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“N&o atire nas estrelas,

nés ja sabemos o que ha.

Atire para o espaco entre,
porque € nisto

onde esta o verdadeiro mistério.”

Vera Cooper Rubin

(23/07/1928 — 25/12/2016)
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Resumo

A doenca de Chagas, que tem como agente etiolégico o protozoario,
parasito intracelular Trypanosoma cruzi, € endémica em 21 paises da América
Latina, onde o seu custo anual de assisténcia médica é cerca de US$ 383 por
paciente. Esta pode ser classificada evolutivamente em duas fases: aguda e
cronica, a aguda pode ser devida a infeccdo primaria ou a reativacdo de fase
cronica. Cerca de 30% dos pacientes evoluem para a forma cardiaca cronica, e
até mesmo os pacientes com a forma indeterminada cronica da doenca podem
retornar & sintomatologia, passando a desenvolver também a forma cardiaca,
foco deste estudo. Esta € uma cardiomiopatia dilatada com uma miocardite rica
em células T. A dissociacdo entre a presenca de parasitas e o infiltrado
inflamatério no tecido cardiaco, sugere a natureza autoimune na lesdo
inflamatéria. Os autoanticorpos contra receptores cardiacos modulam a
contratilidade cardiaca e assim a funcéo cardiaca, e a desregulacéo do sistema
imunologico, através do desequilibrio na producdo de citocinas pré e anti-
inflamatorias contribuem para a patogenia da doenca. O objetivo deste estudo
foi mensurar a concentracdo plasmatica das citocinas pro-inflamatorias IL6 e
IL17A e os niveis de autoanticorpos contra receptores cardiacos B1AR (B1) e
M2AchR (M2) de pacientes chagasicos crbnicos, através de citometria de fluxo
e de ELISA, respectivamente. Avaliou-se a associacao entre estes parametros
e a gravidade da doenca, caracterizada pela fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE), detectada ao ecocardiograma, a qual representa a funcéo
cardiaca. Os pacientes foram separados em dois grupos: com boa funcéo
cardiaca (FEVE > 50%) ou disfuncao (FEVE < 50%). Este estudo observou que
as citocinas IL17 e IL6 estdo em maiores niveis plasmaticos (média, pg/mL)
nos pacientes chagasicos (IL17 - 24.03 e IL6 - 1.415) que no grupo controle
(IL17 — 10.50 e IL6 — 0.556) e que a IL17 foi associada ao grupo com melhor
funcédo cardiaca, enquanto a IL6 foi associada a uma pior fungdo cardiaca. Esta
associacdo entre as interleucinas foi apontada como deletéria a salde em
estudos anteriores. O que evidencia um possivel papel duplo de IL17. Foi
também detectada a presenca de autoanticorpos em 58,82% dos pacientes
chagésicos deste estudo, contudo ndo houve associacdo destes com 0s niveis
de citocinas analisadas ou com a funcdo cardiaca. Concluindo-se que varios
mecanismos contribuem para a evolucao e cronicidade da doenca de Chagas,
como as citocinas, e também os mecanismos de autoimunidade, o que né&o
esta totalmente esclarecido e carece de mais estudos. Palavras chaves:
AUTOANTICORPOS. AUTOIMUNIDADE. CARDIOMIOPATIA CHAGASICA
CRONICA. DESEQUILIBRIO IMUNOLOGICO. MIMETISMO MOLECULAR.




Abstract

Chagas disease, which has as its etiological agent, the protozoan
parasite, the intracellular parasite Trypanosoma cruzi, is endemic in 21
countries in Latin America, where its annual history of medical care is about
US$ 383 per patient. This can be classified evolutionarily into two phases: acute
and chronic, acute can be due to primary infection or chronic phase
reactivation. About 30% of patients evolve to chronic cardiac form, and even
patients with indeterminate of the disease can return to the symptomatology,
starting to develop also the cardiac form, focus of this study. This is a dilated
cardiomyopathy with a T-cell rich myocarditis. The dissociation between the
presence of parasites and the inflammatory infiltrate in cardiac tissue suggests
the immune nature in the inflammatory lesion. The autoantibodies against
cardiac receptors modulate cardiac contractility and thus cardiac function, and
the deregulation of the immune system through imbalance in the production of
pro and anti-inflamatory cytokines contributes to the pathogenesis of the
disease. The objective of this study was to measure the plasma concentration
of pro-inflammatory cytokines IL6 and IL17A, and the levels of autoantibodies
against cardiac B1AR (B1) and M2AchR (M2) cardiac receptors of chronic
Chagasic patients, through flow cytometry and ELISA, respectively. Was
evaluated the association between these parameters and the severity of the
disease, characterize by the left ventricular ejection fraction (LVEF), detected
on the echocardiogram, which representes the cardiac function. This study
observed that the cytokines IL17 and IL6 are at higher plasma levels (average,
pg/mL) in chagasic patients (IL17 - 24.03 and IL6 - 1.415) than in the control
group (IL17 - 10.50 and IL6 - 0.556) and that IL17 was associated with the
group with better cardiac function (LVEF > 50%), while IL-6 was associated with
worse cardiac function (LVEF < 50%). This association between interleukins
was pointed out as deleterious to health in previous studies. This shows a
possible double role of IL17. The presence of autoantibodies in 58.82% of the
chagasic patients of this study was also detected, but there was no association
of these with cytokine levels analyzed or with cardiac function. It is concluded
that several mechanisms contribute to the evolution and chronicity of Chagas'
disease, such as cytokines, as well as autoimmunity mechanisms, which is not
fully understood and requires further studies. Keywords: AUTOANTIBODIES.
AUTOIMMUNITY. CHRONIC CHAGASIC CARDIOMYOPATHY.
IMMUNOLOGICAL IMBALANCE. MOLECULAR MIMETISM.




1 - Introducéao

1.1 — Consideracfes Gerais
1.1.a- Tripanossomiase Americana

A Tripanossomiase Americana ou também denominada Doenca de
Chagas tem como agente etiol0gico o parasito intracelular Trypanosoma cruzi e
foi descrita e caracterizada pelo médico sanitarista brasileiro Carlos Ribeiro
Justiniano das Chagas. Este parasito infecta tanto hospedeiros vertebrados
(animais silvestres e também domeésticos, e até mesmo o homem), quanto
invertebrados, os insetos triatomineos, popularmente conhecidos como

barbeiros, na transmissdo em sua forma natural.

Segundo a Organizacao Mundial de saude, esta doenca afeta cerca de 6-
7 milhBes de pessoas e € endémica em 21 paises da América Latina (WHO,
2015). Mesmo a Doenca de Chagas nao sendo erradicavel, dada a
permanéncia do ciclo silvestre do T. cruzi e casos de transmissao oral, o
controle adequado do barbeiro vem sendo altamente efetivo desde a década
de 80. A distribuicdo geografica da doenca de Chagas se espalhou nas ultimas
décadas devido a migracdo, com mais de 300 mil pessoas infectadas nos
Estados Unidos, conforme indicado pelas estimativas (CDC, US, 2013), mas
ainda se faz necessaria a vigilancia para se erradicar a transmissao vetorial,
em geral, o controle desta doenca compete aos sistemas publicos de saude. As
infeccbes cronicas na América do Norte, Europa e Asia sdo principalmente em
consequéncia de transfusdo de sangue contaminado, transplante de 6rgaos e
transmissao congénita, ou vertical, que agora representa 22% de todas as

novas infecgdes. Estima-se que mais de 8000 criangas séo nascidas a cada



ano com infeccdo por T. cruzi. Cerca de 3.581.423 de pessoas infectadas por
Chagas residem em paises do Cone Sul, destacando-se que 1.156.821 destas
vivem no Brasil (Dias, et al., 2016; Matos, et al., 2017; Gonzalez-Tomé, et al.,

2018).

Dados econdmicos baseados em simulagbes de modelo computacional
indicam, que para um individuo com a doenca de Chagas crbnica, 0 custo
anual de assisténcia médica é a cerca de US$ 383 na América Latina, US$
1.762 na Europa e US$ 1.162 nos Estados Unidos, Canadd e na Australia.
Com média ponderada global estimada em cerca de US$ 474 (dblares
americanos). O custo total da vida util de um paciente crénico (despesas
médicas somadas a perdas na produtividade do individuo) descontado para a

sociedade foi de US$ 24.245 na América Latina (Lee, et al., 2013).

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

(R -

Diferenciacao para formas
tripomastigotas metaciclicas Liberacao das formas
tripomastigotas metaciclicos
junto com as fezes e a urina
do triatomineo durante o

Formas tripomastigotas
metacidicas invadem células
hospedeiras no sitio de

repasto sanguinec inoculacao ’

Tripomastigotas sanguineos
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linfatica, infectando outras 4
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/\/P. .g—\_,\
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b y
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Amastigotas intracel u\ares se
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tripomastigotas sanguineas Triatomineo se alimenta de tripomastigotas e, com o
Selo vetor sangue do homem e de rompimento das células, /]
outros mamiferos entram nas correntes
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Ciclo de transmissao do 7Tnypanosoma cruzi (simplificado). Infografico: Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz.

Figura 1.1 — Ciclo de transmisséo do Trypanosoma cruzi: Ciclo de transmissdo do Trypanosoma

cruzi em invertebrados (silvestres) e em vertebrados (silvestres e domésticos) (Fiocruz).



