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RESUMO
Considerada uma citocina chave na imunopatologia em portadores crénicos, o TNF
esta envolvido em varios processos durante a resposta imune. Esta citocina se liga a
dois receptores, o receptor de TNF do tipo 1 (TNFR1 ou CD120A) e o receptor de
TNF do tipo 2 (TNFR2 ou CD120B). O TNFR2 tem expressdo mais restrita em
células imunes com mecanismos regulatorios, enquanto o TNFR1 tem participacao
em mecanismos inflamatoérios. Ainda ndo estd claro quais mecanismos estdo
envolvidos na evolugdo dos portadores de formas clinicas assintomaticas para
sintomaticas, mas acredita-se que a resposta imune tenha importante contribuicéo.
Dessa forma este trabalho teve como objetivo avaliar citocinas do perfil regulatorio
(IL-4 e IL-10) e inflamatorio (TNF, IFN-y, IL-2 e IL-6) em sobrenadante de cultura de
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes cronicos
apresentando as formas clinicas indeterminada - IND (n=17) cardiaca leve - CARD1
(n=13) e cardiaca grave - CARD2 (n=23), tratadas in vitro com dois bloqueadores de
TNF, Adalimumabe (ADA) e Etanercepte (ETA) isolados ou em associacdo com
Benzonidazol (Bz). Além de avaliar a expressdo de TNFR1 e TNFR2 em linfécitos
TCD4+, TCD8+, T reg, Mondcitos totais e subpopulacdes (Classicos, Intermediarios
e Nao classicos), além de correlacionar esses marcadores com a Fracao de Ejecéo
do Ventriculo Esquerdo (FEVE). Os resultados apontam que o ADA foi mais
competente em bloquear TNF (comparado ao ETA), em todos 0s grupos, mas com
seus niveis muito mais reduzidos no grupo CARD 2. ETA diminuiu os niveis de TNF
de forma estatistica apenas no grupo CARD 2. IFN aumentou no grupo CARD 2
apos tratamento com ETA em relacdo ao ADA. IL-4 teve seus niveis diminuidos
quando tratados por ambas as drogas. IL-2 diminuiu em células de portadores
CARD 2 quando comparado ao grupo NEG apdés tratamento por ambas as drogas.
Associacdo com o Benzonidazol diminuiu niveis de IL-2/TNF e aumentou IL-4. Ao
avaliar a expressdo de TNFR1l e TNFR2, os achados apontam aumento da
expressdo de TNFR1 em mondcitos totais nos grupos IND e CARD2 quando
comparado a células T reg e linfocitos TCD8+. Ja o TNFR2 aumentou em células
TCD8+ quando comparado aos mondcitos totais na forma CARD2. Entre as
subpopulacdes de mondcitos, os ndo classicos tém niveis maiores de TNFR1 em
todas as formas clinicas quando comparado ao classico, ja TNFR2 tem niveis
maiores em monacitos intermediarios quando comparado aos classicos. Houve um
aumento de linfécitos TCD4+TNF+, TCD8+TNF+ em portadores de CARD2 quando



comparado aos CARDL1. Ja nas subpopulacbes de mondcitos, monadcitos classicos e
intermediarios expressaram niveis menores de TNF em portadores da forma clinica
cardiaca quando comparado a cardiopatia ndo chagasica e portadores de IND.
Mesmo esses receptores aumentando em portadores cronicos, houve uma
correlacdo de células TCD8+ expressando TNFR1 ao dano cardiaco. Em resumo,
concluimos que nossos dados reforcam a participacdo do TNF e de seus receptores
na cardiopatia grave e traz perspectivas no uso desses blogueadores no tratamento
imunoldgico da doenca de Chagas, ja que o uso do Benzonidazol € extremamente

limitado nesses pacientes.

Palavras-chave: receptores do fator de necrose tumoral; fator de necrose
tumoral alfa; cardiomiopatia chagasica; inibidores do fator de necrose tumoral,
citocinas



ABSTRACT
Considered a key cytokine in immunopathology in chronic carriers, TNF is involved in
several processes during the immune response. This cytokine binds to two receptors,
the TNF receptor type 1 (TNFR1 or CD120A) and the TNF receptor type 2 (TNFR2 or
CD120B). TNFR2 has more restricted expression in immune cells with regulatory
mechanisms, while TNFR1 participates in inflammatory mechanisms. It is still unclear
which mechanisms are involved in the evolution of patients from asymptomatic to
symptomatic clinical forms, but it is believed that the immune response has an
important contribution. Thus, this study aimed to evaluate regulatory (IL-4 and IL-10)
and inflammatory (TNF, IFN-y, IL-2 and IL-6) cytokines in peripheral blood
mononuclear cell culture supernatant (PBMC) of chronic patients with the clinically
undetermined - IND (n=17) mild cardiac - CARD1 (n=13) and severe cardiac -
CARD2 (n=23) forms, treated in vitro with two TNF blockers, Adalimumab (ADA) and
Etanercept (ETA) alone or in association with Benznidazole (Bz). In addition to
evaluating the expression of TNFR1 and TNFR2 in CD4+, CD8+, T reg lymphocytes,
total monocytes and subpopulations (Classic, Intermediate and Non-classical), in
addition to correlating these markers with the Left Ventricular Ejection Fraction
(LVEF). The results indicate that ADA was more competent in blocking TNF
(compared to ETA) in all groups, but with much lower levels in the CARD 2 group.
ETA statistically decreased TNF levels only in the CARD 2 group. IFN increased in
the CARD 2 group after treatment with ETA relative to ADA. IL-4 had its levels
decreased when treated by both drugs. IL-2 decreased in cells from CARD 2 carriers
when compared to the NEG group after treatment with both drugs. Association with
Benznidazole decreased levels of IL-2/TNF and increased IL-4. When evaluating the
expression of TNFR1 and TNFR2, the findings point to an increase in the expression
of TNFR1 in total monocytes in the IND and CARD2 form when compared to T reg
cells and CD8+ lymphocytes. TNFR2 increased in TCD8+ cells when compared to
total monocytes in the CARD2 form. Among monocyte subpopulations, non-classical
ones have higher levels of TNFR1 in all clinical forms when compared to classic
ones, while TNFR2 has higher levels in intermediate monocytes when compared to
classic ones. There was an increase in CD4+TNF+, CD8+TNF+ in CARD2 carriers
when compared to CARD1. In the subpopulations of monocytes, classical and
intermediate monocytes expressed lower levels of TNF in patients with the clinical

