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Chambela, MC. Avaliaciao das concentracoes de citocinas séricas de pacientes em diferentes
estagios da doenca de Chagas; Rio de Janeiro, 2012. 60 f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa
Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

A resposta imune é muito importante para a prote¢do contra doencas. Estudos tém avaliado a
resposta imunolégica de pacientes com doenca de Chagas na tentativa de explicar a fisiopatologia
da doenga. O objetivo deste trabalho foi avaliar as concentragdes das citocinas séricas 1L-4, IL-
10, IL-12, TNF-a e IFN-y em pacientes nas diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Foi
realizado um estudo caso-controle de 115 individuos. Os individuos infectados foram divididos
em estdgios conforme o consenso brasileiro de doenca de Chagas: indeterminados ou sem
cardiopatia aparente  (eletrocardiograma e ecocardiograma normais); cardiacos A
(eletrocardiograma alterado e ecocardiograma normal); cardiacos C (eletrocardiograma e
ecocardiograma alterados com ICC compensdvel) e cardiacos D (eletrocardiograma e
ecocardiograma alterados com ICC refrataria). Também foram incluidos individuos ndo
infectados pelo 7. cruzi. Foram incluidos 30 pacientes indeterminados; 31 cardiacos A; 14
cardiacos C, 11 cardiacos D e 29 individuos nao infectados. Entre as citocinas pré-inflamatdrias,
o IFN-y apresentou maior concentragdo sérica em relacdo as citocinas IL-12 e TNF-a. Os
cardiacos no estdgio A apresentaram maiores concentracoes de TNF-a, entretanto houve uma
queda significativa nas concentragdes desta citocina a medida que observamos os estdgios mais
avancados da CCC. Tanto os indeterminados quanto os cardiacos apresentaram altos niveis de
TFN-a e IFN-y e baixos niveis de IL-4 e IL-10, demonstrando um perfil predominante de Thl,
com uma resposta imune ndo balanceada. Este estudo demonstrou uma proporcionalidade direta
nas concentragdes das citocinas pro-inflamatérias e antiinflamatérias em relacdo a FEVE, em
todos os grupos de pacientes estudados, sugerindo que essa correlagdo poderia ser utilizada como
um possivel marcador de evolugdo para a CCC.

Palavras-chave: 1. Doenga de Chagas; 2. Citocinas. 3. Biomarcador; 4. T. cruzi
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Chambela, MC. Evaluation of serum cytokine concentrations of patients in different clinical
stages of Chagas' disease; Rio de Janeiro; 2012. 60 s. Master [Science dissertation in Clinical
Research in Infectious Diseases] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

The immune response is very important for protection against diseases. Studies have evaluated
the immune response of patients with Chagas’ disease in an attempt to explain the
pathophysiology of the disease. The aim of this study was to evaluate serum concentrations of
cytokines IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a and IFN-y in patients in different clinical forms of Chagas’
disease. We conducted a case-control study of 115 individuals. Infected individuals were divided
into 4 stages as the Brazilian consensus of Chagas disease: indeterminate patients or without
apparent heart disease (normal electrocardiogram and echocardiogram) cardiac patients on the
stage A (electrocardiogram changes and normal echocardiogram), cardiac patients on the stage C
(electrocardiogram and echocardiogram altered with compensable CHF) and cardiac patients on
the stage D (electrocardiogram and echocardiogram changed with refractory CHF). Also were
included uninfected individuals with 7. cruzi. We included 30 indeterminate patients, 31 cardiac
patients on the stage A, 14 cardiac patients on the stage C, 11 cardiac patients on the stage D and
29 uninfected individuals. Among the pro-inflammatory cytokines, IFN- y showed higher serum
levels in relation to IL-12 and TNF-a. The cardiac patients on the stage A had higher
concentrations of TNF-a, however, there was a significant decrease in the concentrations of this
cytokine in the same time that we observed the later stages of the CCC. Both indeterminate and
cardiac patients showed high levels of TFN-a and IFN-y and low levels of IL-4 and IL-10,
demonstrating a dominant Thl profile with an imbalanced immune response. This study
demonstrated a direct proportionality in concentrations of pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokines with respect to the LVEF in all groups of patients, suggesting that this
correlation could be used as a marker of progression to CCC.

Keywords: 1. Chagas disease, 2. Cytokines. 3. Biomarker. 4. T. cruzi
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1 INTRODUCAO

Apesar do descobrimento da doenga de Chagas ter mais de cem anos e dos muitos avangos
realizados no seu combate, reduzindo substancialmente a incidéncia dessa doenca, a transmissao
por barbeiro ainda persiste com focos de infestacdo menores e dificeis de detectar (ABAD-
FRANCH et al. 2011). A cada ano na América Latina, cerca de 40 mil novos casos sio relatados,
com uma estimativa de 12.000 mortes (WHO, 2011).

A doenga de Chagas pode ser dividida em fases aguda e cronica quanto ao tempo apds a
infec¢do. A primeira geralmente é assintomdtica, e quando sintomdtica apresenta caracteristicas
clinicas de uma infecciio, que pode acometer o coragio com gravidade varidvel (MINISTERIO
DA SAUDE, 2005). Dos pacientes que evoluem para fase cronica, cerca de 30% apresentam
complicagdes cardiacas, que vao desde a presenca de anormalidades silenciosas, até formas
graves, como a insuficiéncia cardiaca refratdria ou morte subita. Sendo a cardiopatia chagésica
cronica (CCC) considerada a principal causa de morbimortalidade da doenca, com grande
impacto social.

As diferencas das manifestagdes clinicas com diferentes graus de gravidade observadas na
doenga de Chagas tém sido associadas a resposta imune do hospedeiro (MOSCA et al. 1985). No
entanto, pouco ainda se sabe sobre os mecanismos que favorecem a predisposicdo a uma
determinada forma clinica nos individuos acometidos por essa doenca. Os resultados sdo
controversos, justificando a necessidade da ampliacdo de estudos clinicos que avaliem as
concentracdes de citocinas nos diferentes estagios da doenga de Chagas.

Estudos in vitro realizados com células mononucleares do sangue periférico (CMSP), do
tipo TCD4+ e mondcitos, demonstraram que a resposta celular de pacientes com doencga de
Chagas tanto na forma indeterminada quanto cardiacos produzem uma grande quantidade de
citocinas pro-inflamatérias (IL-12 (interleucina-12), IFN-y (Interferon-gama) e TNF-a (Fator de
necrose tumoral-alfa) e antiinflamatérias (IL-4 e IL-10) (VITELLI-AVELAR et al. 2008). Desse
modo, acredita-se que a resposta celular seja fundamental na evolugao clinica da doenga. De fato,
alguns estudos sugerem que as diferencas nas concentracOes séricas de citocinas podem ser
utilizados como marcadores imunoldgicos para os diferentes estigios da doenca de Chagas

(WARD et al. 1999; D'AVILA et al. 2009). Neste contexto, este estudo avaliou as concentragdes



séricas de citocinas pré e antiinflamatérias nos diferentes estdgios da doenca de Chagas, a fim de

avaliar o papel das citocinas na fisiopatologia da doenca de Chagas.



1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 HISTORICO

A tripanossomiase americana ou doenga de Chagas, considerada uma das patologias de
grande distribuicdo no continente latino americano, completou em 2009 cem anos de seu
descobrimento, um fendmeno cientifico de Carlos Justiano Ribeiro Chagas, ocorrido em 1909, na
qual comunicou ao mundo cientifico a descoberta dessa nova doenca humana, durante uma
expedicdo a Lassance, Cidade do interior de Minas Gerais (CHAGAS, 1918; MALAFAIA:
RODRIGUES, 2010). No ano anterior, Chagas ja havia identificado o seu agente causal, o
protozodrio flagelado 7. cruzi, denominado assim em homenagem a Oswaldo Cruz, e o inseto
transmissor, conhecido como barbeiro. A descoberta do barbeiro, juntamente com o
descobrimento do 7. cruzi no inseto e no sangue de Berenice foram considerados um marco na
historia da ciéncia brasileira (KROPF et al. 2000).

A descoberta de Chagas teve grande reconhecimento nos meios cientificos nacionais e
internacionais, e fez com que ele fosse contemplado com importantes distingdes académicas. Em
1910, foi nomeado membro da Academia Nacional de Medicina. Em 1912, recebeu o prémio
Schaudinn em Hamburgo, considerada uma grande premiacio naquela época, além da ocupagdo
de cargos administrativos de grande valor na drea biomédica: o de diretor do Instituto Oswaldo
Cruz e o de primeiro diretor do Departamento Nacional de Satide Publica (COUTINHO; DIAS,
1999; KROPF et al. 2000).

O seu trabalho lhe conferiu duas indica¢Oes a grande premiacdo em ciéncia, o Nobel, em
1913 e 1921, mas a premiacdo pode ndo ter ocorrido em 1913 por causa da oposi¢do que ele
enfrentou no Brasil por parte de alguns médicos e pesquisadores da época, que questionaram a
existéncia da doenca de Chagas (PITTELLA, 2009). Apesar de nao ter recebido o prémio Nobel,
o trabalho de Carlos Chagas foi reconhecido por vérios pesquisadores e institui¢des nacionais e

internacionais (PITTELLA, 2009).



1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Apesar do descobrimento da doenca de Chagas ter mais de cem anos e dos muitos
avancos realizados no seu combate, reduzindo substancialmente a incidéncia dessa doencga, a
transmissao por barbeiro ainda persiste com focos de infestacdo menores e dificeis de detectar e,
portanto, métodos de vigilancia altamente sensiveis sdo necessarios (ABAD-FRANCH et al.
2011). A cada ano na América Latina, cerca de 40 mil casos novos sao relatados, com uma

estimativa de 12.000 mortes (WHO, 2011) (Figura 1).

-
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Figura 1. Distribui¢do da Doencga de Chagas nas Américas (Coura JR, Dias JCP. Epidemiology,
control and surveillance of Chagas disease: 100 years after its discovery. Mem. Inst. Oswaldo

Cruz. 2009;104(Supl.1):31-40).



