma reacdo de
hipersensibilidade com rapido surgimento de edema e conjuntivite. A cadeia inflamatoria pode
se propagar pela via linfatica para linfonodos regionais e instalar quadro de adenite satélite
generalizada (RANGEL-GAMBOA et al., 2019). Apesar de raros, 0s casos agudos mais graves
manifestam-se com miocardite, efusdo pericardica e meningoencefalite, com risco de
mortalidade inferior a 1% (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Apo6s a fase parasitémica, a maioria dos individuos permanece como portadores
assintomaticos da DC, enquanto outros desenvolvem lesbes graves e progressivas,
manifestadas imediatamente apds a fase aguda, ou depois de longo periodo do inicio da
infeccdo (BASTOS et al., 2010). A forma indeterminada € assintomética e diagnosticada
ocasionalmente pela presenca de parasitos diretamente ou por exames soroldgicos. Estes casos
podem permanecer sem manifestacdo clinica, ou podem evoluir para uma sintomatologia
cronica tipica em 30-40% dos portadores (NUNES et al., 2018).

Quando manifestada, a forma cronica apresenta sinais de hipersensibilidade tardia, com
inflamacBGes granulomatosas em diferentes 0Orgdos, principalmente coracdo e trato
gastrintestinal, com possiveis consequéncias como arterites, tromboses e necrose (RASSI;
LITTLE, 2000; DE BONA et al., 2018). Nesta fase, diversos autores enfatizam a
desproporcionalidade entre o baixo parasitismo e a extenséo das lesGes teciduais, que pode ser
explicada pela autoimunidade provocada por produtos antigénicos do parasito e da reagédo
cruzada com componentes proprios do hospedeiro, que sofreram modificacdo pelos efeitos
parasitarios (CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016; OLIVERA et al., 2021).
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A patogénese da forma cardiaca da DC cronica é complexa e ainda requer elucidacao
dos mecanismos de lesdo e evasdo do parasito ao sistema imune do hospedeiro. Dentre 0s
mecanismos apontados, estdo: a lise celular provocada pelo parasito; a resposta imune
especifica estimulada pela persisténcia de antigenos parasitarios; os danos na microvasculatura
decorrentes da reacdo inflamatoria; a citotoxicidade dependente de anticorpo; a autoimunidade
por reacdo cruzada com antigenos proprios; e ainda 0s danos neuronais primarios pela invasao
do T. cruzi nas células do sistema nervoso (Figura 2) (BONNEY; ENGMAN, 2008;
NIBORSKI et al., 2021).

Parasite-Specific Immunity ,,

Parasite-Induced
Myocytolysis

Damage to Cardiac
Microvasculature

Dysautonomia

Non-Specific
Damage W

[
%

- Autoimmunity A
P
Parasite Toxin

© -~y @ > - =M G
Lymphocyte T cruzi Infl locyte  Parasite Antigen Cardiac ~ Vascular Cardio-

Mcdlalors Toxin  Presenting Cell  Antigens  Epithelium myocyte Neuron

Antibody-
Mediated
Cytotoxicity

Figura 2 - Mecanismos patogénicos da cardiomiopatia chagasica
Fonte: BONNEY; ENGMAN, 2008

Ao parasitarem as fibras cardiacas, as formas amastigotas mantém-se quiescentes por
um longo periodo e somente causardo sinais de inflamagdo local caso diferenciem-se em
tripomastigotas e rompam as células hospedeiras (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Uma
vez estimulado, o infiltrado inflamatério pode causar lesGes isquémicas e degeneracdo das
miofibrilas, que ativam mecanismos compensatdrios, com aparecimento de dilatacdo cardiaca,
hipertrofia da parede e taquicardia (Figura 3) (BOCCHlI et al., 2017).
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Figura 3 - Patogénese e mecanismos inflamatdrios na doenca de
Chagas cardiaca
Fonte: BONNEY et al., 2019

As alteracdes no aparelho digestorio seguem a mesma patogenia das fibras cardiacas,
com parasitos localizados na musculatura lisa e nas células nervosas (DO CARMO NETO et
al., 2021). As lesbes podem ocorrer em qualquer regido do trato, mas predominam os sinais
clinicos do es6fago e colon, com processos de miosite cronica e destrui¢do de plexos nervosos
de parede, alteracdo nos movimentos peristalticos, dilatacdo visceral e hipertrofia muscular
compensatdrias e atonia (PINTO et al., 2019), que caracterizam as megalias, manisfestadas em
10 a 20% dos casos da DC cronica (PRATA, 2001).

Ainda na fase crénica, as alteragdes observadas no sistema nervoso central (SNC)
sugerem como causas 0 parasitismo com presenca de amastigotas e inflamag&o ativa local, com
pontos de necrose (DA MATA et al., 2000), e os embolismos cerebrais decorrentes de
alteraces cardiovasculares nas encefalites (ARAS et al., 2003). Além disso, estudos acerca da
disfuncéo cognitiva da DC relacionaram maior gravidade desse déficit tanto a atrofia cerebral
quanto aos processos inflamatérios desencadeados pela presenca do parasito no SNC (DIAS et
al., 2009; GARCIA et al., 2021).
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Por fim, vale ressaltar que portadores assintométicos da DC podem sofrer reativacao da
parasitemia, acompanhada de sinais clinicos agudos, em uma situacdo de imunossupressao
(PITTELLA, 2009). Ha relatos de individuos assintomaticos que, apos utilizarem terapia
imunossupressiva ou adquirirem comorbidades como toxoplasmose, leucemia e o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), apresentaram quadros de encefalite ou miocardite grave,
além de outros sinais tipicos da DC, caracterizando a reagudizacao da doenga (LAZO et al.,
1998; FERREIRA; BORGES, 2002; BRITO; PIRES; PACHECO, 2003; RINGER et al.,
2021).

2.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Para o diagnostico da DC, deve-se considerar aspectos clinicos, laboratoriais e
epidemioldgicos, como a regido de procedéncia do individuo e histérico de transfusdo
sanguinea e de comorbidades (PINAZO et al., 2010). A depender da fase clinica e do tempo
de aparecimento dos sintomas, a escolha do teste mais apropriado é fator crucial para o sucesso
do diagndstico laboratorial da DC (MARTINEZ; ROMANO; ENGMAN, 2020).

A fase aguda é marcada por elevada parasitemia, e o diagnostico pode ser realizado por
exames parasitologicos direto e indiretos (D’AVILA et al., 2018). O método de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) tem sido promissor, entretanto, somente usado em centros de
pesquisa e laboratérios de referéncia (DIAS et al., 2016). Na fase cronica, os métodos de
escolha sdo os soroldgicos, que apresentam elevada sensibilidade e especificidade, visto que
anticorpos da classe 1gG podem ser detectados em elevadas titulagdes (FLORES-CHAVEZ et
al., 2010).

Dentre os imunodiagnésticos mais utilizados, destaca-se 0 ensaio imunoenzimatico
(enzyme linked-immunosorbent assay — ELISA), por ser um método simples, de baixo custo e
que pode ser automatizado para processar grande nimero de amostras (DIAS et al., 2016).
Outros imunoensaios comumente utilizados para diagnostico da fase cronica s@o os testes de
imunofluorescéncia indireta (IFI1), hemaglutinacdo indireta (HAI) e a quimiluminescéncia
(FLORES-CHAVEZ et al., 2010). Este ltimo, apesar do alto custo, € um método promissor
por apresentar maiores sensibilidade e especificidade, devido a sua elevada sensibilidade
analitica (ABRAS et al., 2016; SANTOS et al., 2021).