cardiac form when compared to non-chagasic heart disease and the IND form. Even



though these receptors increased in chronic carriers, there was a correlation between
CD8+ cells expressing TNFR1 and cardiac damage. These data reinforce the
participation of TNF and its receptors in severe heart disease and bring perspectives
on the use of these blockers in the immunological treatment of Chagas disease,
since the use of Benznidazole is extremely limited in these patients. In addition to the

search for biomarkers of clinical evolution in the disease.

Keywords: tumor necrosis factor receptors; necrosis factor alpha tumor; chagas

cardiomyopathy; tumor necrosis factor inhibitors; cytokines
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1. INTRODUCAO

Os mecanismos envolvidos na evolucéo clinica dos pacientes cronicos na
doenca de Chagas permanecem obscuros. Acredita-se que a resposta imunoldgica
associada a persisténcia parasitaria possa contribuir para o desenvolvimento da
forma cardiaca. O TNF é uma das citocinas chave na imunopatologia da doenca
tendo sua ativacdo quando ligado a seus receptores (TNFR1/2) e inibicdo quando
ligada a receptores sollveis (STNFR1/sTNFR2). Avaliar a expressédo dos receptores
de TNF de membrana bem como das formas solUveis desses receptores, pode
esclarecer os mecanismos inflamatorios exercidos pelos individuos portadores da
cardiopatia chagasica crénica.

Ao avaliar os receptores sollveis, Mocelin et al. (2005) ndo encontraram
nenhuma diferenca estatistica significativa nos niveis plasmaticos de sTFNR1 entre
portadores crénicos da doenca de Chagas e individuos sem infeccdo. O pequeno
namero de individuos no estudo (n=28) e a técnica (ELISA) utilizada pelos autores
podem ter sido vieses para o estudo. Em contrapartida, Torres et al. (2019)
verificaram um aumento de sTNFR1/2 no soro de 132 portadores crénicos quando
comparado aos nao infectados, porém nenhum dos trabalhos mensurou os niveis de
IL-10 uma vez que esta citocina esta envolvida na regulacdo de receptores de TNF
(JOYCE et al., 1994; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).

Gonzélez et al. (2018) verificaram que os niveis de TNFR2 foram maiores em
células de sangue periférico de portadores com a forma indeterminada e cardiaca
guando comparada aos néo infectados. Por outro lado, os autores ndo encontraram
diferenca estatisticamente significativas nos niveis plasmaticos de TNF, nem de
TNFR1 entre os portadores crénicos das diferentes formas clinicas ou quando estes
foram comparados aos individuos do grupo controle.

Héa controvérsias no papel do TNF em portadores cronicos. TNF se encontra
elevado em pacientes com CCC e esta diretamente relacionado com o grau de
acometimento cardiaco (FERREIRA et al., 2003; MOCELIN et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2012). Ja Pisseti et al. (2009) viram que as dosagens
plasmaticas de IFN-y, IL-10 e de TNF ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre controles e individuos soropositivos. Em contrapartida, IL-10

aumentou em portadores crénicos quando comparado aos saudaveis, e este
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aumento chama a atencédo para as propriedades imunomodulatérias com regulacéo
do processo infamatorio e escape do parasita (PISSETI et al., 2009). IL-10 atua
inibindo a atividade proé-inflamatéria do TNF de maneira indireta pelo aumento de
receptores solUveis e diminuicdo de receptores transmembranares ou de maneira
direta pela inibicdo da liberacdo do TNF (JOYCE et al., 1994). Anélises em
sobrenadante de cultura revelaram que apenas o0 estimulo com mitdgeno foi
essencial para a producdo de TNF em individuos infectados. Mesmo ap0s estimulo
dependente (com antigenos de Epimastigota (Epi) ndo houve diferenca
estatisticamente significativas entre portadores das formas cardiaca e indeterminada
(LORENA et al., 2008; PISSETI et al., 2011). Esses achados revelam a importancia
do estudo do TNF e seus mecanismos em portadores cronicos.