Os grandes avancos no controle da Doenca de Chagas ndo foram
suficientes para sua erradicacao, principalmente pelo ciclo silvestre do T. cruzi,
através dos invertebrados como mostra a figura anterior, inicialmente, o inseto
Triatoma infestans infectado pica o hospedeiro e defeca ao mesmo tempo.
Uma solugdo de continuidade permite a entrada da forma tripomastigota
metaciclica, presentes nas fezes, no sitio de inoculacao, iniciando o ciclo do T.
cruzi no humano, e estes invadem as células sanguineas, onde se transformam
em amastigotas, dai se multiplicam e transformam-se em tripomastigotas
sanguineos. Posteriormente, as células se rompem e 0s parasitas sao
liberados na corrente sanguinea e linfatica, podendo assim invadir novas
células, onde se multiplicam em amastigotas (lado direito da imagem). Os
tripomastigotas sanguineos podem também ser sugados por um novo inseto,
reiniciando-se desta forma o ciclo do parasita. No tubo digestivo do inseto, os
tripomastigotas sanguineos se transformam em epimastigotas, os quais se
multiplicam por divisédo binaria e diferenciam em tripomastigotas metaciclicos
(lado esquerdo da imagem). Novos elementos resultantes da interacdo da
sociedade moderna com o meio ambiente, dos movimentos populacionais
migratérios, e até mesmo o0 turismo, que atrai pessoas de diferentes regides
geograficas, culminaram em um novo problema epidemiolégico, econdémico,
social e politico. Assim uma moléstia latino-americana se transformou em

doenca global (Moncayo, 2006).

1.2 - Evolugéo Sintomatica

1.2.a - Fase Aguda

A evolucéo da Doenca de Chagas se da em duas fases distintas: aguda e

cronica. A fase aguda pode ser devida a infeccdo primaria ou a reativacao da



fase crénica. A fase aguda possui como caracteristica a alta parasitemia e é
pouco sintomatica, ou seja, em muitos pacientes infectados por transmissao

vetorial, a fase aguda néo é diagnosticada.

O quadro clinico se assemelha ao de outros casos de infeccdo em geral,
com manifestacdes sistémicas pouco especificas de febre, tonteiras, dor de
cabeca e mal estar, podendo estar associado a miocardite ou ndo. Mas
também podem apresentar taquicardia desproporcional, esplenomegalia e o
sinal de Romafia, que € um edema subcutaneo na péalpebra, embora também
possa ocorrer em outras regidées no corpo apds a picada do inseto vetor.
Manifestacfes de comprometimento cardiaco e a meningoencefalite também

podem ser relatadas nesta fase, mas sao raras (Marcondes & Rassi, 1994).

A maioria dos pacientes permanece com a forma assintomatica, mas a
persisténcia de parasitas muitas vezes resulta na forma crénica da doenca,
afetando o sistema nervoso periférico e/ou o coracdo dos pacientes, pois 0s
parasitas de T. cruzi infectam praticamente qualquer célula, atingindo o
citoplasma da mesma, onde ocorre a replicagdo do parasita, seguido da morte
celular e disseminacdo de parasitas infecciosos no meio extracelular (Lescure,
et al., 2010; Morillo, et al., 2015). Apos a infeccdo inicial, a fase aguda da
doenca dura no maximo dois meses e progressivamente, observa-se a fase

cronica, descrita a seguir.

1.2.b - Fase crbnica

A fase crbnica da doenga é caracterizada pela baixa parasitemia, assim
exames parasitolégicos ndo sao rotineiramente utilizados e testes soroldgicos

baseados na detecgédo de anticorpos contra o T. cruzi devem ser empregados.



O diagnostico da infeccdo pelo T. cruzi € confirmado (ou excluido) com pelo
menos dois testes soroldgicos de principios diferentes e os mais empregados
sdo: ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFI) e
hemaglutinacéo indireta (HAI). Quando realizados os trés testes, é possivel
obter concordancia entre eles em mais de 98,0% dos soros (Saéz-Alquézar, et

al., 1997; Ministério Da Saude, 2005).

Na fase cronica, quatro situacdes clinicas podem evoluir: a forma
indeterminada, a forma cardiaca, a forma digestiva e a forma mista, que é o
acometimento cardiaco e digestivo no mesmo paciente (De Andrade, et al.,
2011), sendo que as duas ultimas ndo serdo aqui aprofundadas. Cerca de 30 a

40% dos pacientes desenvolvera a forma cardiaca, digestiva ou mista.

i. Formaindeterminada

Os demais, cerca de 60 a 70%, permanecerdo com a forma
indeterminada durante toda a vida, ou esta forma pode durar entre 30 e 40
anos. Os pacientes com essa forma apresentam sorologia e/ou exames
parasitolégicos positivos para Trypanosoma cruzi, ou seja possuem anticorpos
contra o parasito, mas ndo manifestam sintomas, sinais fisicos ou evidéncias
de lesBes orgéanicas (cardiacas e extracardiacas) ao ECG e a radiografia de
térax, nem em outros estudos radiologicos (esdfago e colon), ou seja, as
alteracOes observadas na fase aguda regridem e deixam de se manifestar
(Dias, 1989). Estes pacientes n&do possuem o parasito circulante,
permanecendo este em reservatorios teciduais locais, podendo haver

recirculacdo do mesmo, e sem sintomas da doenca, (como o proprio nome ja



demonstra) ou desenvolvem desnervacdo do musculo parietal liso no trato
digestivo (5-10%) (Cunha-Neto, et al., 1996).

Mesmo que ndo se observe dano cardiaco evidente, varios estudos ja
detectam neste periodo da doenca, a miocardite focal, bem como lesdo no
sistema de conducgdo cardiaco e deficiéncia de contratilidade no miocéardio.
Estas alteracbes podem ser evidenciadas com o uso de testes mais sensiveis
como o eletrocardiograma de longa duragcdo, o teste de esforco, o
ecocardiograma e a biopsia endomiocardica (Parada, et al., 1997; Ribeiro &
Rocha, 2000; Fuenmayor, et al., 2005).

E sabido que dentre os pacientes que apresentam a forma indeterminada,
ocorre um retorno a sintomatologia, anteriormente observada na fase aguda,
pela recirculagdo dos parasitos, em aproximadamente 35% dos casos. Ainda
que se observem poucos parasitos nos 6rgdos que sdo acometidos como o
es6fago, colon e predominantemente, o coracdo (27%) (Brenner, 1992),
desenvolvendo assim a forma cardiaca cronica, a qual ser& discutida a seguir e

é o foco deste estudo.

ii. Forma cardiaca

A forma cardiaca pode ocorrer com e sem disfuncdo ventricular global
grave (usualmente denominada forma arritmogénica). Embora o mais comum
seja a coexisténcia de manifestagcdes arritmicas com o quadro congestivo,
alguns pacientes podem apresentar uma forma de cardiopatia chagasica
cronica (CCC) caracterizada apenas por arritmias e distlrbios de conducédo
intraventricular e atrioventricular, com a fracdo ejetora ventricular esquerda
quase normal, (FEVE nao alterada em exames complementares basicos). Essa

arritmia ventricular maligna constitui importante marcador prognéstico devido a



morte sUbita, que tem mecanismo multiplo (taquicardia e fibrilagdo ventricular
ou assistolia), associada a mdultiplas areas cicatriciais no miocardio. A
insuficiéncia cardiaca crénica habitualmente instala-se 20 anos ou mais apoés a
infeccdo (Rassi, et al., 1995).

Como ndo ha vacina para a doenca e o tratamento de Chagas com
drogas anti - T. cruzi ndo impede a progressao da CCC, as disordens do
coracdo sao tratadas apenas sintomaticamente, quando ja em fase crbnica
(Teixeira, et al., 1990), no entanto, o uso de medicamentos como o
benzonidazol, o qual é indicado na fase aguda da doenca, fica a critério do
médico e depende do estagio da doenca no qual se encontra o paciente. Pois
h& estudos com dados contraditérios que mostram efeito benéfico evitando a
progressdo da miocardite, apesar dos diversos efeitos colaterais e da nédo
eliminacao total do parasita, ainda na fase aguda ou na reativagdo da doenca,
diferindo da fase crbnica, onde outro estudo mostra ndo haver beneficio
evidente no uso deste medicamento (BENEFIT, 2015).

O esquema explicativo a seguir resume a doenca de chagas desde a
infec¢do, com o inicio da fase aguda, e com a progressao para a fase cronica,
passando ou ndo pelo diagnéstico e tratamento, atingindo assim as quatro

formas clinicas da mesma.

Diagnostico —> | Tratamento |_3 | Acometimentos

1\ Cardiaco, Trato
Sintomaticos | —> Digestivo e Mistos

7 Fase Fase
Infeccao | —> aguda |—>| Crénica

| Assintomaticos | —> Forma
x Indeterminada

Figura 1.2 — Esquema da Progresséo da Doenca de Chagas: Resumo do desenvolvimento das

fases e das formas clinicas da doenca de Chagas desde a infec¢cdo, com uso ou ndo de medicamentos

(adaptado de Andrade, et al., 2014).



