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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma cruzi
€ uma das mais importantes doencas infecto-parasitarias relacionadas a pobreza na
América Latina, ressaltando a expanséo da doenca para paises ndo endémicos em
virtude dos movimentos migratorios.

A evolucdo clinica dos individuos ndo é previsivel, onde 20-30%
desenvolvem a forma cardiaca, 8-10% apresentam a forma digestiva, mas a maioria
dos pacientes (cerca de 50-60%) permanecem na forma indeterminada (sem sinais
e sintomas) Nesse sentido, investigagbes que elucidem o potencial evolutivo da
doenca de Chagas por meio do desenvolvimento de marcadores biolégicos ou
clinicos devem ser assumidas a fim de contribuir com novos estudos de condutas
terapéuticas, melhorando a qualidade de vida dos doentes.

As citocinas desempenham papel importante na regulacdo da resposta
imune desta infeccdo e seguramente estdo envolvidas na imunopatogénese da
doenca de Chagas. O TNF-a &€ um mediador importante de inflamacéo e
consequentemente das respostas celulares frente aos microrganismos com mdltiplas
fungbes bioldgicas incluindo citotoxicidade as células tumorais e células infectadas
por virus, acdes imunomodulatérias, atividade antiviral e inicio dos mecanismos de
respostas inflamatérias.

Estudos mostram que camundongos deficientes em TNFR1 e infectados
pelo T. cruzi apresentam maior parasitemia e mortalidade cumulativa quando
comparado aos animais do grupo controle, reafirmando o papel benéfico do TNF-a
na infeccdo aguda. Por outro lado, esses animais também apresentam uma
exacerbacdo do quadro inflamatério. Outro estudo demonstrou que os niveis de
TNF-a e sTNFR2 estdo elevados e associados a parasitemia em camundongos
infectados, indicando que receptores estejam regulando a atividade da citocina.

Apesar de avancos sobre os mecanismos de atuacdo e regulacdo dos
receptores de TNF, pouco se conhece sobre o papel dessas moléculas na
imunopatogénese doenca e acreditamos que a expresséo dos receptores de TNF-a
nas células da resposta imune, bem como a presenca de formas sollveis desses
receptores, possa ter papel relevante na manutencdo dos mecanismos regulatorios

exercidos pelos individuos portadores da forma indeterminada da doenga de Chagas



cronica. A partir disso, temos por objetivo, avaliar a expressédo dos receptores de
TNF-a na cardiopatia chagasica cronica.

Serao selecionados 60 portadores cronicos da doenca de Chagas atendidos
no Ambulatério de Doenca de Chagas do Hospital Universitario Osvaldo Cruz
(HUOC), da Universidade de Pernambuco (UPE) e 20 individuos nao portadores da
doenca. . Avaliaremos no contexto ex vivo a frequéncia de receptores de TNF
(TNFR1 e TNFR2) na superficie de linfécitos T CD4, CD8 e de monécitos CD14 por
citbmetria de fluxo. Além disso, quantificaremos os receptores soluveis de TNF
(TNFR1 e TNFR2) e a citocina TNF-a em amostras de soro por Cytometric Bead
Array (CBA). Os dados da expressdo de mTNFR e sTNFR e da citocina TNF-a
serdo correlacionados com os graus de gravidade da cardiopatia chagasica pelo
percentual da fracédo de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE).