Como qualquer outra doenca parasitiria, a doenca de Chagas estd intimamente
relacionada ao desenvolvimento social e econdmico (WHO, 2002). De acordo com a histéria, a
doenca de Chagas era considerada uma endemia da drea rural, que afetava populagdes rurais
pobres, com distribuicdio nas Américas. Porém nas ultimas décadas tem sido identificada em
grandes cidades, sendo uma conseqiiéncia da urbanizacdo e da migracdo da populacdo rural
(PARKER; SETHI, 2011). Alguns anos atrds a doenca de Chagas passou a ser um problema para
paises considerados nao endémicos, como Candda, Espanha e Estados Unidos, paises com grande
quantidade de imigrantes latinos. Nesses paises a transmissdo ocorre principalmente por
transfusdo sanguinea, transplante de 6rgaos e via congénita (SCHMUNIS, 2007).

O grande numero de individuos infectados e o risco de contaminagdo por transfusdes
sanguineas foram definitivos para a criacdo da Comissido Intergovernamental de Doenca de
Chagas, em 1991. Formada por paises do Cone Sul, a comissdo tinha a inten¢do de criar um
plano para eliminar o vetor e interromper a transmissdo por via transfusional, que por fim
conseguiu uma importante reducdo de casos na regido (SILVEIRA, 2002). Em 2006, a
Organizacdo Pan-Americana da Satide (OPAS) deu ao Brasil uma certificacdo referente a
eliminacdo da transmissdo da doenga de Chagas pelo principal vetor (Triatoma infestans) e pela
via transfusional (DIAS, 2006).

O sucesso das acdes adotadas para o controle da doenca fez com que a Assembléia de saide
mundial acreditasse que a erradica¢do da doenca de Chagas poderia ser atingida em 2010, porém
especialistas intergovernamentais americanos entenderam que o conceito de erradicagdo ndo era
aplicdvel para a tripanossomiase americana, uma vez que a doenca de Chagas ndo possui
tratamento ideal na fase cronica e o 7. cruzi ainda circula em todo o continente americano.
Assim, embora a tripanossomiase americana ndo possa ser erradicada, uma grande reducdo na
transmissdo da doenca tem sido observada em vdrias areas endémicas, em razdo da

sustentabilidade das atividades de controle da doenga (DIAS et al. 2008; DIAS, 2009).

1.1.3 TRYPANOSSOMA CRUZI E A TRANSMISSAO DA DOENCA DE
CHAGAS

O T. cruzi em seu ciclo bioldgico possui vdrias formas evolutivas: tripomastigota,

amastigota e epimastigota. Elas sdo caracterizadas pela diferenciacdo celular. A forma



tripomastigota possui forma alongada com cinetoplasto posterior ao ndcleo e uma extensa
membrana ondulante, a amastigota é arredondada ou oval, com flagelo curto interno e membrana
ondulante ausente, e a epimastigota é alongada, com cinetoplasto anterior ao niicleo e membrana
ondulante curta (NEVES et al. 2005). Os tripomastigotas sdo as formas infectantes, elas sdo
encontradas na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado e no aparelho digestivo do hospedeiro
invertebrado. Os amastigotas sdo formas representativas do estdgio intracelular do parasito no
organismo do hospedeiro vertebrado, e os epimastigotas sdo as formas encontradas no hospedeiro
invertebrado, consideradas néo infectantes (REY, 2002).

O ciclo de vida do T. cruzi se inicia quando o vetor (invertebrado), ao se alimentar do
sangue do hospedeiro vertebrado, elimina em suas fezes, os tripomastigotas, que através de
mucosas ou por ferimentos da pele, infectam o hospedeiro, j4 no organismo deste, 0s
tripomastigotas ganham a forma de amastigotas. Quando as células estdo cheias de parasitos, eles
mudam de forma mais uma vez, originando novos tripomastigotas que serdao sugados pelo vetor.
No intestino do inseto, os parasitos sofrem novas transformagdes, formando epimastigotas e
tornam-se novamente as formas infectantes tripomastigotas, que sdo eliminados junto com as

fezes do vetor, completando, assim, o ciclo (Figura 2) (COURA, 2008).
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Figura 2. Ciclo biol6gico do T.cruzi

(Adaptado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx)



Ap6s a infecgdo, geralmente cerca de sete dias hd um periodo de incubacio, em seguida ocorre
a invasdo de vdrios tipos de células (endoteliais, epiteliais e fibroblastos). Contudo, o parasito tem
preferéncia por células musculares, neuronios, células adiposas e fagécitos mononucleares (REY,
2002).

A forma de transmissao mais frequente da doenca de Chagas € a vetorial, através de insetos
hemato6fagos, conhecidos popularmente como barbeiros, da familia Reduviidae, oriundos dos
géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (LANA; TAFURI, 2005). A doenca também pode
ser adquirida através de: transfusdo sanguinea, transmissdo vertical ou congénita e dgua ou
alimentos contaminados com fezes do parasito (DIAS; COURA, 1997; COURA, 2007). Existem
outras vias de transmissdo consideradas secunddrias, como acidentes de laboratorio, transplante

de 6rgaos contaminados e transmissdo sexual (COURA, 2007).

1.1.4 DIAGNOSTICO

O que define a fase aguda do ponto de vista laboratorial € a presenga do parasita no sangue
e, portanto o exame que deve ser solicitado € a pesquisa direta no sangue do T.cruzi a fresco. A
pesquisa em gota espessa ou em lamina corada apresenta sensibilidade menor, ou seja, a
parasitemia deve estar elevada para que haja resultado positivo. Em caso de exame negativo, se a
suspeita clinica persistir, pode-se partir para métodos de concentragdo do parasito, como o
método de Strout ou microhematdcrito (VERONESI; FOCACCIA, 2005)

A forma cronica da doenca € caracterizada por baixa parasitemia e alta quantidade de
anticorpos. O xenodiagndstico e a hemocultura sdo os métodos convencionais indiretos utilizados
para o diagndstico parasitolégico na fase cronica para a identificacdo do 7. Cruzi, porém
apresentam baixa sensibilidade. O diagndstico na fase cronica € essencialmente soroldgico,
utilizam-se dois testes de principios distintos ou com preparagdes distintas antigénicas que
detectam anticorpos anti-7T.cruzi. Os testes de HAI (hemaglutinacdo indireta), IFI
(Imunofluorescéncia indireta), ELISA (imunoensaio enzimdtico) sdo exemplos de testes
sorolégicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que se baseia na amplificacdo de seqii€ncias
nucleotidicas especificas do T.cruzi, nesta fase tem indicacdo quando os testes sorolégicos sdao

duvidosos, pois vem demonstrando elevada sensibilidade na deteccio de DNA de 7. cruzi em



amostras de pacientes com doenca de Chagas cronica, apesar do nimero baixo de parasitos
circulantes nessa fase (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA, 2003).

Apesar da técnica da PCR ser controversa para o diagndstico da doenca de Chagas,
atualmente, ela pode ser recomendada dependendo da situacdo. A técnica de PCR € recomendada
para o diagndstico da doenca de Chagas cronica somente quando os testes soroldgicos sdo

inconclusivos pelo Consenso de doenga de Chagas Brasileiro e Chileno (BRASIL et al. 2010).
1.1.5 ASPECTOS CLINICOS DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas € dividida nas fases aguda e cronica quanto ao tempo apos a infec¢do,
a fase aguda da doenca dura em média de um a trés meses apés a infeccio (MINISTERIO DA
SAUDE, 2004). Na maioria dos individuos nesta fase, a infec¢do € assintomdtica, quando
sintomdtica, os principais sintomas sdo: febre prolongada, mal-estar, aumento do figado, baco e
linfonodos, edema subcutaneo, e em casos particulares de transmissao vetorial podem aparecer os
sinais de porta de entrada de 7. cruzi através da pele (Chagomas de inoculagdo) ou pela
membrana mucosa ocular (complexo oftalmo-ganglionar (Sinal de Romaiia) (RASSI et al. 2010).
A fase cronica da doencga inicia-se cerca de quatro a dez semanas apds o final da fase
aguda (RIBEIRO; ROCHA, 1996). Na fase cronica, existem quatro formas clinicas: a forma
indeterminada, a forma cardiaca, a forma digestiva (acometimento do esdfago ou intestino
grosso, que podem se apresentar como megaesdfago e megacdlon, respectivamente, acalasia ou
disturbios de motilidade) e a forma mista (acometimento cardiaco e digestivo no mesmo
paciente). Dos pacientes que passam para fase cronica, de 50-60% permanecem na forma
indeterminada e ndo apresentam sinais ou sintomas relacionados ao coracdo ou o sistema
digestivo. Cerca de 30% apresentam complica¢des cardiacas, que vdo desde a presenca de
anormalidades silenciosas, até formas graves, como a insuficiéncia cardiaca refratdria ou morte
subita, e 8-10% apresentam a forma digestiva, caracterizada por vdrios graus de alteracdes
anatoémicas e funcionais do es6fago e/ ou do célon (HIGUCHI et al. 2003; MINISTERIO DA
SAUDE, 2005).
A forma indeterminada pode durar de dez a trinta anos ou por toda a vida do doente.
Geralmente, o individuo com doenga de Chagas nessa fase permanece por um longo periodo de

laténcia clinica, que consiste na presenga da infec¢do (diagnosticada por sorologia e/ou métodos



parasitologicos diretos), associada a auséncia de sinais e sintomas, e exame eletrocardiografico e
radiolégico de torax, esdfago e célon normais (PRATA, 2001).

A forma cardiaca da doenca de Chagas possui como principais caracteristicas: o seu carater
fibrosante (avaliado como o mais significativo dentre as miocardites); a freqiiéncia das arritmias
cardiacas combinada com distirbios da conducdo do estimulo atrioventricular e intraventricular;
a alta incidéncia de morte subita; fendmenos tromboembdlicos; e aneurismas ventriculares. A
CCC ¢ considerada como a principal responsdvel pela alta morbimortalidade da doenca de
Chagas, com grande impacto social. A CCC possui como fator progndstico mais importante, a
disfuncdo sistdlica global do ventriculo esquerdo. Para avaliar a fungdo miocdrdica, utiliza-se a
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE), obtida através do ecocardiograma, um exame
ndo invasivo e de fécil realizacdo, que permite identificar o estadiamento da cardiopatia
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) Cronica pode se instalar 20 anos ou mais apds a infeccao
(ANDRADE et al. 2011). A apresentacdo clinica mais comum ¢é a IC biventricular, em alguns
casos com predominancia do ventriculo direito (VD). O progndstico se torna pior a medida que o
quadro de IC desenvolve e as arritmias se tornam incontroldveis (ANDRADE et al. 2011). Uma
classificacdo para IC foi adotada pelos Consensos Brasileiro de IC, considerando-se a fungdo
sist6lica ventricular esquerda. Essa classificacdo ¢ de grande utilidade, pois permite a
identificacdo de subgrupos diferentes com CCC, utilizando o eletrocardiograma e
ecocardiograma e, portanto, permite a uniformizagdo de condutas para o manejo do paciente com
cardiopatia chagdsica cronica, do ponto de vista prognéstico e terapéutico (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005) (Tabela 1).