1.3 - Génese Da Cardiomiopatia Chagasica Crénica (CCC)

A forma cardiaca da Doenca de Chagas tem progresséao lenta e induz trés
tipos principais de alteracdes, e s@o elas: arritmias cardiacas, alteragbes da
microcirculacdo e/ou evolugdo para insuficiéncia cardiaca, que podem existir
associados ou ndo (Acquatela, 1998). A fisiopatologia da cardiopatia cronica se
expressa também por alteracdes inflamatérias, degenerativas, fibréticas.
Véarios mecanismos devem contribuir para a patogenia das lesdes cardiacas,
além do dano direto do proprio parasita ao tecido, e a consequente instalacédo
dos diversos disturbios fisiopatoldgicos, conforme revisbes anteriores

(Tanowitz, et al., 2009).

Dentre as alteracfes arritmogénicas sao observadas: disfuncédo sinusal,
bloqueios variados atrioventriculares e intraventriculares, arritmias ventriculares
por reentrada, e discinergias ou aneurismas ventriculares que predispdem a
complicacBes tromboembdlicas. Assim com o progressivo dano miocardico
sobrevém a insuficiéncia cardiaca de padrdo cardiomiopatico dilatado e

caracteristicamente biventricular (Acquatella, 2007).

A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome complexa, resultante de
alteracOes estruturais e funcionais, que modificam a capacidade ventricular em
receber e/ou ejetar sangue, que indicam alteragcbes de relaxamento e
contracdo do musculo cardiaco (Krieger, 2008). Na insuficiéncia cardiaca
varios fatores se somam resultando na faléncia celular, incluindo-se alteractes
na homeostasia de Ca?+, seja na expressado génica ou na funcéo de proteinas
e estruturas responsaveis por esta regulacdo, e consequentemente na
contratilidade do coracédo, pois este ion é o regulador crucial da contracéo

cardiaca (Bers, 2001; Guatimosim, et al., 2002).



O ecocardiograma é de suma importancia para o diagnéstico de
cardiomiopatias, pois permite a quantificacdo do grau de comprometimento da
funcdo sistolica, que é um marcador de progndstico em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, comum em pacientes com dilatacdo do ventriculo
esquerdo, assim como € importante na deteccdo de alteracdo da contracdo
(Kolias, et al., 2000). Este exame permite a visualizacdo de imagens
detalhadas das estruturas anatdbmicas cardiacas e a avaliacdo da funcéo
cardiaca de bombear o sangue para todo o organismo, sendo 0 exame mais
comum para esta rotina clinica, pois a fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo
(FEVE) pode ser estimada a partir dos diametros ventriculares, calculados
segundo a geometria volumétrica do ventriculo esquerdo, em sistole e em

diastole (Parisi, et al., 1979).

Na fase crbnica assim como na fase aguda da doenga de Chagas podem
ser observadas alteracdes na microcirculacdo coronaria. A despeito das
alteracdes morfoldgicas e funcionais do sistema autonémico do coracdo serem
detectaveis em pacientes chagasicos cronicos, elas ocorrem em intensidade
variada e ndo se correlacionam diretamente ao grau de depresséao ventricular.
Estas alteracfes participam no processo de miocitdlise e fibrose miocéardica, e
admite-se que distarbios microcirculatérios, assim como microespasmos, e a
formacao de microtrombos plaquetérios, detectados em modelos experimentais
de infeccéo por T. cruzi e em humanos com doenca de Chagas, contribuam
como amplificadores dos efeitos inflamatérios e produzam isquemia
miocardica, pois alteram a permeabilidade endotelial dos vasos e
consequentemente a migracdo das células inflamatérias e o aporte de

nutrientes para o tecido cardiaco (Marin-Neto, et al., 2007; Cunha, 2012).
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A cardiomiopatia chagasica crbnica além de ser uma cardiomiopatia
dilatada, é também uma miocardite rica de células T, uma inflamacao
usualmente de baixa intensidade, mas incessante, o que provoca destruicao
tissular progressiva e fibrose extensa no coracao, principalmente pela presenca

de T CD8+, e que muitas vezes segue um curso fatal (Rassi, et al., 1982).

A fisiopatologia da doenca se desenvolve através de um complexo
processo com participagdo de diversos mecanismos, ressaltando-se o
mecanismo imunolégico, onde fatores inflamatérios e de cunho autoimune
podem se desequilibrar, associados a persisténcia do parasito no hospedeiro e
a resposta aos multiplos antigenos “transitérios” préprios (proteinas do
miocardio, como o0s receptores cardiacos) (Anez, et al., 1999; Girones &

Fresno, 2003).

1.4 - Resposta do Sistema Imunoldgico ao T. cruzi

A resposta imune ao T. cruzi € desencadeada pela persisténcia do
parasito no tecido do paciente, pois o T. cruzi esta equipado com um multiplo
aparato molecular indutor da imunidade inata, ou seja, a resposta imune
natural, ndo especifica e sem memdria, através de receptores do tipo Toll, e
ativa principalmente macréfagos, os quais podem atuar de diferentes formas,
como células apresentadoras de antigenos (APCs) ou efetoras, na morte de

parasitas (Cabral-Piccin M.P., et al., 2016).

Durante o curso da doenca, os padrées moleculares associados ao
patdgeno persistente sdo captados, processados e apresentados aos linfécitos

pelas APCs. Esta atividade da inicio a imunidade inata, resposta esta que ativa
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a liberagdo de inimeras citocinas pro-inflamatoérias como: IL-1, IL-6, IL-12, IL-
18 e TNF-a. E também através das APCs que outros sinais co-estimuladores
sdo expressos durante a sinapse imunologica, ativando a cascata de células
inflamatdria, principalmente, T CD4+ e T CD8+, as quais de diferenciam em
células T efetoras, que penetram no tecido cardiaco e medeiam a inflamacao e

as lesdes ao tecido (Reis, et al., 1993; Michailowsky, et al., 2001).

Portanto, além das trocas de sinais mediados por moléculas de superficie,
as APCs podem secretar diferentes citocinas, como mostrado na ilustragédo a
seguir, as quais sdo centrais na definicdo (segundo a expressao de fatores de
transcricdes genéticos) do fenoétipo diferenciado em populagées de linfocitos T
efetoras, durante a inflamacgé&o, resultando assim na resposta imune adquirida,
a qual possui especificidade e memoéria imunolégica. Entdo, por sua vez, as
células TCD4 e TCD8 também liberam interleucinas e IFN-Y e ativam
macrofagos e demais células, reiniciando assim o ciclo e ampliando a resposta

imune (Nickell, et al., 1993).

Neste contexto, em resposta ao patdégeno, as APCs, através da liberacao
de IL-12 e de IL-18, induzem a diferenciacdo de células T para um perfil de
células Thl especificas, produtoras de IFN-Y, o qual inibe Th2 (Marino, et al.,
2004). Estas células e os anticorpos levam a certo controle da doenca, mas
ndo a completa eliminacdo do parasito do sangue ou do tecido cardiaco. Se
estabelece assim um baixo grau de persisténcia crénica da infeccgéo,
resultando, nos assintoméaticos, em uma resposta do tipo Thl enviesada com

baixa producéo de IL-4, pelas Th2 (Ribeiro & Rocha, 2000).
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Figura 1.4 — Diferenciacdo dos linfocitos T em células T efetoras: Diferenciagéo,
mediada por interleucinas, segundo fatores de transcricao génica, dos linfocitos T classicos em

células T efetoras pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), (Abbas, et al., 2015).

Entretanto nos cardiomiopatas chagasicos, o resultado apresenta uma
resposta imune particularmente forte do tipo Thl com o aumento do niumero de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) produtoras de IFN-Y, bem
como, no plasma, as de TNF-a, os quais irdo ampliar significativamente a
resposta inflamatéria (De Araujo, et al., 2012). Desta forma, as células T
efetoras, TCD4 e TCD8 ao produzirem IFN-Y e/ou ao matarem células, por
parasitas, infectadas podem restringir a infeccdo ou promover a
imunopatologias no coracdo, quando houver um desequilibrio em suas

producdes de citocinas (Albareda, et al., 2006; Silverio, et al., 2012).
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As células T reguladoras (Tregs) atuam como mediadores fundamentais
da homeostase do sistema imune ao regular as respostas imunes inatas e
adaptativas. Este papel indispensavel das Tregs na tolerancia imunoldgica
periférica e na prevengcdo de doencas autoimunes esti bem esclarecido na

literatura (Saxena, et al., 2014).

Assim sendo, a resposta inflamatéria exacerbada, em questdo, se da
guando ocorre a producéo descontrolada de citocinas do tipo Thl, que pode
ser também devida a uma menor atividade supressora das células Treg CD4+
CD25+ IL-10+, em menor niumero nos pacientes chagasicos. Ampliando desta
forma a inflamacéo e a agresséo tissular, como mecanismo imunopatol6gico,
sugerindo-se que estas células, quando ativadas através do TCR, na presenca
de IL-2, sdo capazes de suprimir as células T, ao produzir TGF-3, IL-10 e IL-35,
e podem desempenhar um papel importante no controle da intensidade da
inflamacédo da doenca de Chagas. Assim como, a propria citocina IL-10, que é
imunossupressora, dentre outras citocinas de igual importancia, como a IL-35,

a qual suprime Th17 (Araujo, et al., 2007; Nogueira, et al., 2014).