Este estudo possui aprovagéo junto ao Comité de Etica do CPgAM/Fiocruz-
PE. Os experimentos serdo realizados no Laboratério de Imunoparasitologia,
Departamento de Imunologia do CPqAM. Este estudo faz parte de um subprojeto,
coordenado pela pesquisadora Virginia Maria Barros de Lorena (CPgAM/Fiocruz) e
possui financiamento do CNPqg (DECIT/CNPqg 40/2012 Pesquisa em Doencas
negligenciadas - 403979/2012-9).
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas € causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma
cruzi pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, tendo como
vetores naturais insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, sendo o Triatoma infestans, o0 vetor mais importante da doenca. O
pesquisador Carlos Chagas (1879-1934) em 1909 no estado de Minas Gerais
descobriu o T. cruzi,e assim foi buscando conhecimentos com relagdo aos seus
vetores, reservatorios, a clinica da doenca, bem como sua epidemiologia e
patologia. Sua descoberta foi considerada Unica na histéria da medicina,
constituindo um marco importante na historia da ciéncia e da saude brasileiras
(RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Apesar dos 100 anos de sua descoberta, a doenca de Chagas continua
sendo considerada pela Organizacdo Mundial de Saude como uma das mais
importantes doencas infecto-parasitarias relacionadas a pobreza na América Latina,
acarretando, assim, um importante problema de saude publica, com uma estimativa
de individuos infectados no mundo em torno de 8 milhBes de pessoas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009; SCHOFIELD et al., 2006).
Entretanto, tem-se evidenciado o aumento no numero de infectados em muitas
partes da Europa e do oeste do Pacifico, ressaltando a expansao da doenca para
paises ndo endémicos em virtude dos movimentos migratérios (RASSI JR; RASSI;
MARIN-NETO, 2010; SCHMUNIS, 2007).

Acredita-se que as manifestacfes patoldgicas nas duas fases da doenca
sejam consequéncias de mecanismos multifatoriais relacionados tanto ao parasito
guanto ao homem. Dentre os fatores relacionados ao parasito, analises em
camundongos revelaram que a variabilidade das cepas do T. cruzi, o tropismo, a
antigenicidade e o tamanho do indculo sdo aspectos relevantes ao desenvolvimento
da doenca (ANDRADE et al., 2002). Quanto ao hospedeiro, € importante ressaltar a
faixa etaria, o estado nutricional e, especialmente, as caracteristicas imunoldgicas
(DIAS, 2000).

A evolucéo clinica dos individuos portadores da doenca de Chagas nao é
previsivel. Cerca de 20-30% dos individuos infectados desenvolvem a forma
cardiaca (CARD), caracterizada pela cardiopatia chagasica, e 8-10% apresentam a

forma digestiva (DIG), caracterizada por varios graus de alteracbes anatbmicas e



funcionais do esodfago e/ ou do colon (DIAS, 1989). Por outro lado, a maioria dos
pacientes (cerca de 50-60%) sao portadores da forma indeterminada (IND), e nao
apresentam sinais e sintomas relacionados com o coragcdo e o sistema digestivo,
podendo ou nao evoluir para as formas clinicas sintomaticas descritas acima. Isto
vem despertando grande interesse entre médicos e pesquisadores, pois talvez seja
nesta fase que se elucide a determinacdo da evolugédo do individuo. Muitos sdo os
mecanismos envolvidos que levam as formas graves da doenca e sua morbidade. A
auséncia de sintomatologia pode estar associada com a capacidade individual de
regular a resposta imune anti-T. cruzi. Entretanto, devido a complexidade da
resposta imunologica na doenca de Chagas, esse processo pode também contribuir
para os danos inflamatorios causados pela doenca (BRENER; GAZZINELLI, 1997).

Este aspecto da evolucao clinica ainda é muito obscuro e por isso, existe a
caréncia de um manejo clinico especifico (conduta de acompanhamento clinico e de
terapéutica universais) para os pacientes portadores da forma IND. Nesse sentido,
investigacdes que elucidem o potencial evolutivo da doenca de Chagas através de
estudos longitudinais em pacientes infectados pelo Trypanosoma cruzi, por meio do
desenvolvimento de marcadores bioldgicos ou clinicos, devem ser assumidas por
grupos de pesquisas, a fim de contribuir com novos estudos de condutas
terapéuticas, melhorando a qualidade de vida dos doentes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005).

Porém, esses mecanismos imunolégicos que levam aos danos tissulares
nos individuos que possuem as formas clinicas sintométicas ainda sdo pouco
conhecidos, bem como para a auséncia de sintomatologia em individuos portadores
da forma IND.