Dada a auséncia de um teste que seja considerado padrao-ouro, o |1 Consenso Brasileiro
em Doenca de Chagas, a Organiza¢do Mundial da Salde e a Organizagdo Pan-Americana da

Saude recomendam que, pelo menos, dois dos testes soroldgicos sejam realizados em paralelo,
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a fim de fornecer um diagnostico mais preciso (DIAS et al., 2016; PAHO, 2019). Além dos
exames laboratoriais, todos 0s casos suspeitos e confirmados, mesmo os assintomaticos, devem
ser acompanhados clinicamente por exames complementares, para deteccdo de alteracdes
viscerais (NUNES et al., 2018). Os exames de imagem recomendados sdo endoscopia,
manometria esofagica, ultrassonografia e enema opaco (PINAZO et al., 2010). Os sinais
cardiacos da DC podem ser detectados por eletrocardiografia, ultrassonografia cardiaca,
ecocardiografia e radiografia toracica (PUNUKOLLU et al., 2007; BORGES-PEREIRA et al.,
2020).

O tratamento da DC, mesmo ap6s mais de 110 anos da primeira descri¢do da doenca
por Carlos Chagas, ainda ¢ um desafio no &mbito de pacientes crénicos. Os dois medicamentos
disponiveis para a fase aguda sdo o nifurtimox e o benzonidazol (DIAS et al., 2016). Apos
diversas pesquisas desenvolvidas ao longo dos anos e aprimoramentos terapéuticos no Brasil,
0 benzonidazol ocupou o lugar do nifurtimox, que possui baixa eficacia e efeitos colaterais.
Contudo, o nifurtimox ainda é utilizado como alternativa nos casos de individuos nédo
responsivos ou que apresentem intolerancia ao benzonidazol. Contudo, esses medicamentos
ndo sdo eficazes na fase cronica, portanto, outros medicamentos e terapias sdo utilizadas no
manejo sintomatico de portadores da DC cronica cardiaca e/ou digestiva (CRESPILLO-
ANDUJAR et al., 2018).

2.5 PROTEINAS RECOMBINANTES QUIMERICAS DO T. cruzi

Ha dois tipos de técnicas sorolégicas para a deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi: testes
convencionais, que utilizam extratos brutos do parasito como antigeno, e testes ndo
convencionais, baseados em antigenos quimeéricos recombinantes (LONGHI et al., 2012;
DIAS et al., 2016). Os desafios acerca dos testes soroldgicos envolvem, dentre outros fatores,
o tipo e qualidade dos antigenos utilizados na detec¢do de anticorpos anti-T. cruzi, com relatos
frequentes de reacdo cruzada, levando a resultados falso-positivos e falso-negativos (FRASCH
et al., 1991). Com o objetivo de ultrapassar estas limitagdes, estudos utilizaram antigenos
recombinantes quiméricos do T. cruzi, denominados IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-
8.4 (acrénimos para o Instituto de Biologia Molecular do Parana), compostos por sequéncias
peptidicas antigénicas, imunodominantes, conservadas e repetitivas de multiplas proteinas do

parasito (Quadro 1).



Quadro 1 - Composicdo dos antigenos recombinantes IBMP

IBMP Segmentos Denominacéo
SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase
8.1 RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S
Ag2/B13/CA-2 Proteinas de superficie de tripomastigota
Ag1/H49/JL7 Proteinas associadas ao citoesqueleto
8.2 SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase
Ag2/B13/CA-2 Proteinas de superficie de tripomastigota
Ag2/B13/CA-2 Proteinas de superficie de tripomastigota
8.3 CRA/JL8/Ag30 Antigenos repetitivos citoplasmatico
TcD Trans-sialidase
RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S
SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase
RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S
8.4 Ag2/B13/CA-2 Proteinas de superficie de tripomastigota
FRA Proteina de antigeno repetitivo flagelar
MAP Proteina associada ao microttbulo
KMP-11 Proteina da membrana do cinetoplasto
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Fonte: adaptado de Santos et al. (2016)

O desempenho diagnostico das quatro moléculas ja foi extensivamente avaliado, tanto
para a identificacdo da DC em humanos (SANTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2017a;
SANTOS etal., 2017b; SANTOS et al., 2018; DALTRO et al., 2019; CORDEIRO et al., 2020;
SILVA et al., 2020; CELEDON et al., 2021; SANTOS et al., 2021; FREITAS et al., 2022;
SANTOS et al., 2022a) quanto em cdes (LEONY et al., 2019; COSTA et al., 2021; SANTOS
et al., 2022b) com resultados promissores.

Dentre os quatro antigenos, dois deles ofereceram os maiores valores de sensibilidade
e especificidade (IBMP-8.1 e IBMP-8.4), os quais foram selecionados para a composi¢éo do
Teste Rapido (TR) Chagas Bio-Manguinhos. Trata-se de um teste rapido para diagnéstico
humano que esta disponivel para uso no SUS pelo Ministério da Saude. De fato, tais estudos
demonstraram que a molécula IBMP-8.4 ofereceu 0 mais alto desempenho entre os quatro
antigenos quimericos para fins de triagem e diagndstico laboratorial da DC, enquanto o IBMP-
8.1 demonstrou maior potencial como teste confirmatorio da DC (SANTOS et al., 2016). Em
seguida, outros estudos validaram e avaliaram a performance das moléculas IBMP-8.1 e
IBMP-8.4, em diferentes regides endémicas do Brasil e da América Latina (DEL-REI et al.,
2019) e em regides indenes (DOPICO et al., 2019), comprovando uma excelente acurécia

diagnostica desses antigenos. Devido aos resultados encontrados e maior repertério de epitopos
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em sua composigdo proteica, a molécula IBMP-8.4 foi selecionada para a realizacdo do
presente estudo.

2.6 MECANISMOS DE RESPOSTA IMUNE AO T. cruzi

O T. cruzi é capaz de interagir com os diferentes componentes do sistema imune, de
maneira que este pode ser um dos fatores determinantes na patogénese de individuos que
desenvolvem doenca grave ou permanecem assintomaticos (MARTINEZ; ROMANO;
ENGMAN, 2020). A literatura descreve tanto a presenca do parasito constantemente induzindo
a inflamacdo cronica, quanto a possibilidade de reacdo cruzada de fragmentos de antigenos
parasitarios com moléculas do hospedeiro, que leva a autoimunidade (BONNEY; ENGMAN,
2008; DE BONA et al., 2018; NIBORSKI et al., 2021; OLIVERA et al., 2021).

Apos ultrapassar as barreiras fisicas da pele e mucosas, 0 parasito induz uma resposta
inflamatoria pela imunidade inata e adaptativa humoral e celular do hospedeiro, dispondo de
diversos mecanismos para evadir e modular a resposta imune em prol de sua sobrevivéncia
(ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018). O sistema complemento é um dos principais
componentes da resposta imune inata, exercendo papel na opsonizacdo do patdgeno, no
recrutamento de fagocitos e ao provocar a lise parasitaria por meio de uma cascata de eventos
proteoliticos, a fim de cessar a infeccdo (CESTARI; RAMIREZ, 2010). O processo de ativacdo
deste conjunto de proteinas plasmaticas pode ocorrer por trés vias (classica, alternativa e da
lectina), as quais estdo suscetiveis a interferéncia e modulacdo por moléculas expressas na
superficie do parasito (LIDANI et al., 2017).