No estudo de Bilate et al. (2007) foi demonstrado que a auséncia da
sinalizacdo do TNF-a (pela inibicdo com Etanercepte) e a infecgado sdo importantes
fatores aceleradores da insuficiéncia cardiaca em animais infectados, uma vez que a
funcdo ventricular e fracdo de ejecdo ventricular esquerda (%FEVE) foram
diminuidas ap6s o tratamento com inibidor de TNF. Em contrapartida, a terapia com
Infliximabe mostrou ser promissora no tratamento de camundongos infectados
cronicamente. Pereira et al. (2014) viram gue houve diminuicdo de TNFR1 em
células T apdés o tratamento com Infliximabe. O blogueio interrompeu a
retroalimentacdo positiva da sinalizacdo TNF/TNFR1, e dessa forma levou a
diminuicdo da ativacdo celular induzida pelo TNF e de citocinas pro-inflamatorias
bem como o aumento (PEREZ et al., 2009) ou manutencdo (PEREIRA et al., 2014)
de IL-10. Essas drogas atualmente sdo utilizadas no tratamento de condicbes
inflamatorias e auto-imunes em humanos. Nao ha estudos que avaliem qual perfil de
citocinas e frequéncia dos receptores, em células provenientes dos portadores
cronicos da doenca de Chagas apdés bloqueio com essas drogas.

Entender a relacdo desses receptores com a gravidade da doenca de
Chagas, ou ainda se esses receptores tém algum papel relevante em mecanismos
que auxiliam ou inibem atividades deletérias do TNF, contribuiria para o melhor
entendimento da imunopatogénese na doenca. E dessa forma ainda poderiam

tornar-se biomarcadores imunolégicos de gravidade e/ou prognadstico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos epidemioldgicos da doenca de Chagas

Dentre as 13 doencas mais negligenciadas do mundo estdo as doencas
tropicais causadas por protozoarios (HOTEZ et al., 2008; WHO, 2013). As
enfermidades causadas por protozodrios da familia Trypanosomatidae, que sdo as
Leishmanioses e a Tripanossomiase Americana ou doenc¢a de Chagas, configuram
grande impacto na expectativa de vida da populacdo e afeta individuos com
potencial produtivo, sobretudo em paises subdesenvolvidos, com repercussao
consideravel na morbidade e mortalidade (HOTEZ et al., 2008; WHO, 2019).

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi tem maior
influéncia na morbimortalidade nas Américas quando comparada a outras doencas
parasitarias (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Habitualmente é confinada a
areas rurais pobres da América Central e do Sul, onde a transmisséo vetorial, por
varias espécies de triatomineos, é a principal via de contaminacdo. Mas existem
outras formas de transmissdo que ndo necessariamente dependem diretamente do
vetor. Sendo estas mais relatadas em regiées ndo endémicas como o aumento da
migracdo, transfusdo de sangue, transplante de 6Orgdos e transmissao vertical
(ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; DIAS; AMATO NETO, 2011; MALIK; SINGH;
AMSTERDAM, 2015; NOBREGA et al., 2009; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2017).

A globalizacdo da doenca de Chagas tem se tornado um desafio mundial pela
migracdo de pessoas de paises endémicos para areas ndo endémicas, afetando
mais de 8 milhdes de pessoas ao redor do mundo, como: Estados Unidos, Australia,
Japéo e paises da Europa (SCHMUNIS; YADON, 2010; WHO, 2019).

E endémica em 21 paises da América Latina, desde o sul dos Estados Unidos
ao norte da Argentina e do Chile, onde a Bolivia e Brasil tem a maior taxa de
prevaléncia, e constitui um dos grandes problemas de saude publica por causar
mais de 10.000 mortes anuais, superando os casos de malaria (WHO, 2019). Além
disso, aproximadamente 70 milhGes de pessoas estédo sob risco de infec¢ao (BILBE,
2015; WHO, 2013).

No Brasil a infeccdo por via oral tem sido a principal via de contaminacédo e
tem provocado surtos agudos, principalmente na regido Norte (1156 casos) e

Nordeste (24 casos), totalizando 1190 casos de doenca de Chagas aguda no pais



25

entre 2012 e 2016, alertando para a implementacdo de medidas sanitarias urgentes
(BRASIL, 2019; COSTA-OLIVEIRA et al., 2023).

Figura 1 Distribuicdo de casos estimados da doenca de Chagas no mundo.

G
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o <1,000
o 1,000-99,999
O 100,000-999,999
() 21,000,000
© Nenhuma estimativa oficial

Status de Transmissoes Vetoriais

[ sem transmiss&o vetorial
[ Com transmiss&o vetorial acidental
[ com transmiss3o continua vetorial

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2012).

Apesar de mais de um século de sua descoberta, muitos aspectos
permanecem obscuros e podem estar longe de serem elucidados pela extrema
heterogeneidade da doenca como tempo de evolucdo e periodo de incubacéo,
reconhecimento insatisfatério de mortalidade, dados limitados sobre sequelas e
auséncia de dados fora dos paises endémicos (PINHEIRO et al., 2017). A falha no
diagnostico, auséncia de biomarcadores de evolucgéo clinica e principalmente drogas
mais eficientes para o tratamento refletem o quao negligenciada e grave problema
de saude publica mundial é a doenca de Chagas (STANAWAY; ROTH, 2015).
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2.2 Ciclo Bioldgico do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozodrio que possui ciclo bioldégico heteroxénico vivendo
em hospedeiros vertebrados: o0 homem e mais de 150 espécies de mamiferos,
assumindo ciclos silvestres e domeésticos. Nos hospedeiros invertebrados, infecta
diversas espécies de insetos hematdéfagos, com espécies de maior competéncia
vetorial o Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus
responsaveis pela transmisséo vetorial em areas endémicas (ARGOLO et al., 2008;
RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; SCHMUNIS; YADON, 2010).