A resposta imune do tipo Thl, tem sido descrita por contribuir para o controle
dos niveis de parasitemia e aumento da sobrevida de camundongos infetados
(ALIBERTI et al., 1996; MARTINS, 1999). Por outro lado, as citocinas do tipo Th2,
sdo relatadas por sustentar o parasitismo e por tornar o camundongo mais
susceptivel a infec¢do chagasica (REED et al., 1994; ABRAHAMSOHN; COFFMAN,
1996). Porém, a divisdo dos aspectos protetores e lesivos no paradigma Thl x Th2
nunca chegou a ser estabelecido na doenca de Chagas humana.

Ndo ha duvidas que as citocinas desempenham papel importante na
regulacdo da resposta imune e seguramente estejam envolvidas tanto na resisténcia

guanto nos mecanismos relacionados com a imunopatologia das doencas. O fator



de necrose tumoral (TNF) a & um mediador importante de inflamagdo e
consequentemente das respostas celulares frente aos microrganismos com mdltiplas
funcdes biologicas incluindo citotoxicidade as células tumorais e células infectadas
por virus, acdes imunomodulatdrias, atividade antiviral e inicio dos mecanismos de
respostas inflamatorias (VILCEK; LEE, 1991). O TNF exerce suas funcdes através
de sua ligacdo a dois diferentes receptores: TNFR1 (CD120a), que € constitutivo,
presente em baixos niveis de expressdo em todas as células nucleadas; e o TNFR2
(CD120b), que é regulado e é expresso em células da linhagem mieloide, células T
periféricas e macrofagos e linfocitos alveolares (GEHR et al., 1992; ZOLA,; FLEGO;
WEEDON, 1993). Os receptores de TNF-a sdo produzidos como uma proteina
transmembrana (MTNFR), que sendo clivada por proteases liberam os ligantes
soltuveis (STNFR) (WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003). O TNFR1 pode
ser ativado por ambas as formas de TNF (nNTNFR e sTNFR), enquanto que o
TNFR2 é eficientemente ativado apenas por mTNFR, apesar de se ligar ao STNFR
com alta afinidade (GRELL et al., 1995).

Por outro lado, os receptores soliuveis de TNF apresentam-se
constitutivamente no soro, mas seus niveis se elevam significativamente em
condi¢des inflamatorias, ou seja, eles sdo desprendidos da superficie celular em
resposta ao mesmo estimulo inflamatério que induz a producao do TNF-a (PORTEU;
NATHAN, 1990). AlteracGes na expressao de receptores de TNF na superficie das
células ndo apenas modifica a responsividade das células ao TNF-a, mas também
altera a disponibilidade dos receptores sollveis. E importante destacar que as
formas sollveis dos receptores podem atuar de duas maneiras ao ligar-se com o
TNF-a. Em altas concentragdes, os receptores inibem a bioatividade do TNF-a por
competir com 0s receptores presentes na membrana das células. Em baixas
concentragdes, eles podem estabilizar a estrutura da citocina, aumentando seu
tempo de meia-vida e agindo como um reservatério de TNF-a (DEROUICH-
GUERGOUR et al., 2001). Camundongos deficientes em TNFR1 e infectados pelo T.
cruzi apresentam maior parasitemia e mortalidade cumulativa quando comparado
aos animais do grupo controle, reafirmando o papel benéfico do TNF-a na infecgéo
aguda (CASTANOS-VELEZ et al., 1998). Mas, esses animais também apresentam
uma exacerbacdo do quadro inflamatorio. Outro estudo demonstrou que 0s niveis de
TNF-a e sTNFR2 estdo elevados e associados a parasitemia em camundongos

infectados, resultando na formacédo de um complexo receptor-citocina, onde niveis



de neutralizagdo da atividade da citocina foram detectados, indicando que

receptores estejam regulando a atividade da citocina (TRUYENS et al., 1999).
Apesar de avancos sobre os mecanismos de atuacdo e regulacdo dos

receptores de TNF, pouco se conhece sobre o papel dessas moléculas na

imunopatogénese doenca de Chagas humana.