Macréfagos, neutrofilos e células dendriticas expressam em suas membranas receptores
Toll-like (TLR), que reconhecem padrGes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e
padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018).
No reconhecimento do T. cruzi, destacam-se os receptores de glicoproteinas de membrana
(TLR-2 e TLR-4) e dos componentes de material genético (TLR-7 e TLR-9), os quais permitem
a deteccgdo da infeccdo e posterior fagocitose do protozoario (CASTILLO et al., 2017). Apos
internalizacdo, o parasito fica contido no fagossomo e pode eventualmente ser morto e
digerido, o que ocorre quando as formas epimastigotas sdo fagocitadas (ROMANO et al.,
2012). No entanto, as formas tripomastigotas conseguem evadir do fagolisossomo por
mecanismos metabdlicos antioxidantes, mediante producdo de peroxidases, que oferecem
protecdo aos efeitos toxicos das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (CARDOSO; REIS-
CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016).
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De todo modo, células do SFM produzem diversas citocinas para estabelecer uma
resposta a invasao tecidual. Dentre as principais citocinas que participam da resposta ao T.
cruzi, a interleucina 12 (IL-12) exerce um papel pleiotropico e lidera o perfil celular pro-
inflamatério (Thl) frente a infeccdo (HASEGAWA et al., 2016). Outras citocinas pro-
inflamatorias mais conhecidas séo IL-2, interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), que sdo alvos dos fatores produzidos pelo parasito, que diminuem a sua producéo e
estimulam a producéo de citocinas regulatorias, a exemplo da IL-10 (ERDMANN et al., 2009).

As ceélulas Natural Killer (NK) sdo componentes celulares da imunidade inata que
exercem papel citotoxico central contra os patdégenos intracelulares (ACEVEDO; GIRARD;
GOMEZ, 2018). Um estudo realizado por Vitelli-Avelar et al. (2006) relatou maiores niveis
de células NK em portadores assintomaticos da DC quando comparados aos sintomaticos na
forma cronica cardiaca, e associou esta diferenca ao papel protetor destas células.

A resposta imune adaptativa é ativada sob estimulo de citocinas secretadas por
macrofagos, neutréfilos e células dendriticas, bem como pela apresentacdo de antigenos aos
linfécitos, os quais sofrem expansdo clonal formando células de memoéria (LAIDLAW;
CRAFT; KAECH, 2016). A resposta adaptativa celular é caracterizada pela diferenciacdo de
linfocitos T imaturos em linfécitos T CD8* e CD4". Os linfécitos TCD8* produzem granzimas,
perforinas, 6xido nitrico (NO), IFN-y ¢ TNF-a, com o intuito de eliminar a célula hospedeira
infectada pelo parasito (KAECH; AHMED, 2001).

Em teoria, os efeitos citotdxicos das células TCD8* poderiam ser competentes na
prevencdo de lesdes progressivas provocadas pelo T. cruzi. Entretanto, muitos autores discutem
as falhas da protecdo pelo fato da infeccdo inicial passar desapercebida pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs) e, consequentemente, a resposta citotoxica ser tardia
(SANMARCO et al., 2016), sem contar com a exaustdo progressiva destas células devido ao
estimulo persistente de antigenos (Figura 4) (PEREZ-ANTON et al., 2019).
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Figura 4 - Mecanismos de resposta das células T CD8*
Fonte: RODRIGUEZ et al., 2019

Os linfécitos TCD4* sdo os mediadores da resposta imune adaptativa, direcionada pela
secrecdo de citocinas e modulacdo de macrdfagos, linfocitos B, linfocitos TCD8* e outras
células (Figura 5) (SALLUSTO, 2016). Visto que a resposta imune efetora contra o T. cruzi
segue o perfil Thl, modelos murinos demonstraram que o parasito induz a producdo de
citocinas regulatorias IL-10 e IL-4 que, por sua vez, instalam uma resposta predominante de
perfil Th2 e inibe a resposta Thl efetora, levando a diminuigdo da secrec¢éo de IFN-y e IL-2
(DIAZ et al., 2015).
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Figura 5 - Mecanismos de resposta de linfocitos T CD4*
Fonte: ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018.

Em condicdes normais, células T CD4* regulatérias (Treg), mediadas pela IL-10, atuam

na modulacdo da resposta imune e nos mecanismos de tolerancia de reacGes patogénicas

(Figura 6). Um estudo realizado por de Aradjo et al. (2011) demonstrou que individuos com a

forma indeterminada da doenca possuiam maiores niveis de IL-10 e de Treg, em relacdo aos

portadores da forma cardiaca, e ressaltaram o possivel papel limitante desses componentes na

reacdo inflamatdria ao T. cruzi. Em uma situacdo de falha das células Treg, a resposta

exacerbada e o reconhecimento de antigenos proprios como impréprios sao fatores cruciais nas

lesBes cardiacas cronicas da DC (NEVES et al., 2022).
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Figura 6 - Modulagao da resposta imune pelos linfocitos Treg
Fonte: RODRIGUEZ et al., 2019.

E importante denotar um terceiro perfil imune (Th17) que, apesar de ter sido descrito
por sua participacdo em reacdes autoimunes e em lesdes cronicas bacterianas e fangicas
(SALLUSTO, 2016), sua funcéo foi elucidada em modelos murinos como potente protetor
contra a infeccdo pelo T. cruzi, mediante secre¢do das citocinas IL-17 e IL-21 (CAI et al.,
2016). Ademais, um estudo realizado por Sousa et al. (2017) demonstrou que portadores
assintomaticos da DC possuem maiores niveis plasmaticos de IL-17, em comparacdo a
portadores com disfuncdes cardiacas, e também relatou um possivel perfil supressor da doenca.

As principais fungdes dos linfocitos B sdo: producdo de anticorpos, secrecdo de
citocinas, promocdo de memoria imune e apresentacdo de antigenos (Figura 7) (WORTEL;
HEIDT, 2017). Anticorpos secretados por estas células exercem papel de opsonizacédo, além
de estarem relacionados a atividade litica mediada pelo sistema complemento e aos
mecanismos de bloqueio da evasdo do parasito aos efeitos imunes (KRAUTZ; KISSINGER;
KRETTLI, 2000). Assim como os linfécitos T, as celulas B também possuem uma linhagem
regulatoria (Breg), que provoca supresséo de reagdes autoimunes, pela secrecdo de 1L-10, IL-
35 e fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-) (WORTEL; HEIDT, 2017).
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Figura 7 - Mecanismos de resposta imune pelas células B
Fonte: ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018