Tais células, Thl7, desde a sua descoberta, foram implicadas na
patogénese das doencas autoimunes mais comuns, incluindo psoriase, artrite
reumatdide e esclerose mudiltipla e outras, em modelos animais dessas
doencas. Apesar dos inumeros estudos sobre células Th17, os papéis relativos
das células Treg e Thl7 em conjunto, na patogénese da cardiomiopatia
chagasica cronica, assim como em outras doengas com a participagdo do viés
autoimune, ainda ndo estdo claros. Existem na literatura dados contraditérios
gue demonstram que ndo ha aumento nos niveis séricos de IL17, mesmo em

pacientes com insuficiéncia cardiaca crbnica estabelecida, o que reforca o fato
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de que mais estudos sobre esta citocina sdao necessarios (Zhu, et al., 2012;

Edwards, et al., 2015).

1.5 - Autoimunidade: Interleucinas e Antirreceptores

Ao longo dos anos, investigacdes clinicas e experimentais tém
demonstrado que o mecanismo autoimune pode ser um dos mais importantes
na evolugdo da patogénese da Doenca de Chagas, embora este papel ndo
esteja totalmente esclarecido. Dados sugerem que as células Thl7 tém
desempenho central no desenvolvimento de doencas inflamatérias e
autoimunes como: asma, artrite reumatéide e lupus (Edwards, et al., 2015).
Mas este papel ndo parece ser unico, como sua fungcdo priméria, visto que a
IL17, produzida pelas células Thl7, também media a estimulagdo da
mobilizagdo e recrutamento preventivo de neutrofilos, contra necrose tecidual
ou sepse, diante da interface entre resposta imune inata e adaptativa, ou seja,
exibe neste caso um papel protetor (Bi, et al., 2007). Contudo, Sanoja e
colaboradores, em modelo de infeccdo experimental, sugerem que esta
populagéo celular poderia ter efeito duplo; com papel protetor, em baixos niveis
de infeccao, e patogénico quando associado a IL-6 nos animais com alta carga

parasitaria (Sanoja, et al., 2013).

Esta dltima é pré-inflamatéria, estimula a sintese de proteinas de fase
aguda, tem acdo importante na atracdo de eosinofilos para o local de
inflamacéo, estimula a proliferagdo celular de neutréfilos e inibe a proliferagéo
de células t reguladoras, sendo as células B, T e os mondcitos as suas

principais fontes. A IL6 também estimula a plasticidade celular das células
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Thl7 e segundo alguns autores, a IL6 encontra-se aumentada em ratos
infectados por T. cruzi, assim como em humanos com a forma cardiaca crénica
da doenca de Chagas em comparagdo aos grupos de néo infectados e de
chagéasicos com a forma indeterminada da doenca em questao (Heinrich, et al.,

1990; Sato, 2014; Souza, 2012; Truyens, et al.; 1994).

As interleucinas séo citocinas sintetizadas por leucécitos e atuam sobre
outros leucécitos de diferentes formas, esta producdo se da em resposta a
microorganismos e a antigenos diversos, mediando assim a resposta imune e a
consequente inflamacdo. Estas tém natureza polipeptidica e também
propriedade pleiotrépica, ou seja, podem gerar efeitos multiplos em mais de um
tipo celular. Iniciam suas acOes pela ligagdo a receptores de membrana
especificos nas células-alvo, estas acbBes consistem em alteragcbes na
expressdo génica destas células, gerando assim, a realizacdo de novas
funcdes e também a proliferacdo celular ou sua inibicdo, por exemplo, e estas

podem ser locais ou sistémicas (Abbas, et al.; 2015).

Em Chagas, os estudos iniciais relacionados a resposta imune priorizaram
a resposta humoral, pois a presenca de autoanticorpos, produzidos por células
B, reativos a antigenos do parasita tem sido de suma importancia para a
caracterizacdo da resposta imune de chagasicos. Alguns destes anticorpos,
encontrados no soro destes pacientes com a forma indeterminada da doenca,
sdo denominados Liticos, e reagem a epitopos da galactose, sugerindo um
papel protetor. Entretanto, outras classes de anticorpos autoreativos a
estruturas especificas do proprio hospedeiro, estdo relacionadas com o nivel

da patogenia da doencga crbnica, sendo capazes de ativar a proliferagdo celular
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de linfécitos B e T, relacionadas a processos autoimunes (Dutra, et al., 2005;

Dutra, et al., 2009).

Tem relevancia o fato de que ao serem incapazes de encontrar
consistentemente parasitas proximos ao infiltrado inflamatério no tecido
cardiaco afetado, alguns pesquisadores sugeriram que a lesédo inflamatdria do
coracdo poderia ser de natureza autoimune, possivelmente envolvendo
mimetismo antigénico entre T. cruzi e antigenos cardiacos (Cunha-Neto, et al.,
1996). Esta hipotese foi reforcada pela descoberta de que as células T CD4+
de um modelo murino de CCC podem transferir lesbes cardiacas a
camundongos nao infectados (Tibbetts, et al., 1994). Em adicdo, Levin e
colaboradores defendem também esta teoria do mimetismo molecular no
aparecimento de autoanticorpos, que reconhecem a regido carboxi-terminal de
proteina P2B-ribossomal do Trypanosoma cruzi, no soro de pacientes

chagéasicos com acometimento cardiaco (Levin, et al., 1989; Levin, et al., 1991).

E foi também demonstrado que ha reacdo cruzada entre a porcao C-
terminal da proteina P-ribossomal de Trypanosoma cruzi e a regiao da segunda
alca extracelular do receptor 31-adrenérgico (Ferrari, et al., 1995) e do receptor
colinérgico M2 muscarinico cardiaco, como mostra a figura a seguir, esta
homologia se deve tanto a sequéncia de aminoacidos carregados

negativamente, quanto a estrutura tridimensional de ambos (Elies, et al., 1996).

Esta hipotese foi corroborada por Masuda e colaboradores que
observaram o bloqueio da atividade depressora da funcéo cardiaca pela fracao
de imunoglobulinas G isolada de soros de pacientes chagasicos cronicos,
quando previamente incubados com peptideo correspondente a regido C-

terminal da proteina P-ribossomal P23 de T. cruzi (Masuda, et al., 1998).
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Figura 1.5 - Reacdo cruzada entre proteina P-ribossomal de T. Cruzi e receptor M2
muscarinico cardiaco: Sequéncia de aminoacidos da porcdo C-terminal da proteina P-
ribossomal de Trypanosoma cruzi e da regido extracelular do receptor colinérgico M2
muscarinico cardiaco semelhantes que induzem a reagéo cruzada com auto- anticorpos (Elies

et al., 1996).

Entdo, os autoanticorpos contra os receptores cardiacos 1 e M2
acionam o0s mesmos de forma agonista aos seus neurotransmissores,
noradrenalina e acetilcolina, ou seja, sdo capazes de aumentar e diminuir a
frequéncia cardiaca respectivamente, bloqueando assim a conducgéo
atrioventricular, modificando o metabolismo celular e comprometendo a forca

mecanica e elétrica do coracdo (Costa, 2006).

As células neuronais tém a capacidade de produzir moléculas
sinalizadoras, ou também conhecidas como mensageiros quimicos, 0s
neurotransmissores. As catecolaminas, grupo que inclui a adrenalina, a
noradrenalina e dopamina, sdo sintetizadas a partir do aminoacido tirosina, ja a

acetilcolina é sintetizada pela colina acetil-transferase a partir da colina

proveniente da alimentacdo ou degradacédo da prépria acetilcolina do acetato
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gue o citoplasma possui. Esta capacidade sinaptica somente se faz possivel
pela existéncia de moléculas receptoras, as quais formam complexos de

natureza protéica capazes de se ligarem aos neurotransmissores (Lent, 2010).

Existem duas classes de receptores: 0os ionotropicos, que sao canais
ibnicos e os metabotrépicos, 0s quais sdo ativados indiretamente por meio de
uma proteina intracelular, a proteina G, que liga trifosfato de guanosina (GTP),
ou através de acdo enzimatica intracelular do proprio receptor, que fosforila
canais ionicos independente dos receptores situados nas regides adjacentes
da membrana. E neste Ultimo grupo temos os receptores de acetilcolina
muscarinicos (com afinidade também pela muscarina), como o subtipo M2, que
se encontram em todas as células alvo do sistema nervoso parassimpatico

(Carvalho, 1997).

O subtipo M2 atua inibindo a adenil ciclase e assim reduzindo AMPc
intracelular, além de proporcionar a ativacdo de canais de K+, e este fluxo de
potassio € hiperpolarizante e gera um potencial inibitério, diminuindo a
frequéncia cardiaca. Os receptores B1 também usam o AMPc como
mensageiro, e sdo ativados por noradrenalina, porém atuam ativando a adenil
ciclase, e desta forma, geram o aumento da producdo de AMP ciclico e
finalmente a ativacdo da PKA, que fosforila os canais de célcio dependentes de
voltagem na membrana, ocasionando a despolarizacdo e posteriormente
contracdo da célula cardiaca (Chiale, et al., 1994; Lent, 2010). Resultando
assim em um aumento da frequéncia cardiaca e da forca de contracéo
muscular celular. Entdo, os autoanticorpos que reagem contra 0s receptores

cardiacos desempenham um papel importante na patogenia da doenca de

Chagas crobnica, pois levam a disfuncdo e a lesdo das fibras miocardicas,
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mantendo um efeito estimulante das células cardiacas por muito mais tempo,

gue 0s seus agonistas neuro-humorais.