Tabela 1 - Estadiamento do comprometimento miocardico na cardiopatia chagasica
cronica.

Estadios Eletrocardiograma Ecocardiograma Insuficiéncia Cardiaca
A Alterado Normal Ausente
B1 Alterado Alterado FEVE>45% Ausente
B2 Alterado Alterado FEVE<45% Ausente
C Alterado Alterado Compensdvel
D Alterado Alterado Refrataria

Adaptado do Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas (Ministério da Saude, 2005).
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1.1.6 TRATAMENTO

1.1.6.1 TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS

Somente dois medicamentos estdo disponiveis para uso, o Nifurtimox e o Benzonidazol
(BZN) desenvolvidos nas décadas de 60 e 70 respectivamente (CROFT et al. 2005; ANDRADE
et al. 2011). Entretanto, esses medicamentos atuam nas formas sanguineas do 7. cruzi e sao mais
eficazes na fase aguda da doenga (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Para o uso de Nifurtimox, a dose recomendada € de 15 mg/kg/dia (comprimido contém
150 mg de substancia ativa) em criangas ou casos agudos, e de 8 a 10 mg/kg/dia em adultos, por
60 dias de tratamento, com dose didria por via oral dividida em trés vezes, porém no Brasil ndo é
disponivel para uso continuo, somente o BZN encontra-se disponivel, sendo atualmente
produzido pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). A dose
recomendada para o uso do BZN (comprimido contém 100 mg da substincia ativa) é de 10
mg/kg/dia em criangas ou casos agudos e 5 mg/kg/dia em cronicos, por 60 dias, com duas
tomadas. A dose didria maxima recomendada é de 300 mg e, portanto, adultos com peso acima de
60 kg, deve ser calculada a dose total esperada, com o tempo de tratamento estendido além dos
60 dias. Deste modo, o paciente com o peso de 65 kg deverd receber 300 mg por dia, durante 65
dias, e o de 70 kg, essa mesma dose didria por 70 dias até o mdximo de 300 mg (ANDRADE et
al. 2011).

1.1.6.2 TRATAMENTO DA IC NA DOENCA DE CHAGAS

Para o tratamento da IC na doenga de Chagas incluem-se medidas farmacolégicas
dependentes do estdgio do acometimento cardiaco. No estdgio B quando hé disfuncio ventricular
leve ou mais acentuada € possivel recomendar o uso de inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina (1IECAs) (Captopril, Enalapril, entre outros), além de alguns bloqueadores do
receptor B-adrenérgico (carvedilol, metoprolol) (THE SOLVD INVESTIGATTORS, 1992;
BOCCHI et al. 2009).
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Quando o paciente apresenta IC, além do uso de iECAs (GRANGER et al. 2003) e do
carvedilol (PACKER et al. 1996), recomenda-se o bloqueio suplementar do sistema renina
angiotensina pelo uso do bloqueador do receptor da aldosterona (Espironolactona) (PITT et al.
1999; BOCCHI et al. 2009). Tais estratégias aumentam a sobrevida de pacientes com IC, além de
melhorar a sua qualidade de vida. Nesse sentido, é consenso que tais drogas sejam recomendadas
no estdgio C da doenca de Chagas (RASSI et al. 2010). Além destes medicamentos, outras
classes de medicamentos s3o indicadas com o objetivo de aliviar os sintomas e atingir a
compensacdo da IC. Estes sdo os digitalicos (digoxina) e, principalmente, os diuréticos de alca
(Furosemida). Nos pacientes com retencao hidrica refratdria ao bloqueador da aldosterona e a
diuréticos de alca, pode-se associar o uso de tiazidicos (Hidroclorotiazida). O tratamento dos
pacientes em estdgio D segue as mesmas recomendagdes do estdgio C, porém com a necessidade
de internacdo hospitalar e a associacdo de procedimentos especiais como o transplante cardiaco
(JESSUP et al. 2009).

Outras classes de farmacos podem ser necessdrias conforme surjam complicacdes
especificas. Por exemplo, a associac@o de fibrilagdo atrial ird requerer o uso de drogas para o
controle da resposta ventricular (digitdlicos) ou a reversdao e manutencdo do ritmo sinusal
(antiarritmicos classe III — amiodarona e sotalol). A fibrilacdo atrial assim como aneurismas
ventriculares com trombos intramurais irdo requerer também a anticoagulaciao oral (BOCCHI et

al. 2009; JESSUP et al. 2009).

1.1.7 RESPOSTA IMUNE NA DOENCA DE CHAGAS

As principais manifestagdes clinicas observadas na doenca de Chagas devem-se a resposta
imune elaborada pelo hospedeiro contra o parasita, desta forma, o estudo das caracteristicas
imunoldgicas da resposta imune do hospedeiro que poderia explicar o estabelecimento das
respostas protetora ou patoldgica tem norteado as pesquisas nesta area (MOSCA et al. 1985).

Os aspectos imunoldgicos envolvidos nos mecanismos da patogénese da doenga de Chagas
sdo explicados por duas teorias principais: a primeira defende o papel essencial da persisténcia do
parasita no hospedeiro como uma das principais causas de patologia, enquanto a segunda postula

que uma resposta autoimune € responsdvel pelo dano observado nos tecidos dos 6rgaos afetados
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de individuos com doenga de Chagas, devido a diferenca entre a gravidade das lesdes observadas
durante a fase cronica e a extrema baixa carga parasitédria na circulagdo e nos tecidos (HYLAND;
ENGMAN, 2006; DUTRA; GOLLOB, 2008).

Segundo Morris et al. (1990) a doenga de Chagas € causada por uma reacdo inflamatoria
progressiva multifocal, uma vez que as lesOes teciduais nas formas clinicas cardiaca e digestiva
sdo caracterizadas pela ocorréncia de reacdo inflamatdria nos tecidos cardiacos e na rede neuronal
mioentérica, respectivamente. J4 a resposta imune da forma clinica indeterminada € caracterizada
por possuir um equilibrio “saudavel” entre o parasita e o hospedeiro, pois apesar de ser infectado
pelo parasita, o individuo com essa forma clinica, ndo apresenta sinais e sintomas da doenca, e
possui predominancia da resposta antiinflamatéria (DUTRA et al. 2009).

Apesar das teorias serem controversas, elas sdo importantes na busca pela compreensao do
estabelecimento e manutencio da patologia da doenga de Chagas, pois independente da origem
dos antigenos que provocam a resposta imune durante a infeccdo, acredita-se que o sistema
imune do hospedeiro, particularmente a resposta celular, desempenha um papel essencial no
desenvolvimento das manifestacdes patoldgicas através da reacdo inflamatéria (DUTRA et al.

2009).

1.1.8 RESPOSTA CELULAR E LINFOCITOS T

A resposta celular € mediada por linfécitos T, e tem como papel principal combater as
infec¢des causadas por microorganismos intracelulares, por este motivo a imunidade mediada por
células é considerada muito importante na a¢do contra o 7. cruzi, pois impede a replicacdo da
forma intracelular amastigota deste parasita (ABBAS; LICHTMAN, 2007; OLIVEIRA et al.
2008).

Os fatores relacionados ao parasita (viruléncia, carga parasitiria e o tipo da cepa) sdo
importantes no desenvolvimento das diferentes formas clinicas da doenca de Chagas, porém a
resposta imune do hospedeiro, especialmente as células T, € crucial no desenvolvimento da
patologia tanto em modelos experimentais quanto em humanos (SOUZA et al. 2007).

O infiltrado inflamatério originado do miocardio de pacientes com doenca de Chagas

cardiaca € composto por macréfagos, células NK, células B e principalmente de células T,
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demonstrando a capacidade dessas células reagirem contra antigenos do parasito na doencga de
Chagas (DUTRA et al., 2005; CUNHA-NETO et al. 2009).

Tanto nas fases aguda e cronica, os linfcitos TCD4" sdo as principais células responsdveis
pela indugdo da imunidade protetora, ativando macréfagos e linfécitos TCD8" através das
citocinas IL-2 e IFN-y. Outro grupo importante de células T é o formado pelos linfécitos TCD8",
que controlam a replicacdo do parasita e permitem a resisténcia do hospedeiro, através da
producao de IFN-y (BRENER; GAZZINELLI, 1997).

Os receptores de antigenos de linfocitos T reconhecem apenas fragmentos peptidicos de
proteinas antigénicas que s3o ligados a moléculas de apresentagdo especializadas, chamadas de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). O MHC ¢ dividido nas classes
I e II, encontrado na superficie de células apresentadoras de antigenos (APCs), e sdo responsdveis
pela apresentacio de antigenos aos linfécitos TCD8" e TCD4™, respectivamente. Dessa maneira,
ativam as células para agirem na defesa do hospedeiro (MURPHY et al. 2010). Neste sentido,
estudos da ativacdo de células T em pacientes com doenga de Chagas cronica, t€ém mostrado que
individuos nas diferentes formas clinicas da doencga apresentam alta expressdao de moléculas de
MHC de classe II, e também elevada frequéncia de linfécitos TCD8* e TCD4" circulantes.
Menezes et al. (2004) acharam correlacio entre a frequéncia de células TCD4" e a expressdo da
citocina antiinflamatéria IL-10 em pacientes indeterminados, sugerindo um perfil modulatério. Ja
nos pacientes cardiacos, células T ativadas, principalmente linfécitos TCD8" foram encontrados
em infiltrados inflamatdrios de lesdes cardiacas, essas células foram associadas com a expressao

da citocina inflamatéria TNF-o (DUTRA et al. 2005; DUTRA et al. 2009).