Para o sucesso da infeccdo, ha alguns importantes fatores no elo vetor,
protozodario e humano que podem variar de espécie para espécie como intervalo da
picada do triatomineo; a eliminacdo das excretas contaminadas pelo parasito;
namero de parasitas nas fezes e intensidade do prurido (COURA, 2007). Os
triatomineos se infectam, quando ao fazer o repasto sanguineo em animais ou
humanos infectados, ingerem formas tripomastigotas circulantes, que se
transformam em epimastigotas para se multiplicarem, e em tripomastigotas
metaciclicos (forma infectante) novamente, na porcéo final do tubo digestivo desses
insetos vetores (Figura 2) (BERN, 2015; RASSI; RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012).

A contaminacao humana pelo vetor ocorre quando o triatomineo infectado ao
fazer o repasto sanguineo, elimina excretas proximo ao local da picada. Nas fezes
e/ou urina encontra-se a forma tripomastigota metaciclica que ganha o acesso
sistémico quando o individuo fricciona o local da picada podendo parasitar varias
células, iniciando um novo ciclo de replicacdo (ARGOLO et al., 2008; BERN, 2015;
TEIXEIRA et al., 2006). No interior das células o tripomastigota involui para a fase

amastigota, que é a forma replicante do parasita (Figura 2).
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Figura 2 Ciclo de transmisséo vetorial do Trypasonoma cruzi.
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2.3 Aspectos Clinicos da doenca de Chagas

A doenca de Chagas é categorizada de acordo com o0s aspectos clinicos e
laboratoriais em fases aguda e crénica (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI;
RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012). O periodo de incubacao pode variar de
acordo com a forma de contagio, variando de 20 a 40 dias pelo contagio com
hemoderivados contaminados, 7 a 15 dias para transmissdo vetorial e 2 a 22 dias
para infec¢do oral (BOCCHI et al., 2017; DIAS et al., 2015).

Alguns sinais clinicos relacionados a transmissao vetorial sdo evidentes e
fortes indicadores de infeccdo aguda na doenca, como o sinal de Romafa, que
indica contaminagdo pela mucosa ocular e chagoma de inoculagcdo que indica
contaminacao pela pele, onde o local fica edemaciado. Além dos sinais e sintomas
gerais, como febre, aumento de baco, figado e linfonodos, outras manifestacdes,

mais raras, podem acometer os individuos e levar ao 0bito como meningoencefalia
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e/ou insuficiéncia cardiaca caracterizando uma doenca aguda grave (MATTU et al.,
2013; RASSI; RASSI; MARCONDE DE REZENDE, 2012; RASSI; RASSI; MARIN-
NETO, 2010).

Apesar de o Brasil ter recebido a certificagéo de eliminacéo vetorial em 2006
pela Organizacdo Mundial da Saude, a manifestacdo aguda pela transmissao
vetorial decresceu, porém, contaminacao pela via oral, reagudizacdo da doenca em
pessoas vivendo com HIV/AIDS ou que fazem uso de imunossupressores repercute
em quadro agudo grave com grande impacto na morbimortalidade (BERN; MARTIN;
GILMAN, 2011).

A fase aguda na maioria dos individuos é assintomatica e cursa com
parasitemia no inicio da infeccdo. A sintomatologia é relacionada a carga parasitéria,
uma vez que nos individuos que se contaminam oralmente pela ingesta de alimentos
contaminados com fezes de barbeiros infectados, o indice de mortalidade e
sintomas é alto devido a elevada carga parasitaria, implicando numa fase cronica
mais grave (DIAS, 1982).

A fase crbnica da doenca, iniciada ap6s quatro a dez semanas, €
responsavel pela maior parte das consequéncias clinico-patolégicas do portador e é
caracterizada pelo intenso infiltrado inflamatério com predominio de células
mononucleares, diferentes graus de fibrose e persisténcia do parasita, podendo
culminar em doencga grave, pois como consequéncia leva a disfungéao vascular e/ou
neurologica (MACHADO et al., 2012a; RIBEIRO et al., 2012). Além de desencadear
resposta imune adaptativa, importante no controle parasitario.

As formas clinicas da doenca de Chagas crénica se dividem em forma
assintomatica, conhecida também como forma indeterminada responsavel pela
maioria dos casos (aproximadamente 60% dos infectados). Forma sintomatica na
qual, o individuo apresenta manifestacdes relacionadas com o coracdo (forma
cardiaca) (30% dos infectados) e/ou esbdfago e célon (forma digestiva e/ou mista) e

sistema nervoso central e periférico (raro) (DIAS et al., 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Evolucédo da doenca de Chagas nos portadores infectados.

Fonte: Adaptado de Rassi, Rassi e Rassi (2007) e Rassi et al. (2017). Nota: As setas em negrito
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Na forma indeterminada (IND) o portador tem as mesmas expectativas de
vida de uma pessoa sem a doenca. Esses individuos apresentam testes sorologicos
reagentes, mas possuem exames de imagem normais e auséncia de sintomas
clinicos (DIAS et al., 2016; RIBEIRO; ROCHA, 1998; WHO, 2015). Uma proporcéo
desses individuos desenvolvera (ou nao) a forma cardiaca apdés décadas de
evolucdo, o que torna a doenca de Chagas um grande desafio, pois ndo ha
biomarcadores de evolucéo clinica (DIAS et al., 2016).