Ha inequivoca evidéncia de que reacbes patogénicas de autoimunidade
ocorram na cardiomiopatia chagasica cronica, por mimetismo molecular,
ativacao policlonal ou outros mecanismos. Entretanto, ndo existem evidéncias
diretas que mostrem se agressao as estruturas cardiacas dependente de
autoimunidade é decisiva para instalagdo das lesdes caracteristicas da
cardiomiopatia cronica da Doenca de Chagas. Em contrapartida, admite-se que
a eficiéncia de mecanismo adequado de imunorregulacdo seja fator crucial
para se diferenciar os individuos que controlariam sua infeccdo sem
desenvolver dano tecidual importante (através de resposta inflamatéria
limitada) daqueles que evoluiriam com doencga grave, com inflamacao intensa,

necrose e fibrose reativa (De Andrade, et al., 2011; Dutra, et al., 2008).

Vale ressaltar também que tanto a imunidade humoral ou adquirida,
guanto a celular ou inata, estdo envolvidas na cardiomiopatia chagéasica crénica
e que as citocinas representam a chave de orquestramento desta patologia
(Teixeira & Santos-Buch, 1975). Em consonancia, considerando-se a
relevancia das interacdes parasito-hospedeiro, raramente apenas um viés do
sistema imunoldgico sera relacionado com a evolucdo da doenca de chagas.
Como também pela prépria complexidade do ciclo biolégico do T. cruzi, o
controle da infecgcdo, bem como a progressédo da doenca se ddo com o
envolvimento de varios niveis do sistema imunoldgico. E por isso se faz
extremamente necessario a analise da resposta imunoldgica frente ao desafio

com o parasito ou com seus epitopos, clinica e experimentalmente.
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2 - Objetivos

2.1 — Objetivos Gerais

» Estudar o papel de citocinas IL6 e IL17 e da autoimunidade e a

disfuncéo contratil de pacientes chagasicos cronicos.

2.2 — Objetivos Especificos

= Avaliar os niveis de IL-17 e de IL-6 circulantes, em pacientes chagasicos

cronicos (CHG), por citometria de fluxo.

= [Estabelecer relacdo com a cronicidade da doenca, através da relacao
entre os niveis de IL-17 e IL-6 com o célculo da fragédo de ejecdo do ventriculo

esquerdo (FEVE), que mede a fun¢éo cardiaca, dado por ecocardiograma.

= Dosar as concentragOes de autoanticorpos contra receptores acoplados
a proteina-G em pacientes chagasicos cronicos, em ensaio imunoenzimético

para avaliagdo da autoimunidade.

*» Relacionar as concentracdes de autoanticorpos a funcdo cardiaca,

atraves da FEVE (baixa: < 50% e alta: > 50%), obtida por ecocardiograma.

= Relacionar os niveis de autoanticorpos detectados nos pacientes

chagéasicos com os niveis de IL-17 e IL-6 observados nos mesmos.
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2.3 — Organograma dos Objetivos
Os Obijetivos especificos foram esquematizados em um organograma, a

seguir, para melhor compreensdo dos mesmos.

Relacionar: IL6 e IL17 com
FEVE (funcdo cardiaca)
Dosar [ ] de (n=35)
Autoanticorpos X
Receptores f1 e M2

Analisarlldellle en iy (n=17) Relacionar: Anti-B1 e Anti-

M2 com FEVE

(n=54) ~
Aferi¢do da FEVE (n=17)

(n=35)
Relacionar: IL6 e IL17 com
Anti-B1 e Anti-M2

(n=17)

Figura 2.3 — Organograma dos Objetivos especificos, com respectivos numeros de

pacientes (amostras) obtidos em cada metodologia.
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3 - Metodologia

3.1 - Selecédo de Pacientes

Foram selecionados 54 (35 com FEVE aferida) pacientes do Ambulatorio
de Cardiopatia Chagasica do Instituto Nacional de Cardiologia. Para avaliacao
da funcdo cardiaca e calculo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(FEVE) foi utilizado o ecocardiograma convencional. Foram incluidos no estudo
21 pacientes com disfuncdo ventricular caracterizada por FEVE < 50%
(cardiopatia severa) e 14 pacientes com FEVE > 50% (cardiopatia leve ou

ausente). Sendo a FEVE dada pela férmula a seguir descrita:

VDF-VSF . s ]
100% Onde: VDF: Volume Diastdlico Final

FEVE = . o .
VDF VSF: Volume Sistdlico Final

Como controle foram convidados 5 doadores de sangue sem doenca

cardiaca para participarem do estudo doando sangue para analise.

3.2 - Coleta

10 mL de sangue periférico foi coletado em tubos sem anticoagulante, e o
soro foi separado através de centrifugacdo, por 20min com gradiente de
centrifugacéo (2000 rpm), 450g, 18 a 20°C, com 2 min de aceleragao e
desaceleracdo, tanto dos pacientes chagasicos, quanto dos doadores nao
infectados com T. cruzi. O soro obtido foi congelado em -20°C para analise
posterior: dosagem de citocinas e autoanticorpos contra 0Ss receptores

cardiacos M2 e B1.



23

3.3 — Citometria de Fluxo para Determinacéo de Citocinas

Utilizamos Kit CBA de citometria por beads (BD Cytometric Bead Array
(CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit) para mensurar citocinas, segundo o
protocolo do fabricante. Neste ensaio de captura de analitos solUveis com
granulos de tamanho e fluorescéncia conhecidos, conjugados a anticorpos
especificos, gera um sinal fluorescente proporcional a quantidade observada
na curva padréo, como mostrado na figura a seguir. Analisamos, desta forma,

neste estudo, os niveis de interleucinas IL-6 e IL-17.

Beads Sample Wash
Y "\
A
S - &
-1 g = |
A - L f }. g )

—_—
| " 3 | / §i i
-, S ) I 1
;k# Detector Antibodies }_ ol _& " : :
; : \(Y\IIYY y H /
_Concentration (pgmi)

. : \ﬂl Q}I \:I \ll

Figura 3.3 — Citometria de Fluxo por Beads: Para a dosagem das citocinas IL6 e IL17A Kit CBA

de citometria por beads (BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/ Th2/ Th17 Cytokine Kit).
Fonte:https://www.researchgate.net/figure/Figuurl0CytometricbeadassayprocedureOrmenese.

3.4 - Ensaio Imunoenzimético para Deteccdo de Autoanticorpos

Contra os Receptores Cardiacos M2ACHR (M2) E B1AR (B1) — ELISA

Microplacas de 96 pocgos foram adsorvidas com 1ug por pogo dos
peptideos correspondentes a segunda alga extracelular dos receptores [31-

adrenérgico (B1AR) H26R ou receptor de acetilcolina subtipo M2 (M2AchR) em
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solugdo de bicarbonato (50mM; pH 9,6), durante aproximadamente 18h de

incubacéo a 4°C.

Seguindo-se para lavagem com PBS-T e bloqueio de sitios inespecificos
da placa com 200 pL de solugcdo de bloqueio (PBS contendo Tween 0,1% e
Albumina de soro bovino 2%) e incubacao a temperatura ambiente por 2 horas.
A seguir, foram adicionados 50 pL dos soros em teste (1:100 B1 ou 1:200 M2)
em triplicata, previamente diluidos em PBS-T, Soro Fetal bovino (SFB) 5% -

anticorpo primario.

As microplacas foram entdo incubadas por 2 horas a 37°C em estufa.
Apos extensiva lavagem foram adicionados 50ul de Anti IgG de humano
biotinilado (Zymed), anticorpo secundario (1:5000 em PBS-T) e o sistema foi
incubado por 1 hora a 37°C em estufa. Apds nova lavagem, a solucdo de
avidina-peroxidase (1:5000) foi adicionada, sendo mantida no escuro por 30

min a temperatura ambiente, seguindo-se novamente a lavagem.

A revelacao foi realizada com TMB (tetramethylbenzidine) (Zymed) por 5
minutos, a temperatura ambiente, sendo a reacdo interrompida por HCL. A
leitura de densidade o6tica (DO, A=450nm) foi determinada em leitora de

microplacas (Spectramax, Molecular Devices).

O ponto de corte foi previamente estabelecido em experimentos de
titulacdo, cut-off: 1.054 para B1, e cut-off: 1.297 para M2. Neste ensaio
identificamos o ponto de corte e a diluicdo para caracterizagdo de resposta de
autoanticorpos em pacientes chagasicos e normais. Esta andlise foi realizada

com o soro com 100 chagasicos e 100 controles (dados ndo mostrados).
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3.5 - Andlise Estatistica

Todas as analises estatisticas usaram o programa de gréfico GraphPad

Prism 5.

O teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analise

de distribuicao.

Para determinar a comparacgéo entre os grupos estudados, dois a dois, foi
utilizado o Teste t de Student ou teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney,
quando a variavel se apresentou com distribuicdo normal ou nao,

respectivamente.

Assim, também o de Kruskal Wallis e o pés teste de Dunn foram utilizados

para comparacao entre mais de dois grupos.