1.1.9 CITOCINAS

As citocinas sdo pequenas proteinas produzidas por diversas c€lulas, mas principalmente
por linfécitos e macréfagos ativados, geralmente em resposta a um estimulo, e sdo importantes
mediadores, que regulam a duracdo e intensidade das respostas por meio de ligacdo a receptores
especificos (MURPHY et al. 2010).

As citocinas podem ser classificadas de acordo com suas acdes em: citocinas
antiinflamatorias e pro-inflamatérias. As citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13, Fator de

Crescimento Tumoral-beta (TGF-)) reduzem a resposta inflamatéria por meio da diminui¢do das
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citocinas pré-inflamatérias e da supressdo da ativagdo de mondcitos. Ja as citocinas pro-
inflamatérias (IL-1, IL-2, IL-6, 1L-8, IL-12, TNF-a e IFN-y) promovem a ativa¢do do processo
inflamatério, auxiliam na eliminacdo de patdgenos, levando a ativacdo dos macréfagos, células
NK, células T e células B e proliferacdo de imunoglobulinas. No nivel sistémico, as citocinas
induzem febre, aumentam a sintese de proteinas, e promovem o recrutamento de células
inflamatdrias para os sitios da inflamagao (MARQUES et al. 2007).

As citocinas podem também ser classificadas pela fonte de producdo do linfécito T helper,
quando produzidas pelos linfécitos T helper 1 (Thl) ou T helper 2 (Th2). Os linfécitos Thl
liberam citocinas pré-inflamatérias, enquanto os linfécitos Th2 liberam citocinas
antiinflamatérias (MARQUES et al., 2007). Pesquisadores acreditam que o balanceamento entre
as citocinas pro e antiinflamatdrias seja fundamental no desenvolvimento das diferentes formas
clinicas dos pacientes com doenca de Chagas (D'AVILA et al., 2009). Essa hipétese € sustentada
por trabalhos realizados com pacientes que mostraram que a alta producdo de citocinas pro-
inflamatérias (IFN-y e TNF-a) estd associada com baixos niveis da citocina anti-inflamatéria IL-
10 em indeterminados, enquanto os cardiacos apresentam uma resposta Thl irregular (BAHIA-
OLIVEIRA et al. 1998; CORREA-OLIVEIRA et al. 1999; RIBEIRAO et al. 2000).

Uma das razdes que incentiva o estudo das citocinas na doenca de Chagas € a identificagao
das citocinas envolvidas no controle do parasitismo no hospedeiro vertebrado, e quais favorecem
o parasitismo tecidual. O entendimento do papel das diferentes citocinas na resposta imune
protetora e na suscetibilidade do hospedeiro permite entender a acdo dessas citocinas nos
mecanismos regulatérios da resposta imune, e como participam da patologia influenciando na
evolucdo clinica da doenga de Chagas (ABRAHAMSOHN, 2011).

Devido ao papel das citocinas na resposta imune, elas estdo associadas de forma direta com
as doencas resultantes das infeccdes. Na doenca de Chagas, trabalhos demostraram que as
citocinas sdo importantes tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccdo em pacientes

com doenga de Chagas (RIBEIRAO et al. 2000; FERREIRA et al. 2003).

1.1.9.1 CITOCINAS ANTIINFLAMATORIAS: IL-10 E IL-4

A 1L-10 € uma citocina produzida por resposta Th2, que tem acdo inibitéria sobre a

resposta Thl, na qual reforca sua participa¢do na regulacdo da resposta imune. Além de regular
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negativamente a secrecdo de citocinas por Thl, inibe também as acdes ativadoras de TNF-a e
IFN-y desativando a transcri¢do e traducdo de genes de macrofagos. A IL-10 controla a resposta
imune geral, a resposta inflamatéria e o dano tecidual.

Outra citocina produzida pela resposta Th2, a IL-4, tem a capacidade de estimular a
producdo de anticorpos, inibir a ativacdo de macréfagos e suprimir a imunidade mediada por
células Thl (ABBAS; LICHTMAN, 2007).

Contudo, experimentos realizados em camundongos demonstraram que a inibi¢do desta
citocina leva ao aumento da producio de IFN-y, consequentemente o parasitismo no hospedeiro €
menor, porém com inflamacdo acentuada pode levar o hospedeiro ao 6bito (ABRAHAMSOHN,

2011).

1.1.9.2 CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS: IL-12, IFN-y E TNF-a

A IL-12 € uma citocina indutora da producdo de IFN-y, produzida por células dendriticas e
macréfagos (MURPHY et al., 2010). Esta citocina atua no controle do parasitismo do tecido
cardiaco, inflamacdo e resisténcia do hospedeiro a infec¢do aguda, € essencial na resposta inata
do parasitismo por T.cruzi, resposta essa considerada importante para a ativacdo da resposta
imune adaptativa e para a resisténcia inicial do organismo as infeccbes (ABRAHAMSOHN,
2011; MICHALOWSKY et al. 2001).

Abrahamsohn & Coffman (1995) mostraram a importincia desta citocina durante a
infeccdo aguda experimental com 7. cruzi, descrevendo que o bloqueio da IL-12 resultou na
diminui¢do da producdo de IFN-y e NO (6xido nitrico), confirmando que a producao de IFN-y no
inicio da infec¢do € dependente de IL-12. Em outra vertente, Muller et al. (2001) demostraram
que o IFN-y pode ser produzido independente da IL-12, sendo esta produg¢do mediada pela
citocina IL-18.

O IFN-y € a citocina mais importante produzida pelas células Thl, pois € um potente

ativador de macréfagos (ABBAS; LICHTMAN, 2007). Com a intencdo de avaliar o papel do

IFN-y na doenca de Chagas, pesquisadores observaram que camundongos na fase aguda da
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infeccdo, que receberam anticorpo monoclonal anti-IFN-y apresentaram maior parasitemia
(TORRICO et al., 1991).

A resisténcia do hospedeiro durante a fase aguda da infec¢do tem sido relacionada com a
sintese de IFN-y, reduzindo a parasitemia, devido a indu¢@o da producdo de NO em macréfagos.
A producdo de IFN-y € regulada pelas citocinas IL-10, IL-4 e o fator transformador de
crescimento-B (TGF-B) (GAZZINELLI et al. 1992). Dados da literatura demonstraram que na
fase cronica da doenca, em pacientes, células mononucleares do infiltrado inflamatério cardiaco
produzem alta quantidade de IFN-y e outras citocinas, como TNF-qa, IL-7 e IL-15, e baixa
producdo de IL-4 e IL-10 (ABEL et al. 2001; FONSECA et al. 2007).

Igualmente ao IFN-y, o TNF-a € uma citocina pré-inflamatéria importante, pois tem um
papel critico no desenvolvimento da resposta imune, controlando a infeccdo pelo 7. cruzi. Tanto
IFN-y como TNF-a sdo potentes ativadores das funcdes microbicidas de macréfagos e, portanto,
a neutralizagdo destas citocinas in vivo ou in vitro, aumenta o parasitismo no hospedeiro
(ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1995). Além da fun¢do citada acima, o TNF-a € responsavel
pela ativacdo de leucocitos inflamatorios, potenciagdo da lise mediada por linfécitos T citotéxicos
e co-estimulagdo dos linfécitos T (MURPHY et al. 2010).

Em relacdo a producio das citocinas antiinflamatérias e pré-inflamatérias em pacientes nas
diferentes formas clinicas da doenca, esses dados mostram-se bastante heterogénios e
controversos. Trabalhos anteriores mostraram que niveis mais elevados de IFN-y e TNF-a
relacionados a niveis mais baixos de IL-4 e IL-10, sdo encontrados nas formas cardiacas ou nas
formas mais graves, e niveis altos de IL-10 e niveis moderados de IFN-y estdo associados com
pacientes na forma indeterminada (CORREA-OLIVEIRA et al. 1999; GOMES et al. 2003). No
entanto, outros trabalhos demonstraram correlagdo oposta entre a gravidade da doenga e uma
menor producdo de IFN-y (LAUCELLA et al. 2004). Por outro lado Ward et al., 1999 ndo
observaram diferencas na producao de IFN-y e TNF-a entre pacientes com diferentes formas da
doenca. Em relagdo a IL-12, a produgdo desta citocina juntamente com outras foi avaliada em
pacientes com as formas indeterminada e cardiaca e em individuos ndo infectados, porém nao

observaram diferenca na produgdo desta citocina entre os grupos (LLAGUNO et al. 2011).
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar as concentragdes de citocinas séricas em pacientes com doenca de Chagas

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Analisar as concentragdes de citocinas antiinflamatérias (IL-4 e IL-10) e pro-inflamatdrias
(IL-12, TNF-a e IFN-y) nos diferentes estdgios da doenca de Chagas.

2.1.2 Descrever as concentragdes das citocinas em pacientes com doenca de Chagas e
individuos nao infectados.

2.1.3 Avaliar o papel das citocinas na fisiopatologia clinica da doenga de Chagas.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo caso-controle realizado no periodo de agosto de 2010 até julho de
2011, entre pacientes em diferentes estdgios da doenca de Chagas e individuos com sorologia
negativa para doenca de Chagas. O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do IPEC em 26/04/2010 sob o ntimero 0007.0.009.000-10, no intuito de garantir
o consentimento dos pacientes envolvidos, assim como a responsabilidade do pesquisador sob os

dados gerados e publicacdo dos resultados da pesquisa.