A forma digestiva é representada por alteracbes na motilidade e absor¢céao do
esbfago e trato gastrointestinal (RASSI et al., 2017). Essas alteracbes sédo devido a

perda neuronal que varia em graus e repercute no ndo fechamento dos esfincteres
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gue resulta em acumulo de alimento e dilatacdo (RASSI; RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012).

A cardiopatia chagasica crénica (CCC) é definida como uma miocardiopatia
dilatada relacionada a extensa fibrose e que resulta na progressiva perda de fungéo
contratil do 6rgdo, podendo culminar com insuficiéncia cardiaca (DIAS et al., 2016;
MARIN-NETO et al., 2007; RICHARDSON et al., 1996).

A disautonomia cardiaca, que € um funcionamento inadequado do sistema
nervoso autbnomo relacionado a perda neuronal, a hipbétese microvascular,
mecanismos imunopatoldgicos e persisténcia do parasita sendo os dois ultimos mais
bem aceitos sdo considerados mecanismos conhecidos que contribuem para a
patogénese cardiaca (CASTRO et al., 2011).

A forma cardiaca é a manifestacao crénica mais grave e a maior responsavel
pela mortalidade na doenca (RASSI; RASSI; LITTLE, 2000). Geralmente o0s
principais achados, que podem coexistir no mesmo paciente, incluem anormalidades
no sistema de conducdo, bradiarritmias, taquiarritmias, aneurismas apical,
insuficiéncia cardiaca e morte subita que dependera do dano do miocardio (Figura 4)
(RASSI et al., 2017; RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012).

O T. cruzi promove, direta ou indiretamente, danos no tecido especializado de
conducao, miocérdio contratil e no sistema nervoso intramural levando a inflamacao,
necrose e fibrose com repercussédo hemodinamica e cardiovascular (CASTRO et al.,
2011). Além disso, o intenso infiltrado inflamatério frente ao parasita contribui para
sua diminuicdo tanto a nivel sistémico quanto a nivel tecidual. Porém devido a
persisténcia do parasita na fase crénica, uma resposta imune celular € montada

levando a exaustivo dano tecidual sem reparos (GUTIERREZ et al., 2009).
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Figura 4. Apresentacdes clinicas mais frequentes na cardiopatia chagasica crénica.
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A CCC é classificada em estagios, A, B, C e D de envolvimento cardiaco, de
acordo com a | Diretriz Latino-Americana para o Diagndstico e Tratamento da
Cardiopatia Chagéasica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011). O
estagio A (ou seja, sem cardiopatia) descartadas as alteragbes digestivas,
corresponde a forma indeterminada, com eletrocardiograma (ECG) e
ecocardiograma (ECO) normais além de auséncia de insuficiéncia cardiaca. O
estagio B é subdividido em B1 e B2, onde em B1 o individuo apresenta alteracdes
no ECG e percentual da fracdo de ejecéo ventricular esquerda (%FEVE) acima de
45% apresentada no ECO o que difere do paciente B2 que apresenta %FEVE menor
que 45%. O paciente pertencente ao grupo C e D ja apresentam insuficiéncia
cardiaca, com sintomas prévios ou atuais. A FEVE também é relacionada com o
didmetro ventricular (DV), ambas dadas no ECO. Quanto maior o diametro do
coracdo e menor FEVE pior o prognéstico (CASTRO et al., 2011; DIAS et al., 2015).

N&o se sabe ao certo quais 0s mecanismos envolvidos na evolugcdo do
portador da forma indeterminada para a forma sintomatica, podendo durar décadas
para que o individuo tenha os sinais e sintomas dessa fase. Dessa forma os
indicadores clinicos ou sorolégicos em pacientes que progridem para a fase
determinada da doenca (por exemplo, sintoméaticos e muitas vezes fatais)
permanecem pouco claros (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015). No entanto,
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manifestacbes da fase cronica, se presente, persistem, e em alguns pacientes se
tornam mais graves com o tempo. Nao ha marcadores laboratoriais bem definidos,
caracteristicas do paciente ou medidas clinicas que predizem de forma confiavel a

progresséo da doenca de Chagas (RASSI et al., 2017).

2.4  Aspectos imunes da doenca de Chagas

Os estudos em modelos animais foram essenciais e contribuiram com
achados relevantes acerca da imunologia na doenca de Chagas, principalmente na
fase aguda, contudo véarios aspectos como o evento desencadeador, ainda ndo sao
claros no estudo imunoldgico na doenca humana (BRENER; GAZZINELLI, 1997;
DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005; SATHLER-AVELAR et al., 2009).

A resposta imune na doenca de Chagas tem relacdo com a carga parasitaria,
vias de infecgéo, fatores de viruléncia do parasita, do hospedeiro e influéncia de
fatores neuroendocrinos (MORROT et al., 2016). Podendo ser benéfica no inicio da
infeccdo e relacionada com controle da parasitemia, mas com prejuizos evidentes
em portadores crénicos sintomaticos, sobretudo com a forma cardiaca.

Apbs a invasao do parasita e interacdo com as células, hd uma forte ativacao
da resposta imune inata e adaptativa, que juntas atuam mas ndo sao suficientes
para eliminacdo completa do T.cruzi. Este protozoario adquiriu varios mecanismos
de evasdo do sistema imunolégico como resultado de uma extensa histéria de
coevolucio entre parasita-hospedeiro (ACEVEDO, GIRARD, GOMEZ, 2018).