Apesar do cenario protetor, a resposta imune humoral é alvo de muitas pesquisas acerca
dos danos teciduais gerados pela inflamacgdo crénica persistente na DC. Uma falha nessa
resposta levanta hipoteses sobre um mecanismo de evasao do parasito em promover expansdo
generalizada de células B policlonais, ao produzirem anticorpos ndo especificos e incapazes de
eliminar o parasito (CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). Outras hipoteses
referem-se a citotoxicidade dependente de anticorpo e a mimetizacdo de moléculas do
hospedeiro, e consequente reacdo cruzada com acdo deletéria por anticorpos (Figura 8)
(BONNEY et al., 2019). Ressalta-se que esta reatividade cruzada foi encontrada contra
moléculas como a miosina, actina e tubulina, componentes do tecido muscular, que é alvo
principal do T. cruzi (OLIVERA et al., 2021). Neste contexto, associa-se que as lesdes
encontradas apds longos periodos de infeccdo na fase indeterminada sejam decorrentes de uma
reatividade cruzada constante e de baixa intensidade, estimulada ao longo da fase cronica
(LEON; ENGMAN, 2001; MONTALVAO et al., 2018).
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2.7 RESPOSTA IMUNE HUMORAL AO T. cruzi

A imunidade humoral ¢ ativada pelo reconhecimento de antigenos pelos linfécitos B, e
entdo inicia-se a diferenciacdo e proliferacdo de plasmdcitos produtores de anticorpos. Os
anticorpos apresentam estrutura tetramérica, composta por duas cadeias polipeptidicas pesadas
e duas leves, que possuem dominios varidveis e constantes, ligados por pontes dissulfeto
(CHIU et al., 2019). A regido variavel Fab possui um sitio denominado paratopo, que liga-se
ao epitopo dos diferentes antigenos do T. cruzi, a exemplo de glicoproteinas, gp190, T-DAF e
a proteina de superficie 90 kDa. Apds o reconhecimento de antigenos pela porc¢éo Fab, a regido
constante Fc liga-se a receptores de superficie celular dos diferentes componentes do sistema
imune, com o intuito de ativar as células efetoras para exercerem suas funcdes especificas e
debelarem o patégeno (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018).

Os anticorpos séo classificados de acordo com suas cadeias pesadas, nas regides
constantes, em que cada classe possui sequéncias de aminoacidos diferentes, com propriedades
distintas. De acordo com as especificidades do antigeno reconhecido e das citocinas liberadas
por células TCD4", a diferenciagdo das células B pode sofrer mudanca de classe, mediante
delecbes nas sequéncias de acido desoxirribonucleico (DNA), o que permite a producdo de
isotipos adequados para a infeccdo (SIMPSON et al., 2013). As imunoglobulinas G, D e E

possuem estrutura monomérica e tém dois sitios de ligagdo na porcdo Fab, enquanto a IgA
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apresenta forma dimérica e quatro sitios Fab e a IgM é pentamérica, com 10 sitios de ligacdo
a antigenos (Figura 9).

Além das diferencas estruturais, as classes de imunoglobulinas diferem-se também em
propriedades funcionais, a exemplo da IgA, que exerce protecdo de mucosas e tecidos
epiteliais; a IgM, presente na fase aguda da infecgéo por T. cruzi e outros patdgenos; IgE, que
media reacdes alérgicas e infeccbes parasitarias; e 1gG, importante biomarcador de fase cronica
na DC, que possui funcdes de neutralizacdo, opsonizacdo de patdgenos e ativacdo de
complemento (BREZSKI; GEORGIOU, 2016). Foi elucidado mais recentemente que a IgD
contribui para a homeostase de mucosas, ao mediar as celulas efetoras mieloides, como
basdfilos e mastdcitos (GUTZEIT; CHEN; CERUTTI, 2018).

IgM hexamero IgA dimero

R

dobradica

IgD IgG IgE
dobradica dobradica

Figura 9 - Diferenca de estruturas de classes de anticorpos
Fonte: adaptado de Brezski; Georgiou (2016)

A cadeia pesada dos anticorpos contém uma pequena sequéncia de aminoacidos que
forma um dominio em dobradica e confere flexibilidade na interacdo com o antigeno. Essa
regido dobradica “hinge” ¢ onde sdo diferenciados os isotipos das 1gGs, cuja geometria afeta
significativamente suas propriedades funcionais e biofisicas (WHITE et al., 2015). A
diferenciacéo de cada isotipo é orquestrada com a producéo de diferentes citocinas em nivel
pos-transcricional, pela reprogramacgédo metabdlica distinta de células imunes mieloides. Desta
forma, os isotipos de IgG fornecem imunidade especifica ao patogeno, de acordo com o

microambiente e 0s receptores expressos por cada tipo celular (HOEPEL et al., 2020).
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De forma geral, I1L-4 é a principal citocina mediadora de resposta humoral e, dentre os
isotipos de 1gG, possui papel substancial na diferenciacéo de 1gG1 e IgG4 (AKIYAMA et al.,
2018). Em relacdo a 1gG1, além da IL-4, IFN-y também media a diferenciacdo deste isotipo, o
qual possui capacidades de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC), de
fagocitose dependente de anticorpo (ADCP) e de citotoxicidade dependente de complemento
(CDC) (BRUHNS et al., 2009). A 19G2, mediada por TNF e IL-1p, possui regi&o de dobradica
mais curta, rigida e resistente que IgG1 e possui fraca capacidade de ADCC e ADCP (KINDER
et al., 2015; HOEPEL et al., 2020).

O isotipo 1gG3 é mediado principalmente por IFN-y e IL-6 e possui capacidade melhor
que a IgG1 de ADCC, ADCP e CDC, entretanto, apresenta regido de dobradica extensa e
suscetivel a clivagem (KAWANO et al., 1994; BREZSKI; GEORGIOU, 2016). Por fim, o
isotipo 1gG4, considerado ndo inflamatorio, possui regido de dobradica curta e ndo ativa CDC
nem ADCC por células NK, entretanto, ativa ADCP por macréfago (BREZSKI et al., 2011;
PAN et al., 2020).

Os isotipos de anticorpos se tornaram alvo de estudos que buscam explorar e aprimorar
estas moléculas para gerar novas aplicabilidades diagnésticas, como biomarcadores ou para
finalidades terapéuticas (ECKER; JONES; LEVINE, 2015). Um dos primeiros estudos que
propuseram caracterizar o perfil de imunoglobulinas gerados a partir da infeccdo pelo T. cruzi
ocorreu no inicio da década de 80, em que foi realizada pesquisa com 36 portadores da DC
residentes do estado de Goias, pelo método de imunodifusdo, o qual encontrou niveis elevados
de IgA em 50% dos pacientes com a forma crénica digestiva da DC e demonstrou uma
correlacdo positiva destes achados com a gravidade do envolvimento do esdfago (SA
FERREIRA et al., 1983). Visto que a IgA é a imunoglobulina relacionada a protecdo de
mucosas, Primavera et al. (1988) corroboraram com estes resultados, ao utilizarem a cepa Y
pelo método de ELISA e encontrarem IgA elevada em 92% dos pacientes com a forma cronica
digestiva.

Com o objetivo de avaliar a reatividade de isotipos de 1gG em soro de portadores da
DC na forma cronica cardiaca, em estudo realizado na Argentina, Cerban et al. (1993)
utilizaram epimastigotas da cepa Tulahuen e fracdo de antigenos de citosol acidico, pelo
método de ELISA, e encontraram a IgG1 mais elevada nos pacientes do grupo que apresentou
danos cardiacos. Os autores ressaltaram a importancia destes dados, visto que diferentes
isotipos de IgG possuem caracteristicas distintas de estrutura, funcéo e grau de participagédo na

patogenia da infeccdo pelo T. cruzi. Em contrapartida, estudo realizado pelo mesmo método,
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com epimastigotas da cepa Y, encontrou IgG2 elevada em portadores com envolvimento
cardiaco, além de IgA elevada nos portadores com a forma digestiva (MORGAN et al., 1996).