3.2 INDIVIDUOS DO ESTUDO

Os pacientes regularmente acompanhados no ambulatério de doenca de Chagas (LapClin-
Chagas), Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas — Fundacdo Oswaldo Cruz (IPEC-
FIOCRUZ). Participaram desse estudo 115 individuos. Os casos foram definidos como aqueles
portadores da doenga de Chagas, divididos nos seguintes grupos: indeterminados, cardiacos no
estdgio A, C e D. Os controles foram os individuos com suspeita de doenca de Chagas atendidos
no LapClin-Chagas e confirmados negativos para doenca de Chagas através de sorologia
negativa. Para a primeira andlise os casos foram os cardiacos e os controles foram os
indeterminados, para avaliar as diferencas entre os cardiacos, os casos foram subdivididos nos
diferentes estdgios e comparados entre si. Para uma segunda andlise os casos foram todos os
pacientes portadores da doenca de Chagas e os controles os individuos ndo infectados. A tabela 2

resume 0s grupos participantes desse estudo.
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Tabela 2 — Grupos selecionados para o estudo

Estadiamento da cardiopatia

2 P Descricao
chagasica cronica*
Individuos nao Individuos com sorologia negativa
infectados (n=29) ) para doenca de Chagas
Inderminado . . Eletrocardiograma e
_ Sem cardiopatia aparente . .
(n=30) ecocardiograma normais
Eletrocardiograma alterado e
Grupo A (n=31) A ecocardiograma normal com fraciao
de ejecio > 55%
Disfuncao do ventriculo esquerdo e
Grupo C (n=14) C ICC compensada; e~c0card.iog~rama
alterado com fracao de ejecao <
35%
Disfuncao do ventriculo esquerdo e
ICC descompensada; ecocardiograma
Grupo D (n=11) D alterado com fracao de ejecao <
35%
Total (n=86)

* Classificado pelo Consenso Brasileiro de doenca de Chagas

3.2.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo pacientes com doenga de Chagas acompanhados no IPEC, com
seguimento corrente, diagndstico confirmado por meio de no minimo dois testes sorologicos —
Elisa, IFI ou HAI Pacientes na forma indeterminada (com eletrocardiograma e fragdo de ejecdo
ventricular normal). Pacientes com infeccdo cronica para doenca de Chagas, com histérico de
comprometimento miocdrdico (com eletrocardiograma e/ou fracdo de ejecdo ventricular
alterados). Voluntdrios nao infectados, com sorologia negativa para doenca de Chagas.

Outro critério utilizado na sele¢do dos pacientes foi o aceite dos mesmos em participar do
estudo, apds a explica¢do do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aplicado pela

equipe do projeto.
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3.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do ensaio os pacientes que apresentaram evidéncias de cardiopatia ndo
chagdsica, como: cardiopatia reumadtica, isquémica, congénita e hipertensiva e aqueles que ndo
possuiam acompanhamento regular no IPEC. Além disso, foram excluidas gestantes e individuos
com doenca gastrointestinal e outras co-morbidades como HIV, tuberculose, neoplasia, alergias,
diabetes, outros agravos. Também foram excluidos pacientes que faziam parte do projeto
Benznidazole Evaluation For Interrupting Trypanosomiasis (Benefit), criado justamente para
avaliar o efeito do Benzonidazol no tratamento de pacientes com a doenca de Chagas cardiaca,
Mais de mil pacientes participam do estudo, que envolve centros de pesquisas no Brasil,
Colombia, Argentina, Bolivia e El Salvador. Como esse projeto é mascarado e nio se sabe quem
sd0 os pacientes que utilizam o medicamento e quem sdo os que utilizam o placebo, foi decidido
que esses pacientes deveriam ser excluidos, uma vez que o tratamento poderia interferir na

resposta imunolégica dos pacientes.

3.3 MATERIAIS, PROCEDIMENTOS E TECNICAS

3.3.1 COLETA DE DADOS

Foram elaborados formulérios para coleta de dados provenientes dos pacientes com doenca
de Chagas. Dados que foram coletados a partir da andlise e estudo dos prontudrios dos pacientes:
sexo, idade, escolaridade, cor, a FEVE logo antes a data da coleta, conhecimento do paciente

sobre o barbeiro.

3.3.2 DOSAGEM DE CITOCINAS SERICAS

A coleta de sangue foi feita até 1 ano apds a realizacdo do ecocardiograma. Uma amostra de
10 mL de sangue foi coletada uma unica vez de cada paciente em tubos secos (tipo

VacuTainer®). Para obtencdo do soro, apés a retracdo do codgulo, os tubos foram centrifugados
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(1800 x g/10min a temperatura ambiente-TA). As aliquotas de soro foram adequadamente
identificadas e armazenadas a temperatura de -70°C.

Foram avaliados os niveis séricos de citocinas (IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y)
presentes no soro de pacientes com doenca de Chagas. Para a dosagem foi utilizada a técnica de
ELISA especifica para cada citocina. Este teste imunoenzimatico foi realizado utilizando o Kit
Ebioscience (todo o procedimento foi realizado seguindo instrucdes do fabricante).

Uma microplaca com 96 pogos foi utilizada, na qual foram adicionados 100 ul / poco de
anticorpo de captura anti-citocina humana diluido (dilui¢cdo: 1/250) no tampdo de revestimento,
em seguida a placa foi selada e incubada aproximadamente por 18 horas a 4°C na geladeira.

Ap6s a incubacgdo a placa foi lavada 5 vezes com 250 pl/pogo de tampao de lavagem (PBS-
Tween 20 0,05% (PBST)), ap6s a ultima lavagem a placa foi colocada sobre papel absorvente
para retirar qualquer solugado residual.

Em seguida a placa foi bloqueada com 200 pl / pogo de diluente do ensaio 1 vez
concentrado e incubada a temperatura ambiente (TA) por 1 hora, a incubagdo a placa foi lavada
com PBST por 5 vezes.

Ap6s a lavagem, 100 pl/poco dos padrdes (citocinas recombinantes) e 100 pul/pogo das
amostras foram adicionadas em triplicatas. A placa foi coberta e incubada aproximadamente por 18

horas a 4 ° C e apds esse periodo a placa foi lavada por 5 vezes com PBST.

A detec¢do foi realizada com 100 pl/ pogo de anticorpo anti-citocina conjugado a biotina,
diluidos (1/250) em diluente de ensaio uma vez concentrado. A placa foi selada e incubada a TA
por 1 hora.

Ap6s lavar por 5 vezes com PBST, foram adicionados 100 pl / poco de avidina- peroxidase
(HRP) diluida (1/250) em diluente de ensaio uma vez concentrado. A placa foi selada e incubada

a TA por 30 minutos.

Em seguida a placa foi lavada com PBST, preenchendo toda a capacidade volumétrica dos

pocos por 1 a 2 minutos antes da aspiracdo. Esse procedimento foi repetido por 7 vezes.

Foram adicionados 100 pl/pogo de solucdo de substrato TMB. A placa foi incubada a TA
por 15 minutos. A reacdo foi bloqueada com 50 pl/pogo de “solucdo Stop” (H,O + Acido

cloridrico), e a leitura foi feita em espectrofotdmetro a 450 nm. Todo o procedimento foi
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realizado segundo instru¢des do fabricante. A técnica de ELISA foi realizada no Laboratério de
Pesquisas sobre o Timo do IOC.

O programa SoftMax versao 5.3 foi utilizado para a obten¢do da média da triplicata e para a
determinacdo das concentracdes de citocinas das amostras através da constru¢ido de uma curva-
padrdo obtida com a dilui¢do seriada das citocinas recombinantes identificando a sensibilidade do

ensaio para cada citocina.

3.4 ESTIMATIVA DE TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho amostral para estimar as concentracdes de citocinas frente aos diferentes
estagios da doenca de Chagas foi estimado com nivel de significancia de 5 %, desvio padrao= 20
e poder do teste= 80%, chegando-se ao tamanho da amostra de 20 pacientes portadores de doenca

de Chagas em cada grupo e 20 individuos ndo infectados.

3.5 ANALISE DOS DADOS

Os aplicativos EpiData e Statistical Package for the Social Sciences 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago IL) foram utilizados para entrada e andlise de dados, respectivamente. Foi aplicado teste
de normalidade de Kolmogorov Sminov nos valores das citocinas, indicando testes ndo
paramétricos. O tratamento estatistico foi composto pela andlise descritiva, com varidveis
numéricas descritas através da mediana (Md), seguida de IQR (Intervalo Interquartil). O teste U
de Mann-Whitney ou o teste Kruskal-Wallis foram utilizados para associar a producdo das
citocinas com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Utilizamos o teste do Qui-
quadrado de Pearson ou o teste exato de Fisher para varidveis categéricas. As correlacdes foram
determinadas graficamente pela técnica Lowess e testadas utilizando-se Spearman para comparar
os niveis das citocinas com a FEVE. Em todos os casos, as diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA POPULACAO ESTUDADA

Ap6s a inclusdo dos voluntdrios no estudo, todos os prontudrios dos 86 pacientes foram
apurados e os dados de interesse foram coletadas. Em relacdo as caracteristicas gerais dos
pacientes, 38 (44,2%) foram do sexo masculino e 48 (55,8%) foram do sexo feminino. As idades
variaram de 28 a 76 anos com mediana de 59 anos, considerando todos os pacientes. Em relagdo
a FE geral dos pacientes, a mediana foi de 65 (IQR= 35 a 72%) (Tabela 3).

Foram selecionados 30 pacientes com a forma indeterminada, e 56 com a forma cardiaca.
Observou-se predomindncia de mulheres tanto no grupo dos indeterminados quanto dos
cardiacos, 16 (53,3%) e 32 (57,1%), respectivamente. A mediana das idades foram 56 para a
forma indeterminada e 62 para a forma cardiaca. Em relagdo a cor, foram observados 43 (50,0%)
brancos, 10 (11,6%) negros e 33 (38,4%) pardos. A andlise da escolaridade mostrou que 1
paciente (1,2%) possuia ensino superior, 14 (16,3%) pacientes possuiam ensino médio, 63
(73,3%) possuiam ensino fundamental e 8 (9,3%) eram analfabetos. Quanto ao conhecimento
sobre a doencga, somente 18 (20,9%) pacientes relataram conhecer o barbeiro, 4 (4,7%) nao
conheciam, e 64 (74,4%) nio tinham registros no prontudrio quanto ao conhecimento do
barbeiro. Em relacdo as FEVE dos pacientes, observou-se que os pacientes com a forma
indeterminada tinham mediana significativamente maior (68.5%), que os pacientes cardiacos

(60%) (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas gerais dos pacientes com doenca de Chagas (N=86)