Foi adotado o valor de significancia menor de 5%.
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4 — Resultados

4.1 — Dosagem de Citocinas (IL17 e IL6):

O grafico da figura 4.1.a mostra que os niveis plasmaticos de IL17 foram
maiores no grupo de pacientes chagasicos (n=54), que no grupo controle (n=5),
obtendo-se p = 0.0069 e média + SD = 24.03 = 15.25. E no grafico da figura
4.1.b observa-se, através do mesmo tipo de experimento, citometria de fluxo,
gue as concentracdes plasmaticas de IL6 sdo maiores no grupo de chagasicos
gue no grupo controle, sendo mesmos 0s valores de n para 0s respectivos
grupos, obtendo-se entdo p = 0.0093 e média + SD = 1.415 + 1.058, ambos

com distribuigdo normal.

4.1.a
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4.1.b

IL6
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Figura 4.1: Nivel plasmatico de citocinas nos grupos controle e chagésico (CHG). a.
Gréfico tipo diagrama de caixa com concentracdo plasmatica de IL-17; *(p=0.0069). b. Gréfico

tipo diagrama de caixa com concentragéo plasmatica de IL6; *(p=0.0093).

4.2 — Relacao entre Interleucinas (IL17 e IL6) e FEVE:

Para relacionar os niveis de concentracfes plasmaticas das interleucinas
em analise com a funcdo cardiaca, foi realizada a subdivisdo do grupo de
pacientes chagasicos em dois grupos menores o primeiro (n=21), com uma
funcdo cardiaca pior (FEVE < 50%), ou seja, cardiomiopatia severa e 0
segundo (n=14), com funcdo cardiaca melhor ou normal (FEVE > 50%), ou
seja, disfuncdo cardiaca mais branda ou ausente. Assim sendo, no grafico da
figura 4.2.a observa-se que a concentracdo de IL17 era similar nos grupos

analisados, obtendo-se p=0.6723.

Entretanto a partir do grafico da figura 4.2.b observa-se que a
concentracdo de IL6 foi significativamente maior no grupo de chagésicos com
pior funcdo cardiaca, caracterizada pela fracdo de ejecdo do ventriculo

esquerdo inferior a 50%, obtendo-se p= 0.0044. A analise da FEVE (%), feita
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através de ecocardiograma, teve distribuicdo normal, com média + SD = 59.3 +

18, (dados brutos ndo mostrados).

4.2.a
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Figura 4.2: Nivel plasmético de citocinas nos grupos chagéasicos com FEVE inferior e
superior a 50%. a. Gréfico tipo diagrama de caixa com concentracdo plasmatica de IL-17 em
relagdo a FEVE. (p=0.6723). b. Gréfico tipo diagrama de caixa com concentra¢do plasmética

de IL-6 em relacdo a FEVE. *(p=0.0044).
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4.3 — Dosagem de Autoanticorpos contra receptores M2AchR (M2) e

B1AR (B1):

Através de ensaio imuno enzimatico — ELISA — obteve-se o0 seguinte
resultado, dentro do grupo de chagéasicos (n=17), da analise da presenca de
autoanticorpos contra receptores cardiacos: 2 pacientes chagasicos positivos
para B1, (*cut-off: 1.054); e 6 pacientes chagasicos positivos para M2, (*cut-off:
1.297). E ainda 2 pacientes duplo positivo, ou seja, reagindo tanto contra M2,
quanto contra B1; totalizando 10 pacientes que apresentaram auto reatividade

para os receptores em questao; e 7 foram duplo negativos (ndo reagiram).

Presenca de Autoanticorpos em Pacientes Chagasicos

7 dNeg

2 M2+ p1+

2 B1+

= M2 M2+81 ~ B1 =« dNeg

Figura 4.3: ELISA — (DO=A 450nm) - Presenca de autoanticorpos: anti M2+: 6; anti 1+:
2; anti M2+ anti B1+: 2; dNeg: 7. A presenca de autoanticorpos foi detectada em 58,82% (10

pacientes) dos pacientes chagésicos deste ensaio.

Estas analises nao tiveram distribuicdo normal e por isso obtém-se as
medianas e percentis a seguir. DO M2 1.346 [1.036 — 2.023] e DO 31 0.865
[0.791 — 1.061]. Observa-se que os autoanticorpos foram detectados no soro

da maioria (58,82%) dos pacientes chagasicos do estudo.
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4.4 - Relagcdo entre Interleucinas (IL17 e IL6) e reacao de

autoanticorpos contra receptores cardiacos M2AchR (M2) e B1AR (B1):

Observa-se que a concentracdo de IL17 se apresentou similar nos
pacientes chagasicos independente da resposta anti muscarinica M2 em seu
soro ou ndo. p= 0.1786, mostrado no grafico da figura 4.4.a. Da mesma forma
as concentracbes de IL6 dentro do mesmo grupo, igualmente, nao
apresentaram significancia, em comparagao entre pacientes que reagiram
contra o0 M2 e aqueles que nao reagiram, obtendo-se p= 0.5909, mostrado no
grafico da figura 4.4.b, porém os dados destas andlises se apresentaram com

maior amplitude no grupo de chagasicos M2 .

Assim, pode-se observar também a partir do grafico da figura 4.4.c que a
concentracdo de IL17 ndo sofre alteracdo significativa em relacdo a presenca
de autoanticorpos contra o receptor cardiaco B1, obtendo-se p= 0.6951.
Igualmente, a concentracdo de IL6 ndo teve diferenca significativa quando se
compara, dentre os chagasicos, 0s reagentes positivos e negativos para este
mesmo receptor cardiaco, obtendo-se p= 0.9432, mostrado no grafico 4.4.d.

Ambas andlises apresentam maiores amplitudes nos chagésicos B1".
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Figura 4.4: Nivel plasmatico de citocinas nos grupos chagésicos com autoanticorpos
contra receptor cardiaco muscarinico M2. a. Gréfico tipo diagrama de caixa com concentragdo
plasmética de IL-17 em relagdo a autoanticorpos contra M2. (p=0.1786). b. Gréfico tipo
diagrama de caixa com concentragcdo plasmatica de IL-6 em relacdo a autoanticorpos contra

M2. (p=0.5909).
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Figura 4.4: Nivel plasmatico de citocinas nos grupos chagasicos com autoanticorpos
contra receptor cardiaco 1. c. Grafico tipo diagrama de caixa com concentracdo plasmatica de
IL-17 em relacéo a autoanticorpos contra 1. (p=0.6951). d. Gréfico tipo diagrama de caixa com

concentracao plasmaética de IL-6 em relac@o a autoanticorpos contra 1. (p=0.9432).

45 - Relacdo entre FEVE e reacdo de autoanticorpos contra

receptores cardiacos M2AchR (M2) e B1AR (B1):

Quando se avalia a relacao entre a funcao cardiaca, através do célculo da
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) e a presenca ou auséncia de
autoanticorpos contra receptores cardiacos, obtém-se os seguintes resultados:
em relacdo ao receptor M2, a FEVE, dos pacientes que reagiram e dagueles
qgue nao reagiram, nao teve diferenca significativa, obtendo-se p= 0.5893,

mostrado em 4.5.a.

Assim como, em relacdo ao receptor 1, a FEVE destes pacientes
também ndo apresentou diferenca significativa entre os que reagem dos que
nao reagem contra o receptor em analise, obtendo-se p= 0.3355, mostrado no

gréfico da figura 4.5.b.
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Figura 4.5: Relacdo entre FEVE e reacdo de autoanticorpos contra receptores
cardiacos. a. FEVE analisada levando-se em consideragdo a presenca de autoanticorpos

contra receptor cardiaco M2. (p= 0.5893) b. FEVE analisada levando-se em consideragdo a

presenca de autoanticorpos contra receptor cardiaco 1. (p= 0.3355)
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4.6 — Comparacédo entre Interleucinas (IL17 e IL6) de Pacientes

Chagasicos e do Grupo controle em funcéo de FEVE:

Ao comparar 0s niveis de IL17 dos pacientes chagasicos em subgrupos
segundo a fun¢do cardiaca e do grupo controle, ndo se observa diferenca
significativa entre os subgrupos de chagéasicos, porém ao se comparar a
concentracdo de IL17 dos chagésicos com melhor fungcdo cardiaca, ou seja,
FEVE > 50%, em relacdo a do grupo controle, encontra-se significancia,

obtendo-se p= 0.0350, mostrado no gréafico da figura 4.6.a.

Ademais quando se compara 0s niveis plasmaticos de IL6, dos
chagésicos separados em funcdo da FEVE, e do grupo controle, tem-se que a
concentracdo de IL6 no grupo de chagasicos com pior funcdo cardiaca, ou
seja, cardiomiopatia severa (FEVE < 50%) é significativamente maior tanto em
relacdo ao grupo chagasico com FEVE > 50%, quanto em relacdo ao grupo

controle, observando-se p= 0.0015, mostrado no gréfico da figura 4.6.b.
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Figura 4.6: Comparacao entre Concentracdes de Interleucinas de Pacientes Chagésicos
e do Grupo controle em funcédo de FEVE. a. Relacdo entre as concentragdes de IL-17 e FEVE:
Pelo teste de Kruskal-Wallis (p=0.0350); Pelo pos teste de Dunn: *Grupo chagasico com FEVE
> 50% x grupo controle (p<0.05). b. Relacdo entre as concentracfes de IL-6 e FEVE: Pelo teste
de Kruskal-Wallis (p=0.0015); Pelo pos teste de Dunn: *Grupo chagésico com FEVE < 50% x
Grupo chagasico com FEVE > 50% (p<0.05); e **Grupo chagésico com FEVE < 50% x grupo
controle (p<0.05).