Outro estudo realizado na Austria avaliou o envolvimento de mecanismos autoimunes
na patogenia da cardiomiopatia chagasica. Foram analisados 36 portadores e os resultados
demonstraram que 1gG2 e IgG3 apresentaram reatividade ao antigeno da miosina anti-cardiaca,
indicando uma resposta imune Th1 pela citotoxicidade dependente de anticorpo, sugestiva de
auto-reatividade e autoimunidade (SKYLLOURIOTIS et al., 1999). Posteriormente,
Hernandez-Becerril et al. (2001) também encontraram correlacdo entre altos niveis de IgG2 e
uma tendéncia a cardiomegalia grave. Este estudo utilizou 0 método de ELISA e IFI, com
antigenos brutos de epimastigotas, em 12 portadores de cardiomiopatia provenientes de area
rural endémica do México.

A associacdo dos niveis de IgG2 com os portadores cardiacos também foram
encontrados em pesquisa realizada em Recife-PE, que utilizou os antigenos recombinantes
Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA) e Flagellar Repetitive Antigen (FRA), também pelo
método ELISA (VERCOSA et al., 2007). Estudos realizados no mesmo local e sob mesma
metodologia encontraram associacao positiva dos niveis de IgA com a forma digestiva da DC
(VASCONCELOS et al., 2010), porém ndo houve diferenca significativa dos niveis de IgM
nas diferentes formas cronicas, devido a esse isotipo ser relacionado as fases iniciais da doenca
(VASCONCELOS et al., 2011).

Por outro lado, pesquisa desenvolvida no Rio de Janeiro-RJ, pela metodologia de
ELISA com a cepa Y, encontrou IgG3 em todos os individuos infectados, sem correlacdo com
a progressdo da DC, além de ndo detectarem reatividade de IgM, por serem individuos
cronicos. Ademais, 0s pesquisadores correlacionaram maiores niveis de IgGl com a
diminuicdo da funcdo de ejecdo ventricular nos portadores de cardiomiopatia chagasica
cronica, e ainda demonstraram IgE com tendéncia a ser mais reativa em individuos na forma
indeterminada da DC (GEORG et al., 2017).

A variacdo das imunoglobulinas indica ter correlagdo com as citocinas produzidas e
liberadas frente & infecdo pelo T. cruzi. A fim de determinar os niveis plasméticos de IFN-y,
IL-10, TNF-a, NO e de IgG total e especifica em portadores da DC com diferentes formas
clinicas, Pissetti et al. (2009) encontraram niveis mais elevados de 1gG4 e IL-10 em individuos
com a forma digestiva, além de niveis significativamente mais altos de IgG3 nos infectados,
em relacdo aos controles, independente da forma clinica. Os autores sinalizaram que a

utilizacdo da 1gG3 poderia ser sugerida como marcador para a fase crénica da DC.
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Portanto, ressalta-se a necessidade da continuacdo de pesquisas que busquem um
padrédo convergente dos resultados encontrados na literatura, considerando os fatores
associados a patogenia da DC. Assim, o entendimento do perfil dos isotipos de 1gG pode
contribuir para a identificagdo de marcadores imunoldgicos e ser utilizado como prognostico

de evolugdo para as formas clinicas da DC.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o perfil de IgG de individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi de acordo

com as formas clinicas da fase cronica da doenca de Chagas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar o perfil de IgG total anti-T. cruzi IBMP-8.4 em individuos com diferentes
formas clinicas da doenca de Chagas cronica;

2. Padronizar as reagdes imunoenzimaticas indiretas para detec¢do dos isotipos de 1gG
anti-T. cruzi IBMP-8.4;

3. ldentificar o perfil dos isotipos de 1gG anti-T. cruzi IBMP-8.4 em individuos com
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas crénica;

4. Analisar possiveis associaces entre o perfil isotipico de imunoglobulinas com as

formas clinicas da doenca de Chagas cronica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal exploratorio realizado com amostras sericas de

individuos submetidos a sorologia para T. cruzi de diferentes estados do Brasil.

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras séricas foram oriundas de InstituicGes parceiras localizadas em diferentes
estados do Brasil (Pernambuco, Bahia e Goias), no periodo de 1978 a 2020. As amostras foram
obtidas de individuos atendidos nos Ambulatérios de Chagas do Hospital das Clinicas da UFG
(Goiania-GO) e do Hospital Oswaldo Cruz (Recife-PE), bem como de doadores de sangue do
Centro de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA; Salvador-BA). As amostras
foram categorizadas de acordo a forma clinica apresentada pelos portadores: indeterminada
(IND), cardiaca leve (CL), cardiaca grave (CG), além de amostras negativas provenientes de
doadores de sangue da Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE;
Recife-PE) e HEMOBA, como controles negativos (NEG).

A classificacdo das formas clinicas foi confirmada por exames clinico/complementares
realizados pelas instituicdes parceiras, com resultados compativeis com a infeccdo pelo T.
cruzi, mediante testes sorolégicos (HAI, IFI, ELISA e quimiluminescéncia). Assim, foram
utilizadas 24 amostras de individuos na forma indeterminada (IND), 20 amostras de individuos
na forma cardiaca leve (CL) e 15 amostras oriundas de individuos na forma cardiaca grave
(CG) daDC.

Segundo a Il Diretriz Latino-Americana para o Diagnéstico e Tratamento da
Cardiopatia Chagasica (DIAS et al., 2016), a forma IND ¢é caracterizada por individuos
classificados no estagio A de envolvimento cardiaco, ou seja, aqueles sem sintomas presentes
ou pregressos de insuficiéncia cardiaca e com eletrocardiografia (ECG), ecocardiografia (ECO)
e radiografia de torax e esdfago normais. No grupo CL, estdo os portadores classificados no
estadgio B1, ou seja, aqueles que apresentam alteracdes eletrocardiograficas (disturbios de
conducdo ou arritmias), mas que ndo possuem disfuncdo ventricular. Além disso, estes
individuos podem apresentar alteracGes ecocardiograficas discretas (anormalidades da
contratilidade regional), porém a funcéo ventricular global preservada. Por fim, os individuos

com CG séo classificados no estagio C de envolvimento cardiaco, ou seja, apresentam sintomas
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prévios ou atuais de insuficiéncia cardiaca e que apresentam disfuncao ventricular (New York
Heart Association 1, II, Il e IV). Todas as informacfes acerca dos aspectos clinicos e
sociodemograficos dos individuos (idade, género e estado de origem) foram registradas em
formulario de pesquisa especificos, no momento da coleta de sangue. As amostras foram

processadas e os soros foram estocados em biorrepositorio a -20°C.

4.3 DETERMINACAO DO PERFIL DE ISOTIPO DE IMUNOGLOBULINAS ANTI-T. cruzi

A deteccdo dos isotipos de anticorpos anti-T. cruzi IgG (anti-IgG1, anti-1gG2, anti-1gG3
e anti-lgG4) foi realizada pelo método de ELISA indireto, utilizando o antigeno recombinante
quimérico IBMP-8.4 como agente de captura, conforme descrito previamente (SANTOS et al.,
2016).