Indeterminados Cardiacos

Total 30 56 86
Sexo ? 0.9114
Feminino 16 (53.33) 32 (57.14) 48 (55.81)
Masculino 14 (46.67) 24 (42.86) 38 (44.19)
Idade " 0.0016
Mediana (IQR) 56 (49.25-58.75) 62 (56.75-67.25) 59 (54-64)
Cor 0.6639
Branca 17 (56.67) 26 (46.43) 43 (50)
Negra 3(10) 7 (12.5) 10 (11.63)
Parda 10 (33.33) 23 (41.07) 33 (38.37)
Escolaridade ¢ 0.0869
Superior 1(3.33) 0(0) 1(1.16)
Médio 6 (20) 8 (14.29) 14 (16.28)
Fundamental 18 (60) 45 (80.36) 63 (73.26)
Analfabeto 5(16.67) 3 (5.36) 8(9.3)
Conhece o barbeiro? ¢ 0.9152
Nio 1(3.33) 3 (5.36) 4 (4.65)
Sim 7 (23.33) 11 (19.64) 18 (20.93)
Ignorado 22 (73.33) 42 (75) 64 (74.42)
FEVE proéxima a data da coleta (%) < 0.001
Mediana (IQR) 68.5 (65-73.75) 60 (28-71.25) 65 (35-72)
Citocinas antiinflamatérias” (pg/ml)
IL-4 0.021
Mediana (IQR) 2.4 (0.13-7.94) 0.8 (0-2.94) 1.3 (0-3.77)
IL-10 0.033
Mediana (IQR) 10.0 (3.51-22.81) 5.5(0-12.9) 6.8 (0.06-14.19)
Citocinas pré-inflamatérias ” (pg/ml)
IL-12 0.306
Mediana (IQR) 11.44 (3.53-1745)  7.2(0.2-20.16) 9.8 (0.45-19.34)
TNF-a 0.039
Mediana (IQR) 70.2 (5.5-137.26) 2.7 (0-115.19) 13.2 (0-126.5)
IFN-Y 0.271
Mediana (IQR) 91.0 (14.8-193.5)  31.1 (12.18-171.66) 483 (13.4-178.37)

Testes estatisticos: * Qui-quadrado de Pearson; ®U de Mann-Whitney;® Exato de Fisher.

*p-valor<0,05
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4.1.1 ANALISE DAS CITOCINAS SERICAS ENTRE PACIENTES
INDETERMINADOS E CCC

Em relacdo a producdo de IL-4, os pacientes indeterminados apresentaram de forma
significativa niveis mais altos (2.4 pg/ml) que os pacientes cardiacos (0.8 pg/ml). Quanto a
concentracdo de IL-10, os indeterminados também apresentaram de forma significativa niveis
mais elevados (10.4 pg/ml) que os cardiacos (5.5 pg/ml) (p= 0.033). Quanto a concentracdo de
IL-12, os pacientes indeterminados apresentaram maior produgdo (11.4 pg/ml) do que os
cardiacos (7.2 pg/ml). Os indeterminados apresentaram de forma significativa niveis mais altos
de TNF-a (70.2 pg/ml) que os cardiacos (2.7 pg/ml) (p=0.039). Em relacao ao IFN-y, houve
aumento de concentragdo desta citocina no grupo dos indeterminados (91 pg/ml) em comparagado
aos cardiacos (31.1 pg/ml), porém ndo foram observadas associagdes significativas (p= 0.271)

(Tabela 3).

4.2 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES EM DIFERENTES ESTAGIOS
DA CCC

Uma anélise foi realizada subdividindo os 56 pacientes selecionados com CCC, de acordo
com o estadiamento da doenca de Chagas, em trés grupos: grupo A (31 no estdgio A), grupo C
(14 no C) e grupo D (11 no D). Em relacdo ao sexo, 24 (42,86%) eram homens e 32 (57,14%)
mulheres. Quanto a idade, o grupo C apresentou maior mediana (65 anos) comparado aos outros
grupos (60 anos grupo A e 62 anos grupo D). Em relacdo a cor, observamos novamente a
predomindncia de brancos considerando todos os cardiacos (46,4%), e também nas subdivisdes
deste grupo. Em relacdo a escolaridade, observou-se que 80,4% possuiam ensino fundamental, e
que nenhum desses pacientes possuia ensino superior. A frequéncia de pacientes com ensino
fundamental foi maior tanto analisando o grupo inteiro, quanto os subgrupos. Dos 56 pacientes,
somente 11 (19,64%) relataram conhecer o barbeiro. A andlise dos grupos quanto a FEVE

apresentou mediana de 71% no grupo A, 33.5% no grupo C e 26% no grupo D (Tabela 4).
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Total 31 14 11 56
Sexo * 0.763

Feminino 19 (61.29) 7 (50) 6 (54.55) 32 (57.14)

Masculino 12 (38.71) 7 (50) 5(45.45) 24 (42.86)
Idade " 0.140

Mediana 60 (54-64) 65 (61.25-67.75) 62 (57-69.5) 62 (56.25-67.75)
(IQR)

Cor ¢ 0.081

Branca 15 (48.39) 7 (50) 4 (36.36) 26 (46.4)

Negra 3(9.68) 2 (14.29) 2 (18.18) 7 (12.5)

Parda 13 (41.94) 5(35.71) 5(45.45) 23 (41.1)
Escolaridade ° 1.000

Superior 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)

Médio 5(16.13) 2 (14.29) 1 (9.09) 8 (14.3)
Fundamental 24 (77.42) 11 (78.57) 10 (90.91) 45 (80.4)

Analfabeto 2 (6.45) 1(7.14) 0 (0) 3(5.4)
Conhece o barbeiro? ¢ 0.767

Nio 3(9.68) 0(0) 0 (0) 3 (5.36)

Sim 7 (22.58) 2 (14.29) 2 (18.18) 11 (19.64)

Ignorado 21 (67.74) 12 (85.71) 9 (81.82) 42 (75.0)
FEVE proéxima a data da coleta (%) b <0.001
Mediana (IQR) 71 (65-73.75) 33.5(28-35) 26 (21.5-27) 60 (28-71.75)
Citocinas antiinflamatoérias " (pg/ml)
IL-4°¢ 0.006
Mediana (IQR) 1.9 (0.23-3.6) 0.0 (0-0.98) 0.0 (0-1.12) 0.8 (0-3.04)
IL-10 ¢ 0.687
Mediana (IQR) 7.1 (3.96- 0.13 (0-15.89) 0.0 (0-12.96) 5.5(0-12.92)

11.14)
Citocinas pré-inflamatérias " (pg/ml)
IL-12 0.661
Mediana (IQR) 11.2 (0.07-20.54) 3.4 (0.6-11.74) 2.0(0.12-15.2) 7.2 (0.16-20.9)
TNF-a 0.001
Mediana (IQR) 104.9 (0- 0.0 (0-1.94) 0.0 (0-1.54) 2.7 (0-118.73)
144.13)
IFN-Y 0.144
Mediana (IQR) 70.4 24.5 21.5 31.1
(13.34-212.41)  (17.61-31.07) (11.5-86.48) (11.8-176.13)

Testes estatisticos: * Qui-quadrado de Pearson; ” Kruskal-Wallis; ¢ Exato de Fisher.

*p-valor<0,05
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4.2.1 ANALISE DAS CITOCINAS SERICAS ENTRE OS DIFERENTES
GRUPOS DE PACIENTES COM CCC

Quando comparamos os diferentes grupos de pacientes cardiacos, observamos que o grupo
A apresentou significativamente maior concentracido de IL-4 (1.9 pg/ml) que os demais grupos
(0.006). Observamos também uma maior concentracdo de IL-10 e IL-12 nos pacientes do grupo
A, entretanto ndo significativa (p=0.687 e p=0.661, respectivamente). O grupo A também
apresentou niveis mais altos (104.9 pg/ml) de TNF-a que os grupos C (0.0 pg/ml) e D (0.0 pg/ml)
(p=0.001). Em relacdo a producio de IFN-y, novamente o grupo A apresentou niveis mais altos
(70.4 pg/ml) que os demais (24.5 pg/ml e 21.5 pg/ml), entretanto de forma ndo significativa
(p=0.144) (Tabela 4).

4.3 CONCENTRACOES DAS CITOCINAS SERICAS ENTRE INDIVIDUOS
NAO INFECTADOS PELO 7. CRUZI E PACIENTES COM DOENCA DE
CHAGAS

Houve maior concentrac@o de IL-4 (2.56 pg/ml) (p= 0.05) entre os pacientes com doenca
de Chagas quando comparados com os individuos nio infectados. Quanto a concentragdo das
citocinas IL-10, IL-12, TNF-o e IFN-y entre os dois grupos houve diferenca, mas ndo foi

significativa (Tabela 5).
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Tabela 5. Producio das citocinas entre ndo doentes e pacientes com doenca de Chagas

Total 29 86 115

Citocinas antiinflamatérias * (pg/ml)

1L-4

Mediana (IQR) 2.56 (0-15.96) 1.31 (0-3.77) 1.65 (0-5.96) 0.051
1L-10

Mediana (IQR) 5.83 (0.79-65.45) 6.78 (0.06-14.19) 6.49 (0.5-16.1) 0.2715
Citocinas pré-inflamatdérias * (pg/ml)

1L-12

Mediana (IQR) 15.1 (1.29-22.2) 9.82 (0.45-19.34) 10.87 (0.8-21.17) 0.3151
TNF-a

Mediana (IQR) 26.43 (6.98-102.83) 13.22 (0-126.5) 20.12 (0-122.97) 0.2172
IFN-y

Mediana (IQR) 37.51 (16.07-136.53) 48.33 (13.4-178.37) 44.73 (14.48-173.9)  0.8873

* U de Mann-Whitney.
*p-valor<0,05

44 ANALISE DA CONCENTRACAO DAS CITOCINAS NOS
DIFERENTES GRUPOS

A andlise da concentracdo das citocinas em cada grupo foi realizada (Figura 3), observou-se
que o IFN-y foi a citocina que apresentou maior concentracao na maioria dos grupos estudados,
niao doentes (37.51 pg/ml) (Figura 3A) pacientes indeterminados (91.00 pg/ml) (Figura 3B),
cardiacos C (24.52 pg/ml) (Figura 3D) e D (21.5 pg/ml) (Figura 3E). Em contrapartida, no grupo
dos cardiacos A, a citocina TNF-a foi a de maior concentragdo (104.9 pg/ml) (Figura 3C).
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Figura 3. Box plot das medianas dos niveis das citocinas séricas em pacientes nos diferentes
estagios da doenga de Chagas: ndo doentes (A), indeterminados (B), cardiacos A (C), cardiacos C
(D) e cardiacos D (E). Os niveis das citocinas I1L-4, 1L-10, IL-12, TNF-a e IFN-y (pg/ml). Para a

visualizacdo dos valores das citocinas, as escalas foram diferentes (figuras D e E).
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4.5 CORRELACAO ENTRE FEVE E OS NIVEIS DE CITOCINAS
SERICAS