2.4.1 Imunidade Inata

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa em hospedeiros
vertebrados. Dentro desse tipo de resposta, o0 sistema complemento tem importante
contribuicdo contra diferentes patdgenos, em trés vias de ativacdo: classica,
alternativa e das lectinas. Incluindo mais de 40 proteinas plasmaticas, o sistema
complemento atua (convergindo para a formacéo da C3 convertase) de maneira
indireta levando a opsonizacgao e recrutamento de células fagociticas ou diretamente
levando a eliminacéo do T. cruzi pela formacédo de poros de ataque a membrana
(MAC) em sua superficie (ACEVEDO, GIRARD, GOMEZ, 2018).
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A via das lectinas e via alternativa sdo importantes cascatas ativadas na
infeccdo inicial pelo T. cruzi, sobretudo contra formas epimastigotas e algumas
cepas de tripomastigotas metaciclicos (LIDANI et al.,2017). Porém este parasita
pode inibir a ativacdo dessas vias através de algumas proteinas ja bem
caracterizadas como a proteina reguladora do complemento (TcCRP) e outras
(LIDANI et al.,2017).

Além do sistema complemento, Mondcitos/Macrofagos, Neutréfilos e Células
dendriticas, sdo considerados importantes fagocitos recrutados nas defesas inatas
do hospedeiro na doenca de Chagas, pois camundongos com deplecdo dessas
células ndo sobreviveram diante da infeccéo pelo T. cruzi. Essas células expressam
diferentes receptores que reconhecem padrdes, expressos na superficie (Toll Like
Receptors — TLR1,2,4,5 e 6) ou intracelulares (TLR 7,8 E 9) que reconhecem
padrées moleculares associados a patégenos (PAMP’s) e ao dano (DAMP’s)
(DOLASIA et al., 2017).

Dentre os PAMP’s do T. cruzi mais bem estudados e com capacidade de
ativagdo das células, destacam-se: glicoproteinas tipo mucina (GPI),
glicoinositolfofolipideos (GILP’'S) além de material nuclear como &cido
desoxirribonucleico (DNA) e &cido ribonucleico (RNA) que se ligam a TLR2, 4,9 e 7,
respectivamente. Esse reconhecimento dos diferentes PAMP’s por fagdcitos sao
importantes para inducdo de diferentes perfis de células e citocinas (BAFICA et al.,
2011; CAETANO et al., 2011).

Pinto et al.,, 2018 verificaram a diminuicdo de TLR-2 em mondcitos
intermediarios de portadores de doenca de chagas na forma grave (CARD2)
estimulados com antigenos de T. cruzi, assim como diminuicdo da expressédo de
TLR-4 em mondcitos classicos de portadores da forma indeterminada (IND). A
regulacdo negativa desses receptores € um evento importante na reducdo da
capacidade fagocitaria e um mecanismo desenvolvido por portadores IND para
controle da inflamacgéo (PINTO et al., 2018).

Os mondécitos sao classificados de acordo com a expressédo de CD14 e CD16
em classicos (CD14 ++ CD16-) onde apresentam alta capacidade fagocitica e dessa
forma apresentam perfil pro-inflamatério, correspondem a maior parte dos mondécitos
(aproximadamente 90%). Em contrapartida, mondcitos nao classicos (CD14 + CD16
++) apresentam perfil anti-inflamatorio. Ja os mondcitos intermediarios (CD14 ++
CD16 +) expressam niveis mais altos de MHC-II. (PINTO et al., 2018).
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Mondcitos sdo uma importante fonte de mediadores inflamatorios em
pacientes com doenca de Chagas cronica, pois a deplecdo dessas células em
cultura regulou negativamente a proliferacdo celular, além de diminuir citocinas pré e
anti-inflamatoérias em portadores de DC (LUNA-GOMES et al., 2014). PINTO et al.
(2018) avaliaram a expressao de CD86 em subpopulacdes de mondcitos; classicos
(CD14** CD16Y), nédo classicos (CD14*CD16**) e intermediarios (CD14**CD16")
apos estimulo in vitro com antigenos de tripomastigotas e verificaram que essa
expressdo foi maior em mondcitos de pacientes IND quando comparados aos
individuos néo infectados (NI). Essa expressao influenciou um perfil pro-inflamatorio
nesses pacientes

Macréfagos e células dendriticas sé@o células apresentadoras de antigenos
(APC’s) que ao fagocitar e apresentar antigenos do T. cruzi para Linfécitos naive,
comecam a montar uma resposta, pela producéo de citocinas que contribuem para
formacdo e polarizacdo para uma ampla diversidade de perfis pr6 e anti-
inflamatorios, sobretudo IL-12. Na deficiéncia do gene que produz IL-12 é possivel
verificar a importancia dessa citocina no controle da parasitemia, mortalidade e
impacto na producéo de outras citocinas, como TNF e IFN-y. (SILVA et al., 2003).

A apresentacdo de antigenos por células dendriticas foi avaliada em
experimentos humanos. Ocorreu uma diminuicdo do complexo principal de
histocompatibilidade (HLA I e Il), bem como a expresséao do co-receptor CD40, o que
levou a diminui¢do dos niveis de IL-12 e TNF ap0s contato com fatores solGveis do
parasita (PAMP’s). Dessa forma, o T. cruzi modula a funcionalidade das células
dendriticas, afetando sua capacidade de ativar mecanismos da resposta imune
adaptativa (OVERTVELT et al., 1999; ACEVEDO, GIRARD, GOMEZ, 2018).