4.4 ELISA INDIRETO COM A PROTEINA IBMP-8.4

Os ensaios imunoenzimaticos indiretos foram padronizados de forma a determinar a
melhor diluicéo dos anticorpos secundarios, utilizando uma matriz de decisdo ou checkerboard
titration. Esta matriz baseia-se no cruzamento das variaveis utilizadas no ajuste do teste, com
objetivo de identificar as melhores condi¢cBes de reatividade da proteina na plataforma
proposta. Em microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato (Nunc MaxiSorp®, EUA)
foram distribuidos 100 pl da solugcdo tampdo carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6) contendo
25 ng do antigeno do T. cruzi a molécula IBMP-8.4. Apés a sua adicdo, a sensibilizacdo
ocorreu mediante acréscimo de 100 pul da solugao WellChampion™ (lote 130703; Ken-Em-
Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) por po¢o. Apds um periodo de incubacdo de 15
minutos a temperatura ambiente, as microplacas foram esvaziadas por inversdo e colocadas em
estufa a 37 °C por 20 minutos para secagem (Novalnstruments®, NI 1720, Sdo Paulo-SP,
Brasil). Ao final da secagem, as microplacas encontravam-se prontas para uso.

Para a padronizagdo do ELISA indireto, foram utilizadas quatro amostras sericas
positivas e trés negativas para a doenga de Chagas na diluicdo de 1:100 utilizando o tampé&o
PBS pH 7.4 (fosfato de sodio 10 mM e cloreto de sédio 150 mM). Foram utilizados 12 pogos
sem adi¢do de amostra sérica (“branco”) para analise do sinal de background do antigeno.
Depois da sensibilizagdo das microplacas, 100 pl das amostras séricas previamente diluidas
foram adicionadas em cada poco. As placas foram seladas e incubadas em estufa a 37 °C por

60 minutos (Novalnstruments®, NI 1720, S&o Paulo-SP, Brasil). Ao final desta etapa, as placas
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foram lavadas cinco vezes com adi¢do de 200 pl de tampédo PBS-Tween (fosfato de sddio 10
mM, cloreto de sodio 150 mM e 0,5% de Tween-20) para retirada do material ndo adsorvido.

Em seguida, foram adicionados 100 pl do anticorpo secundario conjugado a peroxidase
(anti-1gG total, 1gG1, 19G2, 1gG3 e 1gG4) diluidos em PBS-T. O anti-IgG total marcado com
peroxidase (lote 167EXCIJHPCC62Z) foi gentilemente cedido pelo Laborat6rio de Tecnologia
Diagnéstica (LATED; Bio-Manguinhos, Fiocruz-RJ) para a realizacdo deste estudo. Para a
analise de IgG total ndo foi necessaria a padronizacao do titulo deste anticorpo secundario,
visto que foi utilizada a padronizacao realizada anteriormente (SANTOS et al., 2016), sendo
utilizada a diluicdo de 1:40.000 em PBS-T. Contudo, os anticorpos anti-lgG1 (A-10648/lote:
2188171, Thermo Scientific-EUA), anti-lgG2 (MH1722/lote:2282075, Thermo Scientific-
EUA), anti-lgG3 (MH1732/lote: 22822059, Thermo Scientific-EUA) e anti-lgG4 (A-
10654/lote: 2260950, Thermo Scientific-EUA) foram avaliados nas dilui¢des de 1:500,
1:1.000, 1:2.000, 1:10.000, 1:20.000 e 1:40.000 em PBS-T.

As microplacas foram novamente seladas e incubadas em estufa a 37 °C por 30 minutos
(Novalnstruments®, NI 1720, S&o Paulo-SP, Brasil). Ao final da incubacéo, as microplacas
foram lavadas conforme descrito anteriormente. A cada poco foram adicionados 100 pl do
cromégeno TMB Plus (lote 111011; Ken-Em-Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) e,
ap6s 10 minutos de incubacdo sob abrigo da luz, adicionou-se 50 pl de H.SO4 0.3 M com
objetivo de interromper as reagoes, que foram quantificadas em espectrofotdometro com filtro
de 450 nm (Sunrise™, Tecan, Suica).

Para a interpretacdo dos dados, as médias aritméticas dos valores das densidades 6ticas
(DOs) das amostras positivas e negativas foram calculadas, bem como 0s seus respectivos
desvios-padrao, utilizando planilhas eletronicas pelo programa Microsoft Office® Excel 2010.
O critério para determinar as condi¢Bes 6timas na padronizacdo dos imunonsaios utilizando
isotipos anti-lgG baseou-se no maior valor do sinal-ruido (SNR), o qual foi determinado pela
razdo entre a média aritimética das DOs das amostras positivas pela média aritimética das DOs
das amostras negativas.

Uma vez estabalecidas as condigdes dos ensaios, os testes foram realizados conforme
0s critérios acima e considerando as peculiaridades determinadas para cada isotipo. Os pontos
de corte (cut-off) foram estabelecidos individualmente para cada placa, calculando a média das
DOs de cinco controles negativos, acrescida a dois desvios-padrdo (DP). Os resultados foram
expressos em indice de reatividade (IR), a fim de possibilitar a comparacdo entre placas. Os
valores de IR foram obtidos pela relagdo da DO da amostra pelo cut-off de cada placa; valores

abaixo de 1,00 indicam negatividade, enquanto que os iguais ou superiores a 1,00 denotam
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positividade no teste. Cada amostra foi analisada em dois ensaios independentes, para
confirmagéo do resultado.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas dos individuos (sexo, idade e origem geografica) foram analisadas
mediante medidas descritivas, como frequéncia, para a variavel qualitativa, e médias aritmética
e geometrica, desvio-padrdo e coeficiente de variacdo, para as variaveis quantitativas. As
diferencas das caracteristicas foram calculadas por teste t ndo pareado ou teste Mann-Whitney.
As médias geométricas foram calculadas com os seus respectivos intervalos de confianca a
95% (IC95%). O teste de Shapiro-Wilk foi empregado para testar a normalidade dos dados.
Para avaliar as diferencas entre as formas clinicas para cada isotipo, foi utilizado o teste de
Mann-Whitney ndo pareado. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de
p < 0,05. A auséncia de sobreposicdo dos valores dos 1C95% foi considerada significancia
estatistica. Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 8 para Windows® versdo 8.01

(GraphPad Software Inc., San Diego-CA, EUA) para realizacdo dos testes estatisticos.

4.6 ASPECTOS ETICOS

Este estudo possui aprovacao junto ao Comité de Etica do IGM/FIOCRUZ-BA (CAAE
67809417.0.0000.0040). Nao houve riscos fisicos para a satde dos participantes, pois somente
amostras previamente coletadas foram utilizadas. Os dados que os identifiquem foram
mantidos em absoluto sigilo e, em vez do nome, o material biol6gico foi identificado por um

cddigo numérico, mantendo, desta forma, a sua confidencialidade.
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5 RESULTADOS

Foi obtido um total de 97 amostras de soro, classificadas apos sorologia para T. cruzi e
andlise clinica como: NEG (n = 38); IND (n = 24); CL (n = 20) e CG (n = 15). As amostras
NEG foram provenientes de Pernambuco (76,3%) e da Bahia (23,7%). O grupo IND teve
origem geogréafica na Bahia (83,3%) e em Pernambuco (16,7%). Todos os portadores da forma
CL foram provenientes do estado de Pernambuco. O grupo CG foi composto por individuos
oriundos dos estados de Pernambuco (60%), Goiés (33,3%) e Bahia (6,7%).