Foi realizada a correlagdo entre a FEVE dos pacientes e os niveis das citocinas (IL-4, IL-10,
IL-12, TNF-a e IFN-y) (Figura 4), observou-se correlacdo positiva entre a FEVE e as citocinas:
IL-4 (r=0.124; p=0.002) (Figura 4A), IL-10 (r=0.111; p=0.003) (Figura 4B), TNF-a (r=0.161;
p=0.000) (Figura 4D) e IFN-y (r=0.057; p=0.032) (Figura 4E), ou seja, quanto maior foi a FEVE,
maior foi a concentragdo da citocina. Entre FE e IL-12 houve correlagdo fraca (r=0.04; p= 0.069)

(Figura 4C).
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Figura 4. Correlagdo (Spearman) entre FEVE e os niveis de 1L-4 (A), IL-10 (B), IL-12 (C),
TNF-a (D), e IFN-Y (E). A correlacdo foi considerada significativa quando o p<0,05. As escalas

foram diferentes devido a dispersdo dos dados.
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5 DISCUSSAO

A resposta imune desempenha um papel fundamental durante a infec¢dao pelo 7. cruzi,
participando do controle ou da evolu¢do da doenga (DUTRA & GOLLOB, 2008). As citocinas
pré-inflamatérias (IL-12, TNF-a e IFN-y) promovem a ativacido do processo inflamatério, porém
essa resposta € regulada pela acdo das citocinas antiinflamatérias (IL-4 e IL-10). Estas citocinas
promovem a resposta Th2 e regulam a resposta Thl, estando envolvidas tanto na resisténcia
quanto nos mecanismos relacionados com a imunopatologia da doenca (GAZZINELLI et al.,
1992; FLOREZ et al., 2011).

Uma das razdes que incentiva o estudo das citocinas nessa doenca é a identificacdo das
mesmas envolvidas no controle do parasitismo no hospedeiro vertebrado. O entendimento desse
controle nos permite avaliar o quanto os mecanismos regulatérios da resposta imune influenciam
na evolugdo clinica da doenca de Chagas (ABRAHAMSOHN, 2011).

Nossos resultados demonstraram que entre as citocinas pro-inflamatérias, o IFN-y
apresentou uma maior concentracdo sérica em relacdo as citocinas IL-12 e TNF-a. A citocina
IFN-y derivada das células T, também denominada fator estimulador de macréfago, tem
importancia na inflamacdo cronica. Embora estatisticamente ndo significativo observou-se que a
concentracdo desta citocina era menor no grupo dos individuos ndo infectados por T.cruzi,
sugerindo que a ativacdo da resposta imune nesses pacientes com doenca de Chagas foi parecida
com a ativacao da resposta dos individuos ndo doentes deste estudo.

Embora o IFN-y esteja em maior concentragdo no grupo dos infectados, foi observada uma
queda significativa nessas concentracdes a medida que observamos os pacientes nos estagios
mais avancados da CCC. Acreditamos que esse fato se deve a diminuicdo da concentragdo de
TNF-a ao longo da evolucio dos pacientes na CCC, uma vez que existe um feedback positivo
entre as producdes de TNF-a e IFN-y, ou seja, as células T efetoras reconhecem os antigenos
ingeridos pelos macréfagos, e em resposta a este reconhecimento secretam o IFN-y. Esta citocina
ativa os macrdfagos, que por sua vez secretam citocinas que induzem a inflamacao, entre elas o
TNF-0, que age aumentando a produgdo de quimiocinas, como resultado, mais células T sdo
recrutadas para o local da infeccdo, recomecando todo o processo de produgdo das citocinas

(ABBAS; LICHTMAN, 2007).
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Observamos neste estudo que a citocina pré-inflamatéria TNF-a apresentou altas
concentracdes séricas na forma indeterminada e no estigio A da CCC. Semelhante ao IFN-y, o
TNF-a € uma citocina pré-inflamatéria importante, pois tem um papel crucial na resposta imune,
controlando a infeccdo pelo 7. cruzi (ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1995).

De fato, um grande aumento da concentracdo desta citocina foi observado nos pacientes
agrupados no estdgio A da CCC. Sabe-se que a grande expressdo de citocinas pro-inflamatdrias,
incluindo o TNF-o, contribui para a progressao da IC (FELDMAN et al. 2000). Esta informacdo
foi corroborada por um estudo que demonstra que genétipos que conferem alta expressdo de
TNF-a podem ter um impacto sobre a mortalidade em pacientes CCC com disfuncdo ventricular
grave (DRIGO et al. 2006).

Entretanto uma diminuicdo significativa nas concentragdes desta citocina foi observada
nos estagios mais avangados da CCC (C e D). Como demonstrado em vérios estudos, esta
diminuicdo “brusca” pode ser atribuida ao uso dos medicamentos para o tratamento da IC,
incluindo o Captopril, o Carvedilol e Amiodarona, medicamentos estes utilizados pelos pacientes
deste estudo (MATSUMORI et al. 1997; ZHAO; XIE, 2000; KURUM et al. 2007).

As concentracdes plasméticas aumentadas de TNF-a tém sido relatadas em pacientes com
ICC h4 bastante tempo, pois esta citocina estd potencialmente envolvida em muitos processos
fisiopatoldgicos que levam a ICC, como a disfung¢do ventricular esquerda, remodelamento
ventricular, miocardiopatia e edema pulmonar (LEVINE et al. 1990; MATSUMORI et al. 1994).
Devido as altas concentracoes de TNF-a possivelmente causarem a ICC, vdarios modelos
experimentais foram realizados no intuito de descobrir uma forma de modular a producdo de
citocinas. A partir desse interesse, experimentos realizados, para comprovar a inibicdo do TNF-a
pelo captopril foram realizados com células CMSP de pacientes com ICC, demonstrando que o
TNF-a fo1 significativamente inibido por captopril (ZHAO; XIE, 2000). Uma das consequéncias
principais do desempenho cardiaco reduzido € a ativagdo do sistema nervoso simpdtico e o
sistema renina-angiotensina. A angiotensina II tem propriedades quimiotaticas, liga-se a
mondcitos/macréfagos, e induz a supra-regulacdo do TNF-a. Os iECAs sao atualmente usados
como terapia médica padrdo na gestdo da ICC, porque reduz a angiotensina II e, portanto, é
possivel que iIECAs também tenham um efeito sobre a produgdo da citocina anti-inflamatéria
TNF-a (SCHINDLER et al. 1995). Outro estudo mostrou o efeito inibidor do Carvedilol sobre a
concentracdo de TNF-a em pacientes com ICC (KURUM et al. 2007). O Carvedilol é um
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bloqueador ndo preferencial dos receptores alfal, betal e beta2 adrenérgicos. O bloqueio dos
receptores alfal adrenérgicos produz vasodilatacdo periférica, reducdo da resisténcia vascular
periférica e hipotensdo arterial, entretanto o mecanismo pelo qual esse mecanismo suprime a
concentracdo do TNF-a ainda ndo é bem esclarecido (KURUM et al. 2007). Quanto aos efeitos
da Amiodarona sobre a concentracdo de TNF-o, observou-se inibi¢cdo da produgdo desta citocina,
sugerindo que este fato se deve pela reducao de Potassio (MATSUMORI et al. 1997), devido ao
bloqueio no interior dos canais de potdssio pela Amiodarona, no entanto mecanismos pelos quais
a Amiodarona modula a producdo de citonas precisam ser melhor esclarecidos.

Nos indeterminados observou-se uma resposta imune normal como em qualquer outra
infec¢do, demonstrado pelos niveis de IFN-y e TNF- a elevados, e a baixa concentracdo de IL-12,
uma vez que a IL-12 estimularia ainda mais a producdo de IFN-y e consequente exacerbacdo da
resposta imune (MURPHY et al. 2010).

Do mesmo modo, Pissetti et al. (2009) demonstraram que o IFN-y foi mais produzido em
relacdo as outras citocinas em pacientes com doenca de Chagas, porém também nao observaram
diferenca entre pacientes e controles. Estudos anteriores acharam resultados semelhantes quanto a
producgdo desta citocina entre pacientes indeterminados e cardiacos, sugerindo que concentragdes
semelhantes de IFN-y podem ser encontradas tanto no soro de pacientes indeterminados quanto
em cardiacos (WARD et al. 1999; D’AVILA et al. 2009).

Em relacdo ao TNF-a, Bachmaier et al. (1997) observou a participacdo desta citocina no
recrutamento de linfocitos para o sitio de inflamacao, deste modo, contribuindo com a progressao
da reacdo inflamatdria local na cardiopatia chagésica. Nao somente em cardiacos leves como
mostra este trabalho, mas também em pacientes assintomdticos foram observadas maiores
concentracdes de TNF-a (PISSETTI et al. 2009; LLAGUNO et al. 2011). Diferente dos nossos
achados, estudos demonstraram que pacientes cardiacos graves sdo capazes de produzir altos
niveis de TNF-o, devido a uma forte resposta de linfécitos T CD8" responsavel por causar uma
inflamacgdo exacerbada e dano tecidual (REIS et al. 1993; SOUZA et al. 2007). Esse fato também
foi observado por Ferreira et al. (2003) e Talvani et al. (2004), porém comparando cardiacos
graves com pacientes com cardiopatia leve.

A diferenca na concentracdo de TNF-a observada nos nossos grupos de pacientes em
relacdo aos estudos citados anteriormente pode ser explicada pela propria classificagdo dos

pacientes nos determinados grupos (A, C, D), que de acordo com o consenso, 0s grupos siao
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classificados em diferentes percentuais de fracdo de ejecdo. O estudo realizado por Ferreira et al.
(2003) classifica as cardiopatias levando em consideracdo a fracdo de ejecdo abaixo e acima de
50%, e Talvani et al. (2004) classifica os grupos em leve e grave, isso poderia estar agrupando os
pacientes dos diversos estadiamentos em um tnico grupo, ndo permitindo a anélise dos grupos de
acordo com os respectivos graus de cardiopatias, o que prejudicaria a percepcdo da relagdao do
TNF-o com a cardiopatia.