2 JUSTIFICATIVA

Embora os mecanismos imunopatoldgicos da doenca de Chagas ndo estejam
bem esclarecidos e, consequentemente, pouco foi estabelecido sobre a evolugao
dos individuos da forma IND para as formas clinicas sintomaticas da doenca, muitos
estudos tém sido realizados para avaliar a resposta celular, visando a identificacao
de marcadores biologicos que pudessem auxiliar no prognostico da doenca. Um
estudo longitudinal com seguimento do grupo de individuos da forma IND se faria
necessario se este perfil de resposta imune diferenciado fosse devidamente
confirmado. Desta forma, mecanismos capazes de bloquear ou amenizar o
desenvolvimento das formas mais graves da doenca, como por exemplo, estratégias
de tratamento durante a fase crbnica da doenca, poderiam melhorar a qualidade
vida dos pacientes. Estratégias terapéuticas visando a regulacdo da resposta imune
celular e da modulacdo de componentes inflamatérios, associado a Unica droga anti-
parasitaria disponivel, o Benzonidazol, possuem favoraveis expectativas para terapia
dos individuos portadores da doenga.

Devido aos poucos achados na literatura sobre o papel dos receptores de
TNF-a na infeccao chagéasica, esperamos entender a atuacdo do TNFR1 (CD120a)
e TNFR2 (CD120b) em células da resposta imune de sangue periférico de pacientes
portadores das formas clinicas IND e CARD com graus distintos de insuficiéncia
cardiaca. Acreditamos que a expressdo dos receptores de TNF-a nas células da
resposta imune, bem como a presenca de formas sollveis desses receptores, possa
ter papel relevante na manutencdo dos mecanismos regulatérios exercidos pelos
individuos portadores da forma IND da doenca de Chagas crbnica. Estudos com
essa finalidade sdo recomendados pelo Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas
(Ministério da Saude, 2005) e pelo Programa Integrado em Doenca de Chagas

(PIDC/Fiocruz), do qual nosso grupo é participante ativo.



3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a expressdo dos receptores de TNF-a na cardiopatia chagasica

cronica.

3.2 Especificos

a) Identificar a frequéncia dos receptores de membrana do TNF (MmTNF)
(TNFR1 e TNFR2), em linfocitos T CD4+ e CD8+, bem como em
monécitos CD14+ em portadores das formas clinicas cronicas IND e

CARD através de citometria de fluxo no contexto ex vivo;

b) Detectar os niveis de receptores soluveis de TNF (STNF) (TNFR1 e
TNFR2) e da citocina TNF-a em amostras de soro de portadores das
formas clinicas crénicas IND e CARD através de Cytometric Bead Array
(CBA);

c) Correlacionar os niveis de mMTNF e sTNF com os graus de gravidade da
cardiomiopatia chagasica.

METODOLOGIA

4.1 Populagéo de estudo

Serao selecionados 60 portadores crénicos da doenca de Chagas atendidos
no Ambulatério de Doenca de Chagas do Hospital Universitario Osvaldo Cruz
(HUOC), da Universidade de Pernambuco (UPE). Atualmente, o ambulatério € o
local de referéncia no estado de Pernambuco para o0 acompanhamento e tratamento
dos pacientes portadores da doenca de Chagas. Para sua inclusao no estudo, os
pacientes preencherdo 3 critérios: realizagdo dos exames clinicos
(eletrocardiograma, ecocardiograma, raios-X de térax e de esodfago) para a
classificagdo clinica, sorologia reagente para a infeccdo chagasica, segundo o
Ministério da Saude (2005) e nao ter sido submetido ao tratamento etioldgico. Assim,

os individuos serdo incluidos no estudo de acordo com os estagios de envolvimento



cardiaco: A (n=20), B1 (n=20) e C (n=20), estabelecidos pela | Diretriz Latino-
Americana para o Diagnéstico e Tratamento da Cardiopatia Chagasica
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011). Os valores de fracdo de
ejecdo ventricular esquerda serdo adquiridos através da realizacdo do
ecocardiograma. A avaliagdo dos critérios de inclusdo sera realizada em conjunto
com médicos colaboradores deste projeto, sendo estes responsaveis pelo
acompanhamento e tratamento dos portadores da doenca de Chagas. Além disso,

20 individuos néo portadores da doenca de Chagas seréo incluidos no estudo.