As células natural killer (NK) tem papel muito importante no combate a virus e
outros parasitas intracelulares como o T. cruzi. Essas células, diferentemente das
outras da imunidade inata, eliminam os patdégenos através da toxicidade mediada
por seus granulos, num mecanismo similar aos linfécitos TCD8. Mas, € importante
destacar que na infeccdo pelo T. cruzi, o papel das células NK no controle da carga
parasitaria tem mais a ver com a morte do parasita extracelular do que com a
eliminacdo das células infectadas por ele, uma vez que foi observado um padréo de
liberacdo de granulos independente de perforina que é um granulo usado por
Linfocitos CD8 para perfurar células infectadas. (LIEKE et al., 2004).
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Sao reguladas e ativadas por IL-12, IL-15 e IL-18 que induzem a um pico de
producdo de IFN-y (logo apods a infeccdo) que ativa macréfagos e influencia na
diferenciacdo de Linfocitos T virgens em diregcdo ao perfii T helper 1 (Thl)
(CARDILLO et al., 1996; ACEVEDO, GIRARD, GOMEZ, 2018). Em humanos, a
expressdo de genes relacionados a atividade citotoxica das células NK foi
encontrado aumentado em portadores assintomaticos e cardiopatas leves e
diminuidos em pacientes com cardiopatia grave. Subpopulaces de células NK foi
avaliada em portadores de doenca de chagas crbnica. Células NK maduras
(predominantemente citotoxica) aumentou em portadores assintomaticos em
comparacao a portadores cardiacos, esses dados sugerem uma manutencdo da
auséncia de sintomas nesses pacientes. (FERREIRA et al., 2015; VITELLI-
AVELLAR et al., 2005).

2.4.2 Imunidade adaptativa

Linfocitos T e B sao células que fazem parte da resposta imune adaptativa.
Esse tipo de resposta € dividido em imunidade celular e imunidade humoral.
Linfocitos B sdo um importante elo entre imunidade inata e adaptativa, pois além de
apresentar antigenos para outras células, se diferenciam em plasmaécitos e secretam
anticorpos além de citocinas.

A persisténcia do parasita € uma grande complicacdo na imunopatologia
chagasica, pois mesmo tendo producdo de anticorpos anti-T.cruzi responsaveis no
controle da parasitemia na fase aguda, eles ndo o eliminam efetivamente. A
resposta deficiente de anticorpos tem relacdo com a grande variacdo de antigenos
do parasita que consequentemente impacta na ativacao de clones de linfécitos B
especificos, producdo e maturacdo de anticorpos neutralizantes e apoptose de
Linfocitos B na medula 6ssea (PITCOVSKY et al., 2002).

Além disso, muitos estudos ressaltam a existéncia de mecanismos auto-
imunes como decorréncia da infeccdo com maior presenca na fase cronica, ainda
que anticorpos anti- laminina foi detectado em humanos na fase aguda, sugerindo
gue mecanismos de auto reatividade podem comecar desde a fase inicial da
doenca. Mimetismo molecular entre parasita e hospedeiro leva a auto-anticorpos.
Dentre essas moléculas estdo fragmentos de proteinas do T. cruzi como a B13,

proteinas P ribossomais e FL-160 que sdo similares a cadeia pesada de miosina
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humana, receptores muscarinicos e proteina neuronal, respectivamente (BONNEY
et al., 2015; CUNHA-NETO et al., 2011).

Linfocitos B sdo fundamentais para o estabelecimento de popula¢gbes de
Linfocitos T de mémoria especificos para o T. cruzi, pois na auséncia de células B,
resultou numa producao deficiente de linfécitos TCD4+ e TCD8+ além de Thl, Thl7
e T regulatérias (T reg) (SERRAN et al., 2017; CARDILLO et al., 2007). Ha
discordancias quanto a frequéncia de células B (CD19+) circulantes em humanos,
estudos mencionam o aumento dessa populagéo durante a fase aguda tardia e inicio
da fase cronica e outros que ndo encontraram diferencas dessas frequéncias entre
portadores cronicos quando comparado aos saudaveis (SATHLER- AVELLAR et.,
2003; FARES et a., 2013).

Entretanto Fernandez et al., 2014 demonstraram que a infecg&o cronica pelo
T. cruzi altera a distribuicdo de algumas subpopulacdes de células B no sangue
periférico estando relacionado a desregulacdo de Linfocitos TCD4+ provocada pelo
parasita. HA uma diminuicdo em células B de memodria, CD19+CD27+IgD-;
CD19+CD27+CD128+ e aumento de células B ndo convencionais, o que impacta na
incapacidade das células B de produzirem anticorpos IgG+. (FERNANDEZ et al.,
2014).

Outra populacédo de células B, as B regulatérias (Breg) estdo aumentadas em
portadores crénicos. Esta célula tem sido cada vez mais estudada na infeccdo pelo
T. cruzi. Produzem IL-10, IL-35 e fator de transformacgao do crescimento beta (TGF-
B) e séo relacionadas com a supressao de células T patogénicas. No entanto, ndo
esta claro o papel dessa populacédo de Linfocitos B na doenca de Chagas, se tem
efeito benéfico pela contencéo da inflamacéo ou maléfica por favorecer a presenca
do parasita (ACEVEDO, GIRARD, GOMEZ, 2018; FARES et al., 2013).