4.7 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES

CHAGASICOS:

A tabela demografica a seguir mostra os dados obtidos da pesquisa
experimental, como a média e a mediana dos diversos parametros analisados,

de uma amostra de 17 chagasicos.

Nesta podemos observar que em média esta coorte possui 69 anos de
idade, ou seja, € idosa, dado este importante a se considerar como sendo um

fator imuno-influenciador, devido a senescéncia imunolbgica, processo este
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associado ao progressivo declinio das fungbes imunoldgicas e consequente
aumento da suscetibilidade a infec¢bes, a doencas autoimunes e ao cancer (Le

Saux, et al., 2012).

Observa-se que a maior parte do grupo (58,8%) é composta por
individuos do sexo feminino, fator este de suma importancia, pois as mulheres
tendem a sofrer mais intensamente com desregulacbes hormonais, que
também influenciam as respostas imunolégicas. E sem falar que os ditos
hormdnios sexuais femininos, como os estrégenos sao estimuladores do
sistema imune, enquanto 0s masculinos, como o0s andrégenos, sao
depressores ou “reguladores” da atividade imune. Existem dados na literatura
demonstrando que com a diminuicdo dos estrégenos no periodo poés-
menopausa, ha uma diminuicdo na atividade das células T e NK (Olsen &
Kovacs, 1996). Entdo, a desregulacdo das respostas imunoldgicas, assim

como o processo de senescéncia imune estdo ligados a idade e ao género.

Pode-se observar também que em média este grupo tem a funcéo

cardiaca caracterizada por FEVE = 59.3(%);

Assim como, que as medias dos niveis plasmaticos das interleucinas
analisadas foram: IL17 — 24.03 pg/mL e IL6 — 1.415 pg/mL; Tendo, todos estes

dados, distribuicdo normal.

Entretanto, a andlise da densidade O6ptica, por ELISA, de autoanticorpos
contra receptores cardiacos M2 e 1, ndo teve distribuicdo normal, entdo pode
ser observado suas respectivas medianas: DO M2 - 1.346 e DO B1- 0.865 na

tabela.
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Caracteristicas:

Média + SD ou Mediana; [Percentis]:

Idade (anos)

Género Feminino (%)
FEVE (%)

IL-17 (pg/mL)

IL-6 (pg/mL)

DO M2 (DO 450nm)

DO B1 (DO 450nm)

69 + 13

58,8

59.3+18

24.03 +15.25

1.415 + 1.058

1.346; [1.036 — 2.023]

0.865; [0.791 — 1.061]

Tabela 4.7.a - Dados demograficos de 17 pacientes chagasicos, os quais realizaram

todos os exames e 0s experimentos do presente estudo. A tabela mostra as médias e

medianas, assim como 0s respectivos desvios padrfes e percentis dos dados analisados no

presente estudo.
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5 — Discussao

A eficiéncia da resposta imune, de forma limitada, suficiente e benéfica
depende principalmente da producdo ordenada e equilibrada de citocinas pré e
anti-inflamatorias, portanto qualquer desequilibrio nesta chave de orquestracao
imune pode desencadear mecanismos deletérios a saude, como doencas
alérgicas ou inflamacao crénica, ou até mesmo doencas autoimunes. Deste
modo tem-se que a miocardite infecciosa ndo somente € devida ao parasita
causando as lesfes teciduais, mas também ocorre por um desequilibrio na

producao de citocinas.

E sabido que as citocinas pré-inflamatorias agem ativando macrofagos, e
também estimulam a diferenciacéo e producéo de células Thl e orguestram as
T CD8+, citotéxicas, que destrdem o tecido e provocam fibrose (Reis, et al.,
1993). Ja as citocinas anti-inflamatorias regulam negativamente a resposta
imune, assim como as células Tregs, as quais sao conhecidas pela
manutencdo da tolerancia imunoldgica e pelo controle das imunopatologias
(Almeida, et al., 2018). E estudos anteriores afirmam que os linfocitos de
pacientes chagasicos cronicos produzem mais IL-6, IFN-Y e TNF-a, citocinas
pré-inflamatérias, associadas a reacdo inflamatéria intensa em chagéasicos
(Dutra, et al., 2009), porém pouca ou nenhuma IL-4 ou IL-10, anti-inflamatdria,

guando comparados com individuos assintomaticos (Guedes, et al., 2010). Isto

indica um desequilibrio na resposta imunolégica por parte dos chagasicos.

Neste estudo observou-se que o perfil de resposta imunologica através de
citocinas do tipo IL17 e IL6 foi maior em pacientes chagasicos que no grupo
controle. E sabe-se que a IL17 inibe a reconstrucdo do coracdo atraves da

fibrose miocardica, pela reduzia sintese de colageno intracelular com ativacao
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de metaloproteinases (Li, et al.,, 2016). Sabe-se também que a maior
concentracdo da IL6 nos pacientes chagésicos foi associada a uma resposta
imunoldgica mais severa, relacionada a pacientes que desenvolvem a forma
cardiaca crbnica da doenca, e ndo aos pacientes que permanecem na forma
indeterminada da mesma, com reacdo imune limitada (Dutra, et al., 2009;

Souza, 2012).

As células T dos pacientes chagasicos sédo capazes de se proliferar in
vitro em resposta a antigenos do T. cruzi (Dutra, et al., 2000). Pode-se entdo
afirmar, com base nos resultados do presente estudo, que o perfil celular com
maior taxa proliferativa, nos pacientes chagéasicos, é de células T Helper, a
saber, Th1l7, conhecidas por induzir respostas inflamatérias e autoimunidade e
por serem as principais produtoras de IL-17, em maior concentracdo em
chagéasicos (Graeber, et al.; 2012)? Nao diretamente, por dois motivos:
primeiramente, ndo foi feita analise de proliferacdo celular e sim de
concentracdo de citocinas plasmatica, e porque se sabe também, que em
casos de desregulacdo imunoldgica, quer seja por causa de exaustao clonal de
Treg, em menor nimero em chagéasicos croénicos (Almeida, et al., 2018), quer
seja pelo desequilibrio de citocinas pré e anti-inflamatoérias, como o aumento de
IL6, vias alternativas para a producdo de IL17 sdo ativadas através da
plasticidade celular imunoldgica, ou seja, a producdo de IL-17 pode ocorrer
através de outras células como NK, mondcitos, neutrofilos e T CD8+ (Gaffen,
2016; lwakura, et al., 2011; Miyazaki, et al., 2010; Sato, 2014; Villani, et al.,
2010), além das classicas Th1l7, apesar de majoritariamente por estas ultimas,
e mais recentemente descoberto, também pelas células B (Bermejo, et al.,
2013), mesmo sendo esta citocina considerada pré inflamatoéria, estando

relacionada com infeccdes severas e autoimunidade.
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Porém sabe-se gque a resposta do tipo Thl como também a do tipo Th17
estdo concomitantemente presentes na doenca de Chagas, como ja elucidado
anteriormente, pois as Th17 séo eficientemente geradas na presenca de TGF-f3
e IL-6, o aumento da frequéncia destas células foi descrito em modelos
experimentais para doencas autoimunes e doencas infecciosas (Wang, et al.,
2013; Whibley, et al., 2014), e este experimento mostra que a IL6, a qual é pro-
inflamatoria, € maior no grupo de chagasicos que no grupo de ndo infectados
pelo parasito. Assim como, ja citado em outros estudos que o IFN-Y é maior
nos chagéasicos e € secretado pelas Thl (Muranski & Restifo, 2013).
Adicionalmente, sabe-se também que os pacientes chagésicos possuem uma
frequéncia menor de células Th2, pois estas tém sua diferenciacdo inibida
pelas citocinas produzidas pelas Thl, e necessitam de IL4, pouco produzida,
para sua diferenciacdo, como também possuem uma menor frequéncia de
Tregs, visto que estas secretam IL-10, que é imunossupressora € pouco
produzida pelos pacientes chagasicos (Li & Flavell, 2008). Entdo, existem
indicios fortes de um componente desregulador na resposta imune durante a
miocardite chagasica, principalmente pela insuficiente proliferacdo de Treg,
como previamente citado e mostrado em estudos anteriores, desregulando a
proliferacdo de Thl7, e consequente producdo da IL17. Sabendo-se que a
homeostase imunoldgica depende da via de desenvolvimento reciproco das

células Treg e Th17 (Zhou, et al., 2009).

Os pacientes chagasicos cronicos tiveram valores significativamente
maiores de IL-17 e de IL-6 produzidas, que os nao infectados por T. cruzi, e
esta interacdo de citocinas, foi apontada como pivd para um possivel papel
patogénico de Thl7 em situagbes de infeccdo aguda, aumentando assim a

agressao ao tecido cardiaco, e também com o recrutamento preventivo de
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neutréfilos para o local infectado, o qual seria benéfico, porém, quando em
excesso, se tornaria deletério a saude, como mostrado em estudos anteriores.
(Bi, et al., 2007; Sanoja, et al., 2013), participando assim, esta célula,
ativamente da patogenia da doenca de Chagas, contribuindo para a evolucéo e

cronicidade da mesma.