Quanto as citocinas antiinflamatérias IL-4 e IL-10, no geral todos os pacientes
apresentaram baixas concentragdes. A IL-4 determina o perfil da resposta Th2 induzindo a
proliferacdo e diferenciacdo de células B, e o aumento da expressio de MHC de classe II,
favorecendo uma maior ativacdo da resposta Th2. Enquanto a citocina IL-10 inibe a sintese de
outras citocinas, como o IFN-y, IL-2 e IL-12, inibe ainda a proliferacdo de células Th1, mas ndo
de Th2, diminuindo assim a funcio citolitica e secretora de citocinas por Th1, com isso facilita o
desenvolvimento de respostas Th2, uma vez que a atividade principal dessas citocinas
antiinflamatorias € determinar o perfil da resposta imune em Th2 (ABBAS; LICHTMAN, 2007).
Nossos resultados demonstraram uma baixa ativacdo da resposta Th2, isto sugere uma
consequéncia da acdo moduladora negativa do IFN-y, devido a alta concentragdo desta citocina
sérica encontrada nos pacientes.

Em contraste, estudos realizados com CMSP derivadas de pacientes indeterminados e
cardiacos com doenca de Chagas e individuos ndo infectados, demonstraram uma menor
concentracdo de IL-4 e IL-10 nos cardiacos, sugerindo que as altas concentragdes encontradas
nos indeterminados estariam controlando o desenvolvimento da doenca (CORREA-OLIVEIRA
et al.,, 1999; GOMES et al., 2003). Em contrapartida, outros estudos demonstraram que ndo hd
diferenca na producdo de IL-10 entre os mesmos grupos analisados, a hipétese levantada pelos
autores € que a relacdo e o balanco entre as citocinas pré e antiinflamatdrias desempenham um
papel importante na doenga. (D’ AVILA et al., 2009; LLAGUNO et al., 2011).

Levanta-se a hipotese de que a evolucdo da doenga pode resultar de um delicado
desequilibrio das respostas Thl e Th2, ou seja, das citocinas pré-inflamatérias e
antiinflamatorias, respectivamente, representando uma pega fundamental no estabelecimento das
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas e, portanto, torna-se fundamental o entendimento
de que as duas respostas sdo importantes na defesa do hospedeiro contra as infeccdes (D’ AVILA

et al. 2009). A resposta Thl estd relacionada com a defesa contra protozodrios, bactérias
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intracelulares e virus, enquanto a resposta Th2 é mais efetiva contra os helmintos e bactérias
extracelulares. Essas respostas sdo também antagbnicas, uma vez que o IFN-y modula
negativamente a resposta Th2, e a IL-4 e a IL-10 modulam negativamente a resposta Thl, o que
permite uma homeostasia no sistema imune e uma resposta imunolégica balanceada
(MACHADO et al. 2004).

Nossos resultados demonstraram que no grupo dos indeterminados, a maior produgdo das
citocinas pro-inflamatorias foi associada a menor produg¢do das citocinas antiinflamatdrias
podendo indicar predominancia da resposta Thl. Esses achados sugerem que pacientes com a
forma indeterminada apresentando esse perfil inflamatério predominante, poderiam ser
candidatos a desenvolver a forma cardiaca no futuro. Quando o inverso € observado, ou seja, o
perfil predominante € de citocinas antiinflamatdrias, sugere-se que esses pacientes SA0 menos
susceptiveis a evoluir para a forma cardiaca (LLAGUNO et al. 2011). Considerando que as
medidas foram heterogenias, seria possivel “hipotetizar” que concentragdes mais baixas de IFN-y
e mais altas de IL-4 seriam indicativas de melhor progndstico do que os pacientes com
concentracdo mais alta de IFN-y e baixa de IL-4 (ABEL et al. 2001). Corroborando com essa
hipétese, Bahia-Oliveira et. al. (1998) sugerem que € provdvel que altas concentragdes de
citocinas pré-inflamatorias estejam envolvidas no desenvolvimento da CCC de forma mais rapida
do que baixas concentragdes.

Quanto ao balanceamento da resposta imune, nossos resultados apontam altos niveis de
TNF-o e IFN-y associados a baixos niveis de IL-4 e IL-10 tanto no grupo de pacientes
indeterminados quanto no grupo dos cardiacos, demonstrando uma resposta imunolégica nio
balanceada. Nossos dados estdo de acordo com um estudo realizado em pacientes, que demonstra
altos niveis de IFN-y e baixos de IL-4 em resposta aos antigenos de 7. cruzi (ABEL et al. 2001).

Os pacientes indeterminados apresentaram niveis mais elevados de IL-4, IL-10, IL-12,
TNF-a e IFN-y que os pacientes cardiacos. Esse fato também pdde ser observado na correlagio
entre a FEVE e os niveis destas citocinas, demonstrando uma correlacdo positiva, ou seja, quanto
maior a FEVE, maior a producdo destas citocinas, fato observado nos pacientes indeterminados
deste estudo que apresentaram mediana de FEVE (68.5%), maior do que os cardiacos (60%).
Portanto, a correlacdo entre a FEVE e a produgdo das citocinas nos cardiacos confirma essa
correlagdo, veja que o grupo no estagio A (71%) apresentou maior producgdo de todas as citocinas

em relacdo aos cardiacos C (33.5%) e D (26%).
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Baseado nas informagdes cientificas publicadas até o momento (FERREIRA et al. (2003),
esperdvamos os seguintes achados; o valor da FEVE deveria ser inversamente proporcional as
concentracdes de citocinas pro-inflamatorias, podendo indicar assim um pior prognéstico, ou
seja, quanto menor a FEVE e a presenca da IC, maior seria a producdo dessas citocinas. Por outro
lado, as concentragdes das citocinas antiinflamatdrias deveriam ser diretamente proporcionais,
quanto maior a FEVE maior seria a produ¢do dessas citocinas, sugerindo um melhor prognostico.
Em contraste, nossos resultados apontam para uma proporcionalidade direta tanto nas
concentracdes de pré-inflamatdrias quanto nas antiinflamatdrias em todos os grupos de pacientes
estudados. Esses dados estdo de acordo com os observados por Soares et al. (2001); que
demonstraram que existe inflama¢@o também na auséncia da insuficiéncia cardiaca em pacientes
com doenga de Chagas, sugerindo que marcadores inflamatérios poderiam estar elevados na
forma indeterminada ou na cardiopatia mais leve.

A proporcionalidade direta entre a FEVE e a concentracdo das citocinas IL-4, IL-10, TNF-
a e IFN-y poderia ser um possivel marcador de evolucdo para a CCC, explicado pela correlagdao
positiva entre elas. Outro possivel marcador seria o TNF-a, pois as concentracdes observadas
dessa citocina foram mais elevadas nos cardiacos A. Esperdvamos que os cardiacos nos estagios
mais avancados da CCC apresentassem concentracdes maiores ainda, contudo, uma queda
acentuada da mesma foi constante nos estdgios mais avangados da CCC, este achado, nos limita o
uso de tal citocina como marcador de CCC mais grave, uma vez que vdrios estudos demonstram
que os medicamentos para o tratamento da IC inibem a producdo desta citocina. Assim, para
comprovar o envolvimento de altas concentracdes na evolucdo da CCC, seria apropriado realizar
um estudo prospectivo com os pacientes cardiacos que ainda ndo necessitassem de medicamentos
inibidores de TNF-a.

Pelo fato deste estudo ser caso-controle, e ter como caracteristica a causalidade reversa, ou
seja, ndo se sabe o que € causa e consequéncia, ndo € possivel afirmarmos que essas citocinas sao
marcadores de evoluc¢do, somente podemos hipotetizar e sugeri-las como “possiveis” marcadores
imunolégicos, deste modo, torna-se mais uma vez necessdrio o estudo prospectivo para
acompanharem esses pacientes e confirmarem essa hipdtese.

Nao foi possivel incluir pacientes cardiacos no estiagio B, pois ao longo da execugdo deste
estudo houve mudancas na estratégia de andlises necessdrias para o entendimento das

caracteristicas de cada grupo entre os cardiacos.
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Avancgos nos estudos sdo necessarios para melhor explorar a aplica¢do das citocinas como
preditores de progressdo na pratica clinica. Ainda ficam as perguntas: o que fazer com os
pacientes que mantém a concentragdo de TNF-a alta? Seria a resposta imune ndo balanceada um

sinal de alerta? Deverfamos tratar esses pacientes com farmacos para as formas intracelulares?
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6 CONCLUSOES

1. Entre as citocinas pré-inflamatérias, o IFN-y apresentou maior concentracao sérica em relagao

as citocinas IL-12 e TNF-a no grupo dos indeterminados e dos cardiacos C e D.
2. O TNF-a foi a citocina que apresentou maiores concentragcdes no grupo dos cardiacos A.

3. Houve uma queda significativa nas concentracdes de IFN-y e TNF-a a medida que

observamos os estagios mais avancados da CCC.

4. Todos os grupos de pacientes apresentaram baixas concentragcdes das citocinas

antiinflamatorias IL-4 e IL-10 e da pro-inflamatéria IL-12.

5. Os pacientes no estdgio A apresentaram niveis mais elevados das citocinas antiinflamatdrias

IL-4, IL-10 e das pré-inflamatérias IL-12, TNF-a e IFN-y que os pacientes cardiacos C e D.

6. Embora estatisticamente ndo significativas, foram observadas diferencas nas concentragdes
tanto das citocinas antiinflamatérias quanto das pré-inflamatérias, entre infectados e ndo

infectados.

7. O TNF-a ndo foi considerado um bom marcador de CCC mais grave, uma vez que Varios
estudos demonstraram que os medicamentos para o tratamento da IC inibem a producdo desta

citocina.

8. Tanto os indeterminados quanto os cardiacos apresentaram altos niveis de TFN-a e IFN-y e
baixos niveis de IL-4 e IL-10, demonstrando predominancia da resposta Thl, mostrando uma

resposta imunoldgica ndo balanceada.

9. Nossos resultados indicaram uma proporcionalidade direta tanto nas concentragdes de
citocinas pro-inflamatdrias quanto nas antiinflamatoérias em relagdo a FEVE, em todos os grupos
de pacientes estudados, sugerindo que essa correlagdo poderia ser utilizada como um possivel

marcador de evolugdo para a CCC.
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