Os individuos NEG tiveram idade média de 34,6 + 10,9 anos; os IND tiveram idade
média de 36,9 £ 8,2 anos; os CL tiveram idade média de 54,3 + 11,1 anos e 0os CG tiveram
idade média de 51,7 + 10,6 anos. Todos 0s grupos apresentaram diferenca significativa de idade
(p < 0,0001) entre si, com excegédo dos grupos NEG versus (vs.) IND (p = 0,1956) e CL vs.
CG (p =0,5809). Quanto ao género, ndo houve diferenca significativa e o sexo masculino teve
maior ou igual frequéncia em todos os grupos, com 73,6% dos individuos NEG; 62,5% dos
portadores da forma IND; 50% do grupo CL e 53,3% do grupo CG.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos individuos por classificagdo clinica da doenca de
Chagas cronica

Formas clinicas da DC cronica n Idade média (anos)  Sexo masculino (%)
NEG 38 34,6 +10,9 73,6

IND 24 36,9 +£8,2 62,5

CL 20 54,3+11,1 50

CG 15 51,7+ 10,6 53,3

Nota: NEG, negativos; IND, forma indeterminada; CL, forma cardiaca leve; CG, forma
cardiaca grave
Fonte: elaboracéo da autora

As diluicdes dos isotipos foram avaliadas por uma matriz de decisdo (checkerboard
titration). As condicOes 6timas de ensaio foram estabelecidas considerando o maior valor de
sinal-ruido (SNR), determinado pela razdo entre a média aritimética das DOs das amostras
positivas pela média aritimética das DOs das amostras negativas. As condi¢cOes selecionadas
encontram-se destacadas em vermelho na Tabela 1. A Figura 10 ilustra a analise grafica dos
valores médios obtidos para cada isotipo de 1gG utilizando diferentes dilui¢cbes dos anticorpos

marcados com peroxidase.
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Quadro 2 - Valores de sinal-ruido (SNR) estabelecidos para padronizacdo do titulo de anticorpo
secundario marcado com peroxidase para determinacdo dos isotipos de 1gG

SNR 0.5k 1k 2k 10k 20k 40K
1gG1 5.34 5.16 4.75 2.61 1.81 1.56
19G2 3.73 2.90 2.38 1.00 1.20 1.88
19G3 2.56 1.75 1.40 1.78 131 1.42
19G4 2.26 1.74 1.20 1.02 0.77 1.01

Legenda: 0,5k (1:500), 1 (1:1.000); 2k (1:2.000); 10k (1:10.000); 20k (1:20.000); 40k (1:40.000).
Condic0es escolhidas destacadas em vermelho
Fonte: elaboracgdo da autora
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Figura 10 - Analise gréafica dos valores médios das densidades 6ticas dos controles positivos e
negativos em diferentes dilui¢bes dos conjugados para cada isotipo de 1gG

Nota: 0,5k (1:500), 1 (1:1.000); 2k (1:2.000); 10k (1:10.000); 20k (1:20.000); 40k (1:40.000)
Fonte: elaboragéo da autora
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O IR de IgG total (Figura 11) demonstrou diferenca significativa (p < 0,0001) quando
comparado o grupo NEG com todas as formas clinicas, e entre os grupos IND e CL entre si
(Tabela 2). Todos os isotipos apresentaram diferenca significativa (p < 0,0001) quando
comparado o grupo NEG a todas as formas clinicas, com excecao do grupo IND (p = 0,2633),
no isotipo 1gG4 (Tabela 3).
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Figura 11 - Indice de reatividade de 1gG total por forma
clinica e controles, utilizando a molécula IBMP-8.4
Nota: NEG, negativos; IND, forma indeterminada; CL,
forma cardiaca leve; CG, forma cardiaca grave

Fonte: elaboracdo da autora

Tabela 2 - Média geométrica e comparacao entre os indices de reatividade de 1gG total por grupo
clinico

Grupos
NEG IND CL CG
Média geométrica 0,20+0,18 2,4+0,92 2,80+0,61 2,48 £ 0,76
CG < 0,0001* 0,4885 0,1201
CL < 0,0001* 0,0149*

IND <0,0001*
*diferenca significativa. Mann-Whitney (p < 0,05)

Nota: NEG, negativos; IND, forma indeterminada; CL, forma cardiaca leve; CG, forma cardiaca
grave

Fonte: elaboragéo da autora
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Tabela 3 - Média dos indices de reatividade dos isotipos de 1gG nos diferentes grupos clinicos,
comparados aos controles

Isotipos
Grupos n 1gG1l p 1gG2 p 1gG3 P 1gG4 p
CG 15 8,42 <0,0001* 1,21 <0,0001* 0,83 0,0005* 1,04 0,0217*
CL 20 13,10 <0,0001* 1,96 <0,0001* 1,71 <0,0001* 1,19 0,0302*
IND 24 6,77 <0,0001* 1,40 <0,0001* 1,29 <0,0001* 0,86 0,2633
NEG 38 0,50 0,54 0,50 0,78

*diferenca significativa. Mann-Whitney (p < 0,05)
Nota: NEG, negativos; IND, forma indeterminada; CL, forma cardiaca leve; CG, forma cardiaca grave
Fonte: elaboragéo da autora

O isotipo 1gG1 apresentou os IRs mais elevados entre 0s isotipos, com os portadores da
DC variando de 0,54 (grupo IND) a 21,85 (grupo CG) (Figura 12). A 1gG2 apresentou média
similar de IR entre as formas clinicas da DC, entretanto, obteve menor valor quando comparada
aos indices de 1gG1. O maior IR de 1gG2 foi 7,66 (grupo CL) e 0 menor, 0,49 (grupo IND). O
isotipo IgG3 também apresentou IRs mais elevados no grupo CL (maximo de 5,68), quando
comparado as outras formas clinicas, e com o menor IR também do grupo IND (0,39). 1gG4
apresentou niveis de IR basais em todas as formas clinicas, com nivel maximo de 3,36 (forma
CL). Entre os portadores da DC, o grupo CL obteve os maiores IRs, em que IgG1 apresentou
diferenca significativa entre os grupos IND e CL, e 1gG3 apresentou diferenca significativa
entre 0s grupos CL e CG (Tabela 4).
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Figura 12 - Indice de reatividade dos isotipos de 1gG anti-T. cruzi IBMP-8.4 por forma clinica e
controles

Nota: NEG, negativos; IND, forma indeterminada; CL, forma cardiaca leve; CG, forma cardiaca grave
Fonte: elaboragéo da autora

Tabela 4 - Diferenca entre os indices de reatividade entre as formas clinicas por isotipo de IgG

Isotipos
1gG1 1gG2 19G3 1gG4
Grupos IND CL IND CL IND CL IND CL
CG 0,4797 0,0535 04618 0,0815 0,1889 0,0186* 0,0957  0,8888
CL 0,0007* 0,3057 0,2295 0,2532

*diferenca significativa. Mann-Whitney (p < 0,05)
Nota: NEG, negativos; IND, forma indeterminada; CL, forma cardiaca leve; CG, forma cardiaca grave
Fonte: elaboragéo da autora
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6 DISCUSSAO

Os aspectos sociodemograficos dos individuos deste estudo apresentaram maior
frequéncia do sexo masculino em todas as formas clinicas, com média de idade mais jovem
nos individuos NEG e IND, e uma faixa etaria mais avancada nos portadores das formas
cardiacas. Devido ao mecanismo fisiopatoldgico da inflamagdo cronica persistente nas
miofibrilas cardiacas, nota-se que as manifestacfes clinicas sdo mais relevantes em faixas
etarias mais tardias, pelo processo de cronificagdo da DC (MARTINEZ; ROMANGO;
ENGMAN, 2020). As amostras utilizadas no presente estudo foram majoritariamente
provenientes dos estados da Bahia e de Pernambuco e, em menor nimero, de Goias. Em virtude
da discrepancia do numero de amostras de cada regido e suas classificacbes clinicas, a
comparacao entre elas geraria um viés no estudo.