Através do ecocardiograma foi feita a avaliacdo da funcdo cardiaca
através do calculo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE), pois o
mesmo € o método mais difundido para se avaliar diretamente funcao cardiaca
(Magalhdes, et al., 2013), e notou-se que 0s pacientes chagasicos com
menores valores de FEVE (< 50%), ou seja, cardiomiopatia estabelecida
possuiram maiores quantidades de IL6, que o grupo controle, como também,
que o grupo de pacientes chagasicos com FEVE > 50% (cardiomiopatia leve ou
ausente), e esta citocina esta envolvida na atuacdo de Thl7, entdo pode-se
inferir que estas células estdo intimamente relacionadas a progressao da
doenca de Chagas, apesar de nao ter sido encontrada uma relacédo direta e
significativa entre a FEVE < 50% e a concentracdo de IL17, por estas células,
principalmente, produzida. Ao contrario, foi observado neste estudo
concentracdo maior de IL17 nos pacientes chagasicos com melhor funcéo
cardiaca (FEVE > 50%), o que pode evidenciar um papel protetor desta citocina

isoladamente.

Em estudo anterior foi observado que, em cultura de esplendcitos
infectada com o T. cruzi, a percentagem de células produtoras de IL-17 foi
maior do que nos controles (que ndo continha T. cruzi), indicando que a cultura
de parasitas aumentou o grau de producgédo de IL-17. Adicionalmente, houve

uma reducao significativa no parasitismo cardiaco de camundongos infectados
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tratados com anticorpo anti-IL-17 em comparagdo com o0s tratados com
anticorpo (IgG) controle, assim como a inibicdo da IL-17 resultou em um
aumento de células inflamatorias no tecido cardiaco (Guedes, et al., 2010),
mesmo sendo estes dados de modelo de infecgéo celular aguda, corroboram
0os resultados que apontam para um duplo papel da mesma no presente
estudo. Sendo assim, a IL-17 desempenha um papel crucial na resisténcia a
infeccdo, modulando a reacdo inflamatdria, até mesmo de forma protetora,
correlacionada a uma melhor funcdo cardiaca, como mostrado em estudos
prévios (Sousa, et al., 2017) e influenciando indiretamente a diferenciacao de
células T, através do meio de citocinas, porém o papel da IL-17 na patogénese
de Chagas, quando associada a IL6, esta envolvida na destruicdo do miocéardio
pela intensificagcdo da resposta imune, com recrutamento excessivo de
neutroéfilos por exemplo, e a falta da regulacdo da mesma, pelas Tregs, como
anteriormente neste estudo citado. Ja outro estudo anterior a este mostra que
niveis mais baixos de IL-17 no soro ajudaram a melhorar a funcéo cardiaca em
pacientes com insuficiéncia cardiaca (Wuyts, et al., 2005), ou seja, realmente a
IL17 possui um duplo papel, servindo como um imunomodulador. E isto pode

determinar a progressao e o tratamento da doenca de Chagas.

Assim como as alteracdes arritmicas, pois € sabido que o receptor B1 &
ativado alostericamente ao reagir com 0s auto anticorpos, produzindo desta
forma seu efeito primordial de aumentar a frequéncia cardiaca, no entanto,
inadequadamente, podendo haver a dessensibilizacdo ou inativacao
temporéria, por internalizacdo, deste receptor por excesso de ativacdo, ou
ativacdo de forma prolongada, sem contudo ter sua down regulacéo
proporcional, assim como o receptor M2, que também ira se ativar ao reagir

com auto anticorpos, produzindo seu efeito, contrario ao anterior, diminuindo a
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frequéncia cardiaca. JA que estes receptores ativam de formas diferentes os
canais iénicos, como o de célcio, modificando a permeabilidade da membrana
plasmatica celular, gerando alterac6es na contratilidade do miocéardio, levando
assim, a arritimias, as quais podem evoluir para insuficiéncia cardiaca e causar

até mesmo morte subita dos pacientes (Acquatela, 1998).

Ademais, por ELISA, os pacientes chagasicos apresentaram maior
tendéncia positiva, cerca de 58,82%, em auto reagir contra 0s receptores
proprios do tecido cardiaco adrenérgico B1 e acetilcolinérgico M2, o que
evidencia a participacdo de componente autoimune na fisiopatogenia da
doenca de Chagas, mesmo que nem todos apresentaram 0s autoanticorpos
contra estes receptores. Pois além desta presenca de anticorpos contra
epitopos préprios, outro estudo demonstra a existéncia de células T auto-
reativas em pacientes chagéasicos (Benoist & Mathis 2001). E em outro estudo
foi demonstrado que a presenca de anticorpos contra M2AChR, em ratos
imunizados, foi capaz de gerar um aumento no tamanho do coracdo e uma
mudanca no seu formato de uma forma elipsoidal para uma forma mais
arredondada, ou seja, induzir a cardiomiopatia dilatada, assim como aumentou
os niveis de IL17 no tecido cardiaco (Martinez, et al., 2015). E sabe-se que a
concentracdo de IL17, maior em chagasicos, induz a expressao de varias
quimiocinas pré-inflamatérias e de outras citocinas através da ativacdo de
diversas cascatas de sinalizagdo de receptores e que a mesma esté ligada a

processos autoimunes (Garg, et al., 2013; Duerr, et al., 2006).

Porém, através da andlise deste estudo, ndo foi observado associacdo
significativa entre os niveis de interleucinas plasmaticos e a presenca ou nao

de autoanticorpos, e igualmente a relacdo destes com a FEVE, o que traz a



44

tona a discussao sobre os motivos deste resultado: primeiro, o n final do estudo
foi menor que o inicial, devido & dificuldade em se obter mais amostras e
exames distintos do mesmo paciente, visto que sdo em maioria, idosos e tem
dificuldades diversas em realizar o acompanhamento clinico e experimental
adequado, devido a dificuldades socioecondmicas ou a outras comorbidades
comuns neste grupo em questdo; Segundo, estes dados resultam de
experimentos a niveis plasmaticos, ou seja, no sangue periférico visto que nao
foi realizado um ensaio de proliferacao celular, sera que os resultados diferem
em niveis intracelular ou tecidual? Terceiro, para se determinar o cunho
autoimune da doenca de Chagas se faz necessaria a co-estimulacao através de
outras proteinas cardiacas que seriam também semelhantes ao peptideo de T.
cruzi e por reacdo cruzada reagiriam a autoanticorpos, considerando-se
também os distintos polimorfismos genéticos, principalmente em uma nacao
miscigenada como o Brasil, assim como as diferencas tanto genéticas, quanto
endocrinoldgicas ligadas ao sexo (género), demonstrando assim que a doenca

de Chagas pode ser influenciada por mecanismos desregulatorios diversos.

Em concordancia, Altschuller, em 2007, demonstrou que ha a relacéo de
interdependéncia entre a disfuncdo do nodulo sinusal e a presenca de
anticorpos contra M2, e que esta relacdo foi independente da presenca de
disfuncdo ventricular (FEVE < 50%), corroborando o presente estudo
(Altschuller, et al., 2007). Em suma, a doenca de Chagas é influenciada por
inmeros fatores como as citocinas que sdo a chave de regulacdo do sistema
imunoldégico, assim como, as reaglBes cruzadas diversas, que geram
autoimunidade, o que ainda ndo esta totalmente esclarecido, sendo necessaria
andlises futuras com um maior n, para se avaliar a proliferacdo celular em

resposta a antigenos especificos de T. cruzi e também a autoantigenos.
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6 — Conclusao

Portanto, conclui-se, que as células do sistema imune participam
ativamente da patogenia da doenca de Chagas através da maior producao de
IL-17, nos chagasicos, assim como a maior concentracdo de IL6, e esta
associacdo se mostrou crucialmente danosa ao tecido cardiaco, através da
exacerbacéo da resposta imune, pois a producdo de IL6 também é maior nos

pacientes chagasicos com disfuncéo cardiaca, ou seja, FEVE < 50%.

Foram identificados autoanticorpos contra peptideos préprios do tecido
cardiaco, receptores 1 e M2, em grande parte dos pacientes sem, contudo,
estar associado aos niveis das citocinas avaliadas ou a disfuncdo cardiaca.
Assim, mecanismos distintos contribuem para a evolucdo e cronicidade da
doenca de Chagas, que tém como “influenciadores — chave” as citocinas, e
dentre estes também se encontram os mecanismos de autoimunidade, através

de autoanticorpos.

7 - Perspectivas Futuras

Ampliar os estudos sobre a cardiomiopatia chagésica cronica,
aumentando o a coleta de dados, para uma melhor andlise dos resultados.
Adicionalmente abordar outros aspectos da resposta imune através da
avaliacdo da resposta celular frente a antigenos especificos do parasita e da
producdo de citocinas nestes cenarios. Identificar o perfil celular envolvido na
maior producéo e consequente concentracao plasmatica de citocinas IL6 e IL17
nos chagasicos, apontando possiveis novos caminhos de elucidacdo sobre
fisiopatogenia e progressdo da doenca gerando melhorias no tratamento e,

assim, na vida dos pacientes.
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