4.2 Coletade sangue

Nove mililitros de sangue serdo coletados em tubos contendo heparina
sbdica para realizacdo de fenotipagem celular. Além disso, cinco mililitros de sangue
serdo coletados em tubo seco para obtencéo de soro. Apés retracdo do coagulo, os
tubos serdo centrifugados (900 x g/ 10 minutos a temperatura ambiente [TA]) e
aliguotas de soro serdo devidamente identificadas e armazenadas a -20°C na
soroteca de doenca de Chagas do Laboratério de Imunoparasitologia do
CPgAM/Fiocruz.

4.3 Confirmacgéo da sorologia para a infec¢céo pelo Trypanosoma cruzi

Serdo utilizados dois testes imunoenzimaticos para a confirmacdo da
infeccdo chagasica com registro ativo na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), sendo um deles o Elisa convencional, kit comercial Test Elisa Chagas llI
(Biochile, Grupo Bio, Santiago, Chile). Sua microplaca € sensibilizada com lisado
total das cepas de T. cruzi Tulahuén e Mn, incluindo antigenos de membrana
altamente imunogénicos. E o outro, denominado Elisa recombinante, kit comercial
Imuno-Elisa Wama (Wama Diagnéstica, Sdo Carlos, Brasil), que utiliza antigenos
recombinantes purificados. A metodologia sera realizada conforme orientacées dos
fabricantes. Os resultados serdo interpretados como reagentes quando ambos 0s
testes apresentarem reatividade, e ndo-reagentes quando ambos nao apresentarem
reatividade (Ministério da Saude, 2005). Amostras que se mantiverem discordantes
mesmo apods repeticdo dos testes serdo interpretadas com inconclusivas, sendo

excluidas da pesquisa.



4.4  Avaliacdo ex vivo da frequéncia de Receptores de TNF (TNFR1 e TNFR2)
em linfécitos T CD4, CD8 e mondcitos CD14

Serao depositados 100ul do sangue total em tubos de poliestireno (5mL)
(BD Systems™) devidamente identificados, contendo os anticorpos monoclonais de
superficie (anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD14 conjugados a FITC, anti-TNFR1
conjugados a APC e anti-TNFR2 conjugados a PE) previamente titulados, por 30’ a
TA. ApOGs a incubacao, os eritrocitos serdo lisados e uma lavagem com PBS + BSA
0,5% seguida de centrifugagcdo (300 x g por 5 minutos a TA) sera realizada. As
células serdo fixadas com 200uL de BD Cytofix " (BD Biosciences®). Os tubos serdo
estocados a 4°C até o momento da aquisicdo no citbmetro de fluxo FACScalibur
(Beckton Dickson) do Nucleo de Plataformas Tecnolégicas do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes (CPgAM) / Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As andlises seréo

realizadas através do Software Cell Quest Pro (Beckton Dickson)

4.5 Quantificacao de receptores soluveis de TNF (TNFR1 e TNFR2) e TNF-a

em amostras de soro por Cytometric Bead Array (CBA)

Os niveis de receptores sollveis de TNF (TNFR1 e TNFR2) e TNF-a serdo
guantificados através do sistema Cytometric Bead Array (CBA) Flex, seguindo as
instru¢cdes do fabricante (Beckton Dickson). Primeiramente, 25 pyL da mistura de
beads de captura, marcadas com anticorpos monoclonais (anti-TNFR1, anti-TNFR2,
anti- TNF-a) serdo transferidas para tubos de poliestireno (5mL) (BD Systems™)
devidamente identificados. Em seguida, 25 pL das amostras de soro serdo
adicionados por 3h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Subsequentemente
serao adicionados 25 uL do reagente de detecgao contendo anticorpos anti-citocinas
alvos conjugadas a Phycoerythrin por 2h a TA e ao abrigo da luz. Apds a incubacao,
as beads serdo lavadas e 300 uL de solugdo tampéo serdo adicionados para
ressuspender as esferas. As beads serdo adquiridas dentro de 24h utilizando o
citobmetro de fluxo FACScalibur (Beckton Dickson) do Nucleo de Plataformas
Tecnologicas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM) / Fundacao
Oswaldo Cruz (Fiocruz). As andlises serdo realizadas através do Software FCAP

Array versao 3.01 (Beckton Dickson).