Uma pesquisa epidemioldgica realizada em Pernambuco, nos anos de 2016 a 2018,
relatou predominancia do sexo feminino e média de 62 anos de idade (MEDEIROS et al.,
2022), ao contrario dos achados no presente estudo. J& um estudo realizado na Bahia, com
doadores de sangue, demonstrou predominancia do sexo masculino entre os individuos
soropositivos para T. cruzi e média de idade de 40,4 anos (SANTOS et al., 2022a). Os
individuos assintomaticos, ou seja, portadores da forma indeterminada, tendem a ser mais
jovens e do sexo masculino, como mostrado no presente estudo, bem como em pesquisa
supracitada realizada na Bahia. Neste contexto, os grupos clinicos utilizados apresentaram
diferenca significativa de idade e a comparacdo entre eles também poderia gerar associagdes
espurias.

Os portadores da forma CL tiveram maiores indices de reatividade de IgG total e de
todos os isotipos, ao contrario dos individuos IND, que tiveram os menores IRs. IgG1 foi
predominante em todas as formas clinicas e isto pode ser explicado pela distribuicao fisioldgica
dos isotipos de 1gG no organismo humano, no qual a IgG1 é a mais abundante, representando
até 70% do total de IgG circulante (RAYNER et al., 2015). Elevados titulos deste isotipo foram
observados em pesquisa realizada por Cordeiro et al. (2007) quando utilizados diferentes tipos
de antigenos, ressaltando a atividade litica e de ativacdo do sistema complemento e, portanto,
a capacidade de distinguir individuos positivos e negativos para infeccdo por T. cruzi a partir
da dosagem de IgGL1.

Vercgosa et al. (2007) encontraram maiores niveis de IgG1l no soro de individuos
portadores da DC, em Pernambuco, utilizando os antigenos CRA e FRA. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos clinicos. Por outro lado, 1gG2 foi identificada com
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possivel associacdo com a forma cardiaca, divergindo do nosso estudo, em que ndo houve
diferenca entre as formas clinicas da DC. Em relacdo a 1gG4, ambos os estudos encontraram
niveis basais de anticorpos e nenhuma diferenca significativa entre os grupos clinicos.

Diversas pesquisas discutem o antagonismo entre 0s papéis protetores ou agressivos
dos anticorpos frente a infeccdo por T. cruzi. Neste contexto, 1gG1 é reconhecida por suas
funcBes principais de opsonizacdo, ligacdo a receptores Fc de fagdcitos, neutralizacéo e
ativacdo do sistema complemento (HAMILTON, 2001), desempenhando papel fundamental
nos mecanismos inflamatarios.

Nosso estudo identificou IgG1 com IR significativamente maior no grupo CL, em
relacdo ao IND, provavelmente por essas caracteristicas majoritariamente pro-inflamatérias.
Apesar dos grupos CL e CG ndo apresentarem diferenca significativa, o grupo CG apresentou
IR méximo maior que CL e maior variabilidade entre todos o0s grupos. Essa variacao reforca a
complexidade dos mecanismos parasitarios e inflamatorios nas fibras cardiacas e os diversos
fatores que contribuem para a progressdo da DC cardiaca grave, cuja defini¢cdo de prognostico
ainda requer elucidacdo (OLIVERA et al., 2021).

Em paralelo, 19gG3, apesar de apresentar menores concentracfes sericas totais, possuli
uma capacidade de ativacdo do complemento maior que IgG1, além de estar associada a
citotoxicidade e a fagocitose dependentes de anticorpo (VAN DEN HOOGEN et al., 2019).
No nosso estudo, o IR médio de 1gG3 foi significativamente maior no grupo CL, em relacdo
ao grupo CG, sugerindo que ha participacdo desses anticorpos nos danos cardiacos, mas que
ainda hd um papel regulador que pode atenuar a severidade das lesdes. Esses mecanismos
podem ser influenciados por fatores produzidos e liberados pelos parasito, além da possivel
participacdo do perfil citotoxico (Thl) de células TCD8" nas lesdes cardiacas dos individuos
portadores da forma CG, ndo identificada pela reatividade de anticorpos.

Georg et al. (2017) realizaram um estudo de coorte e também encontraram elevados
niveis de IgG1l em pacientes com disfuncdo na fracdo de ejecdo ventricular esquerda, e
ressaltaram a possibilidade de associacdo com manifestagdes clinicas mais graves, como
cardiomiopatias. A avalia¢do da cinética desse isotipo, mediante variagdes de titulacdo, sugeriu
uma progressdo de lesdo cardiaca severa, o que pode auxiliar no prognostico da doenca
cardiaca. Ao avaliarem IgG3, também foram encontradas elevadas titulagfes, mas sem
associacdo clinica. No presente estudo, as amostras pré-caracterizadas clinicamente foram
avaliadas sem acompanhamento dos individuos, portanto, ndo foi possivel avaliar a progressao
dos casos. A partir desta limitagdo, um estudo de coorte pode fornecer maiores informagdes

acerca do comportamento do sistema imune humoral na DC.
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Por outro lado, nossos resultados contribuiram para evidenciar que os isotipos 1gG1 e
IgG3 possuem papel patogénico na resposta imune mediada por anticorpos no miocérdio dos
individuos portadores da DC e podem ter associacdo com gravidade. De fato, estes isotipos ja
foram considerados como marcadores de faléncia cardiaca, em pre-estagio e em progressao,
em estudo que n&o realizou associacgdo causal com doencas infecciosas (VAN DEN HOOGEN
et al., 2019). Portanto, estudos que avaliem outros isotipos e diferentes citocinas, quimiocinas
e marcadores celulares, na presenca e auséncia do parasito nas fibras cardiacas podem
contribuir para uma melhor caracterizacdo dos mecanismos utilizados pelo T. cruzi e pelo
sistema imune, com grupos clinicos representativos e comparaveis, a fim de identificar

biomarcadores de progressdo da DC e marcadores de progndstico eficazes.
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7 CONCLUSOES

Nossos resultados contribuem para caracterizacdo do perfil de imunoglobulinas
presentes nos individuos com diferentes formas clinicas da doenca de Chagas, utilizando a
molécula IBMP-8.4 como antigeno. NGs observamos maiores indices de reatividade de IgG1
em relacdo aos outros isotipos, principalmente nos individuos portadores da forma cardiaca
leve, em relacdo aos portadores da forma indeterminada. 1gG3 apresentou-se mais elevada nos
individuos portadores da forma cardiaca leve, quando comparada a forma cardiaca grave.
Nossos resultados sugerem que maiores estudos acerca da progresséo das lesdes, associada aos
niveis de anticorpos, sdo necessarios para subsidiar a identificacdo de biomarcadores para o

prognostico da DC.
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