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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é uma doenga endémica, comum nas Américas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
cuja transmissdo ao homem ocorre por meio do inseto hematdfago da subfamilia Triatominae. A adaptacao do inseto
a diferentes tipos de ambientes permite a continuidade da infec¢do, sendo que grande parte dos pacientes permanecem
de forma assintomatica, e o restante pode desenvolver uma das formas clinicas da doenca (cardiaca, digestiva ou mista).
Essa variabilidade de sintomas se deve tanto a atuacdo do sistema imunoldgico quanto a relacdo entre hospedeiro e
patégeno, podendo esta ser originaria de um desequilibrio entre as respostas Th1 e Th2. O objetivo deste estudo foi
avaliar as concentracdes de citocinas séricas (GM-CSF, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, INF-y, TNF-a) em pacientes
com DC crénica e comparar com uma populagdo controle, para isso foi realizado com 77 individuos, divididos em dois
grupos: 14 pacientes diagnosticados com a DC, e 63 individuos no grupo controle (sem a DC), determinando, assim, os
niveis de citocinas séricas através do Kit de Imunoensaio Human Cytokine 10-Plex Panel. Por meio desta andlise,
observamos maior concentracdo de IL-4, IL-5 e IL-10 e menores concentracdes de IL-1B, GM-CSF, INF-y, IL-2 e IL-8 em
pacientes com a DC, sem diferencas significativas para TNF-a e IL-6. Dessa forma, foi observada uma maior atuacdo da
resposta Th2 na DC cronica, mostrando que existe uma possivel relacdo importante entre o patégeno e o sistema imune
do paciente, podendo inclusive, este ser o responsavel pelas diferentes formas clinicas da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Tripanossomiase americana; Interleucinas; Células Th2.

1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), descoberta e descrita pelo médico Carlos Ribeiro Justiniano Chagas
no inicio do século XX (BRASIL, 2020), tem como agente etiol6gico o protozoario Trypanosoma cruzi,
na qual o vetor € um inseto triatomineo, conhecido popularmente como bicho barbeiro (CANTERLE,
2020). Estima-se que de 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas e 110 milhdes estejam sob o
risco de adquirirem a doenca ao redor do mundo, com uma incidéncia de 28.000 casos por ano
(POVEDA et al, 2014). Apesar de todas as a¢des publicas realizadas com o objetivo de controle da
DC, ela ainda se trata de um grande problema de sadde publica, estando presente em mais de 50%
das microrregides brasileiras (Santos et al, 2020)

A transmissdo da doenca pode ocorrer através de cinco vias: vetorial, oral, vertical, transfusao
de sangue ou acidental (BRASIL, 2021). ApOs a contaminagao, a doenca se desenvolve duas fases:
aguda e cronica. A fase aguda apresenta uma duragdo de 6 a 8 semanas e se apresenta com sintomas
sistémicos e inespecificos (ANDRADE et al, 2011), seguida pela fase cronica, que pode ser
apresentada como indeterminada, na qual ndo ha manifestacbes clinicas, radiologicas e
eletrocardiograficas; ou sintomatica, na qual pode ser cardiaca, digestiva ou mista (CHAMBELA,
2012).

A evolugao da DC e suas diferentes formas clinicas podem ser explicadas através da interacao
entre a resposta imunolégica do hospedeiro, mediada principalmente por citocinas, que sao
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moléculas imunomoduladoras secretadas por varias células como os linfocitos T e os macrofage
o T. cruzi (COX et al, 2001; POVEDA et al,, 2014).

Os linfocitos T podem ser classificados em linfécitos T helper 1 (Th1) que liberam IL-1, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e INF-y, e, na DC, assumem um papel pré-inflamatério e os linfécitos T helper
2 (Th2) que liberam IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B, que na DC assumem um papel anti-inflamatorio
(CHAMBELA, 2012). O desbalanco entre esses dois grupos de linfocitos podem marcar o
desenvolvimento e cronificagdo da doenga (POVEDA et al, 2014), além de poder explicar as
diferentes formas clinicas da DC, como visto no estudo de Chambela (2012), em que a elevada
concentracao de IFN-y e TNF-a e a baixa concentragdo de IL-10 e IL-4 estdo relacionados com a
forma cardiaca da doenca e, em contrapartida, uma elevada concentracdao de IL-10 e niveis
moderados de IFN-y configuram a forma indeterminada.