4.6 Andlises estatisticas

A andlise estatistica sera realizada através do software PRISM 5.0
Windows® (E.U.A.). Para confirmacdo do pressuposto de homogeneidade
utilizaremos o teste de Bartlet. Desta forma, para amostras homogéneas com curva
de distribuicdo normal, a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey,
serdo realizados para comparacdo das meédias de expressdo de moléculas de
superficie (Receptores de TNF) e de TNF-a entre os grupos. Quando diante da
heterogeneidade das amostras, teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns,
serdo realizados. A avaliacdo das correlacdes entre TNFR1, TNFR2 e TNF-a seré
realizada através do teste de correlacdo de Pearson. Todas as conclusdes serao

tomadas ao nivel de significancia de 5%.

4.7 Aspectos éticos

Este estudo possui aprovacéo junto ao Comité de Etica do CPgAM/Fiocruz-
PE. Os dados que os identifiguem serdo mantidos em absoluto sigilo e, ao invés do
nome, o0 material biolégico recebeu um cédigo numérico, mantendo, desta forma, a

confidencialidade dos dados.

5 VIABILIDADE

Os experimentos seréo realizados no Servico de Referéncia em Doenca de
Chagas (SRDC), localizado no Laborato6rio de Imunoparasitologia, Departamento de
Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (Fiocruz-PE). Este Servico de
Referéncia realiza diagnéstico de alta complexidade e atende a demanda de
hospitais e centros de saude de Recife/PE e regido metropolitana, tendo como
principal demandante o Ambulatério de Doenca de Chagas do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz (HUOC) da UPE, local de referéncia regional para avaliacdo e
tratamento da endemia. Todos 0s insuMoOs necessarios para a coleta de sangue e
estocagem do soro estdo disponiveis em nosso laboratorio. Além disso, Os
marcadores de superficie CD4, CD8 e CD14 também ja estdo disponiveis, bem
como uma parte da quantidade suficiente dos receptores mMTNFR1 e mTNFR2.
Também j& adquirimos o CBA Flex para avaliacdo dos receptores de sTNF e da

citocina TNF-a. Este projeto faz parte de um subprojeto, coordenado pela



pesquisadora Virginia Maria Barros de Lorena (CPgAM/Fiocruz) intitulado
“Identificacdo de Biomarcadores de progressao/prognostico em portadores da
doenca de Chagas cronica”, inserido em um projeto maior intitulado “Cardiomiopatia
chagasica cronica: prospec¢do de biomarcadores de progressdo em portadores da
doenca de Chagas, testes pré-clinicos de novas drogas tripanossomicidas e efeitos
terapéuticos da associacdo de medicamentos”, coordenado pela pesquisadora Joseli
Lannes Vieira (IOC/Fiocruz), com financiamento do CNPg (DECIT/CNPq 40/2012
Pesquisa em Doencas negligenciadas - 403979/2012-9).

6 CRONOGRAMA DE EXECUCAO

Atividades 2016 2017
10 ] 20 [ 30 | 20 | 10 J 20 { 30 | 40
Selec¢édo dos pacientes X x LOX X | x x
Realizacao do diagnéstico soroldgico x x X x ) x
Avaliacéo ex vivo da frequéncia de xrx N xx
Receptores de TNF (TNFRLe TNFR2) | | | |
em linfocitos TCD4, TCD8 e mondcitos
Quantificacado de receptores solluveis de o o L o x x ) o
TNF e TNF-a em amostras de soro
Analise dos dados _ ) F o x X x o
Elaboracéo de relatérios e artigos B F o x X x x
cientificos | ' ' | !
Redacao da Dissertacao 'Tr xjxrxrx
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