A compreensdo acerca das principais citocinas relacionadas a DC, bem como a sua relagdo
com as manifestacdes clinicas e evolucao da patologia sdo imprescindiveis para o conhecimento da
atuacado da doenca e do patdgeno, uma vez que é possivel influenciar futuramente na elaboracao
de um plano terapéutico mais eficaz (POVEDA et al, 2014). Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar as concentrac¢des de citocinas séricas (GM-CSF, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, INF-y e
TNF-a) em pacientes com DC cronica e a partir disso comparar a uma populagdo controle.

2 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos da
Universidade Estadual de Maringa (012/2010-COPEP-UEM, CAAE 0296.0.093.000-09). O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi assinado por todos os participantes apds os
esclarecimentos a respeito da pesquisa.

Foram analisadas amostras de 14 pacientes com a DC crénica e 63 individuos controles. A
média das idades dos pacientes foi 76,07 (£11,12) e a maioria eram individuos do género feminino
(57,14%). Para o grupo controle a média das idades foi 71,32 (+13,77), sendo a maioria do género
masculino (58,73%). As caracteristicas dos pacientes e controles sdo mostradas na Tabela 1.

O diagnostico soroldgico da infeccao por T. cruzi foi realizado por meio de dois testes: Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), usando o imunoensaio ELISA cruzi, e Imunofluorescéncia indireta
(bioMerieux SA Brasil) seguindo as recomendacbes dos fabricantes para ambas as técnicas. A
determinacdo dos niveis séricos de citocinas foi realizada utilizando Kits de Imunoensaio Human
Cytokine 10-Plex Panel (Life Technologies, Carlsbad, CA) de acordo com as recomendag¢des do
fabricante. Os dados foram analisados no software Xponent 3.7™. As amostras foram feitas em
duplicata, e o padrdo, o branco e as amostras forma distribuidas em placas de fundo V de 96 pocos
juntamente com os anticorpos de captura ligados a esferas de poliestireno. A placa foi incubada por
2 horas, sob agitacdo, sendo lavada em seguida com uma solucao disponivel no Kit, e o anticorpo
biotinilado foi adicionado, permanecendo incubada por 1 hora, sob agitacao. Apds esse periodo a
placa foi lavada e incubada por 30 minutos ap6s a adicao do conjugado estreptavidina-peroxidase
ligado as esferas de poliestireno. Antes da leitura da placa foi realizado mais um processo de
lavagem, e em seguida, o sinal de fluorescéncia foi verificado no equipamento Luminex® 200, onde
os dados foram analisados.

Os resultados foram inseridos em uma planilha do Excel, e para esta analise foi utilizado o
software BioEstat 5.0 em nivel de significancia de 5%. Foram realizadas a determinacdo da
normalidade dos dados e a comparacao entre os grupos de pacientes e controles através dos testes
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Kolmogorov-Smirnov (KS) e Mann-Whitney, respectivamente, sendo os resultados expressoS
mediana. Todos os testes utilizados foram realizados com intervalo de confianca de 95% e 3
diferencas estaticamente significativas foram consideradas para P-valor menor ou igual a 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

As caracteristicas dos pacientes e controles sdo mostradas na Tabela 1 e os resultados da
quantificacdo dos niveis séricos das citocinas em pacientes com a DC crdnica e grupo controle sao
mostrados na Tabela 2.

Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes com DC e controles

Pacientes com DC Controles
N= 14 N= 63

Sexo n (%)
Masculino 6 (42,86) 37 (58,76%)
Feminino 8 (57,14) 26 (41,26%)
Idade
Min.-Max. 56-89 39-95
Média = DP 76,07 £ 11,12 70,07 £ 12,52

DC: doenca de Chagas; Min.: idade minima; Max.: idade maxima; DP: desvio padréao.

Tabela 2: Niveis séricos de citocinas em pacientes com a doenca de Chagas (DC) e grupo controle.

Citocinas (pg/mL) Pacientes (N=14)

mediana (IQR)*

Controle (N=63)
mediana (IQR)*

P-valor <0,05

IL-1 BETA 2,97 (IQR, 1,18) 12,07 (IQR, 8,49) 0,0021
IL-10 31,15 (IQR, 0,33) 30,00 (IQR, 0,71) 0,0033
IL-6 6,44 (IQR, 1,33) 6,39 (IQR, 2) 0,4921
GM-CSF 16,04 (IQR, 0,16) 24,28 (IQR,8,23) 0,0017
11-5 9,91 (IQR, 0,09) 7,00 (IQR,2,88) 0,0019
INF GAMA 7,57 (IQR, 0,3) 15,57 (IQR, 7,88) 0,0010
TNF ALFA 511 (IQR, 0,78) 4,95 (IQR, 5,78) 0,8070
IL-2 6,55 (IQR, 0,26) 14,95 (IQR,8,475) 0,0036
IL-4 60,95 (IQR, 0,73) 58,44 (IQR, 2,16) 0,0001
IL-8 8,83 (IQR, 3,02) 20,86 (IQR,47,425) 0,0007

*|QR: intervalo interquartil.

De acordo com os resultados obtidos, niveis significativamente maiores de IL-4 (mediana =
60,95 pg/mL; IQR = 0,73; P < 0,0001), IL-5 (mediana = 9,91 pg/mL; IQR = 0,09; P = 0,0019) e IL-10
(mediana = 31,15 pg/mL; IQR = 0,33; P = 0,0033) foram observados em portadores da DC quando
comparados com o grupo controle. Niveis significativamente menores das citocinas IL-1B (mediana
= 1,18 pg/mL; IQR = 1,18; P = 0,0021), GM-CSF (mediana = 16,04 pg/mL; IQR = 0,16; P = 0,0017),
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IFN-y (mediana = 7,57 pg/mL; IQR = 0,3; P = 0,0010), IL-2 (mediana = 6,55 pg/mL; IQR = 0,26
0,0036) e IL-8 (mediana = 8,83 pg/mL; IQR = 3,02; P = 0,0007) foram observados ao compararm8
os grupos de pacientes com a DC e individuos controles. Nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi observada em relacao aos niveis das citocinas TNF-a e IL-6 quando os grupos foram
comparados (Tabela 2).

O estudo permitiu a observagao de uma maior concentragao de IL-4, IL-5 e IL-10 em pacientes
portadores da DC em relagdo ao grupo controle. Destaca-se que tais citocinas fazem parte da
resposta Th2, havendo interferéncia nas respostas mediadas por Th1, além da supressao da ativacao
de macrofagos classicos, em que ambos atuam na protecao contra infecgdes intracelulares. A 1L-4
é, em parte, responsavel pela supressao da ativacdo desses macrofagos, pois estimula a produgao
de citocinas como a IL-10 e a TGF-B, que inibem o desenvolvimento e a funcao da resposta Th1
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2013; CHAMBELA, 2012).

A IL-10 € uma interleucina reguladora, produzida através da resposta Th2 e macréfagos, que
tem um papel no controle e desenvolvimento da doenca (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2013;
SALVADOR et al, 2020). Assim como em nosso estudo, Salvador et al. (2020) observou maior
concentragdo da IL-10 em pacientes com a DC comparado com individuos controle sem a doenca.
Poveda et al (2014) e Souza et al (2014) realizaram trabalhos semelhantes, com grupos de
individuos com diferentes formas clinicas da DC, Poveda et al (2014) observou maiores
concentragdes de IL-10 no grupo de pacientes com a forma nao cardiaca da DC e, de forma
semelhante, Sousa et al. (2014), obteve maiores concentragdes desta interleucina em pacientes com
a DC indeterminada.

No mesmo trabalho Sousa et al. (2014) observou que as citocinas com acao pré-inflamatéria
na DC, como IL-6, INF-y e TNF-a, apresentavam maiores concentracdes no grupo de pacientes com
a miocardiopatia da DC, entretanto o autor observou que quando comparado apenas o grupo de
individuos sem a doenca e individuos com a doenca na forma assintomatica (indeterminada)
nenhuma diferenca significativa foi observada para a IL-6. Em nossa pesquisa, entre essas citocinas,
houve apenas diferenca significativa quanto ao INF-y, que foi maior no grupo controle, o contrario
do observado por Sousa et al. (2014).

CHAMBELA (2012) descreve a importancia da atividade do TNF-a e relata que uma maior
concentragao é frequentemente encontrada em pacientes com a miocardiopatia da DC, enquanto
uma menor concentracao é observada em pacientes com a forma indeterminada da doenca, assim
como observado por Sousa et al. (2014) e Vasconcelos et al. (2015). Em nosso trabalho ndo foram
observadas diferencas significativas entre pacientes com a DC e controle, podendo, este resultado,
ter sido influenciado e justificado pela ndo diferenciagdo entre as formas clinicas da doenca e a
maior atuacao do TNF-a na forma cardiaca da DC.

Sousa et al. (2014) observaram maiores niveis da IL-1B em pacientes com a DC, quando
comparado com individuos sem a doencga, porém sem diferencas significativas entre as diferentes
formas clinicas. Em nosso trabalho, a concentragao da IL-1B foi maior nos individuos controle, essa
divergéncia entre os trabalhos pode ser explicada pelo perfil da resposta Th2 dos pacientes com DC
de nosso estudo, justificando a menor concentragdo de citocinas com caracteristicas pro-
inflamatérias.

Em nosso estudo foi observado maior concentragdo do GM-CSF em individuos do grupo
controle, isso ocorre pois ele é responsavel por melhorar a capacidade do macréfago em apresentar
o antigeno, diminuindo a capacidade de replicacao do T. cruzi (REIS et al, 2000), portanto, sua baixa
concentragdo favorece a permanéncia do parasito no organismo, favorecendo a lesdo através de
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outros mecanismos, como através da resposta com perfil Th2, sugerida pelos resultados de nd
estudos.

O trabalho mostrou uma polarizagdo da resposta imunologica para um perfil Th2 em
pacientes com a DC crénica, por meio das maiores concentragdes de citocinas anti-inflamatorias,
como IL-4, IL-5 e IL-10. As diferencas observadas entre este estudo e a literatura dizem respeito a
presenca de maiores concentracdes de citocinas pro-inflamatdrias em pacientes com miocardiopatia
decorrentes da DC, entretanto em nosso estudo nao foi possivel estratificar os grupos de acordo
com as formas clinicas.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusdo, foram observadas diferencas significativas entre as citocinas com atividade pro
e anti-inflamatorias entre os pacientes com a DC e o grupo controle. Dessa forma, nosso trabalho
condiz com a importancia da atuacao da resposta Th2 no desenvolvimento da doenca, estando de
acordo com o encontrado na literatura. Entretanto, foram observadas certas diferencas em relacao
as citocinas pro-inflamatérias quando comparado com outros estudos realizados. Essa diferenca
pode ter sido resultado da ndo estratificacdo dos grupos com as diferentes formas clinicas no
estudo, ja que os trabalhos em comparacdo realizaram este agrupamento. Portanto, acreditamos
que as diferentes concentracdes refletem no desenvolvimento e evolucao do quadro da DC cronica,
sendo essencial seu conhecimento para elucidacdo do quadro clinico do paciente, evolucao e
tratamento da doenca, devendo consequentemente haver mais estudos sobre o assunto.
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