Os Linfécitos T efetores (TE) sdo gerados ap6s reconhecimento do antigeno
pelo receptor de células T (TCR) via MHC | e Il. A reposta dessas células é
classificada em trés fases: iniciacdo e expansao, resolucdo e contracdo e memoria
imunologica. Na fase de iniciagcdo os Linfocitos multiplicam-se e se expandem em
células TE. Moléculas de superficie como CD69, CD25, CD40L E CTLA-4 tem sua
expressdo aumentada, além de receptores de quimiocinas. As TE podem produzir
uma citocina ou varias, sendo classificadas como T monofuncionais e polifuncionais,
respectivamente (LAIDLAW et al., 2016; ACEVEDO, GIRARD, GOMEZ, 2018).
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Ainda que, em portadores cronicos da doenca de Chagas, 0s niveis
circulantes de Linfécitos T ativados produtores de citocinas tem uma frequéncia
aumentada. Sua resposta proliferativa € baixa, ap0s estimulo, in vitro, com
mitdgeno. Em células de individuos saudaveis que foram infectadas com antigenos
do T. cruzi também impacta negativamente na capacidade proliferativa (DUTRA et
al., 2008; ACEVEDO et al., 2017; GIRALDO et al., 2018).

Linfécitos T s&@o importantes mantenedores da baixa parasitemia em
portadores cénicos, uma vez que durante a co-infeccdo pelo HIV, ocorre uma rapida
progressdo da doenca de Chagas (VAIDIAN; WEISS; TANOWITS, 2004). Apesar de
haver um aumento dessa populacdo celular na circulacdo dos portadores, 0s
linfécitos T parecem ndo ser tdo responsivos a estimulos, uma vez que sua atividade
proliferativa é diminuida assim como seus receptores de ativagdo (ACEVEDO et al.,
2017; GIRALDO et al., 2013; MACHADO et al., 2012b).

Essa baixa capacidade efetora pode ser atribuida a um aumento de uma
populacdo celular denominada de linfécitos T de memaria central (TMC), revelando
estado de ativagéo cronica (FIUZA et al., 2009) aliada a infecgdo persistente por T.
cruzi promovendo exaustdo, que pode contribuir para a progressao da doenca em
individuos infectados a longo prazo. Assim, foi verificado que ha respostas
polifuncionais de células T em criancas em estagios iniciais de infeccdo cronica,
porém, essa resposta polifuncional ndo é vista em adultos infectados a longo prazo,
passando entdo a ter uma resposta monofuncional (ALBAREDA et al., 2013).

Os linfécitos TCD8+ sdo ativados mediante interacdo do TCR com MHC | em
APCs e citocinas provenientes de células T helper (principalmente IFN-y). Os
linfécitos T ativados conseguem eliminar a célula infectada com amastigotas,
tornando-se T citotoxico ricos em granulos contendo granzima e perforina
(WILLIAMS et al., 2007). Essa populacdo de células tem uma participacdo muito
importante na infecgéo pelo T. cruzi, pois a deplecdo em camundongos infectados
nao sobrevivem na fase aguda (TARLETON, 1990).

Em portadores de cardiopatia chagasica grave foi constatada uma diminuicéo
na frequéncia de Linfécitos T CD8+ circulantes quando comparado ao grupo
assintomatico e com cardiopatia leve. Os autores sugerem que pode haver uma
prevencdo na progressado da sintomatologia cardiaca (ALBAREDA et al., 2006).
Porém essas células também tém relagéo ao dano tecidual em portadores de formas

clinicas sintomaticas, como cardiaca e digestiva. Os infiltrados inflamatérios nesses
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portadores sao ricos em Linfocitos TCD8+ com expressdo aumentada de moléculas
citoliticas, como granzima, sugerindo dano. (DUTRA et al., 2008; LANNES-VIEIRA et
al., 2003).

As células T CD4+ sdo importantes na secre¢do de citocinas que modulam a
atividade de outras células, principalmente macrofagos, DCs e outros linfocitos. Séo
componentes principais de infiltrados de lesfes cardiacas, sugerindo participacéo na
resposta ao T. cruzi. Ainda assim, ndo esta claro a compreenséo de sua participacao
na doenca de Chagas tal qual células CD8+ (ACEVEDO et al., 2017; GIRALDO et
al., 2018).

No que diz respeito a protecdo, estudos sugerem que é preferivel uma
resposta coordenada entre perfis Thl e Th2, com predominancia dos mecanismos
efetores via Thl para o controle e eliminacdo parasitaria. (HOFT et al., 2005). Assim,
individuos que apresentam a forma cardiaca expressam niveis exacerbados de
linfécitos do perfil pré-inflamatério, Thl, com consequente atenuacdo de uma
resposta anti-inflamatoria, representada pelo perfil de linfécitos Th2. Esse
desequilibrio revela a complexidade da resposta imune contra o T. cruzi e sugere
que os focos inflamatorios incessantes, caracteristicos da doenca cronica,
repercutem a producdo plasmatica de células e citocinas (CUNHA-NETO et al.,
2005).

As citocinas produzidas pelos linfécitos ativados desempenham papel
importante na regulacdo da resposta imune, principalmente pela familia da IL-12, e
sdo implicadas na resisténcia a infeccdo e evolugcdo da doenca de Chagas
(BRODSKYN; BARRAL-NETO, 2000; ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018). Estudos
em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) revelam que apds estimulo
derivados do parasita, in vitro, h4 producdo de citocinas inflamatérias e anti-
inflamatorias e o perfil de citocinas produzido pelas células esta relacionado com as
formas clinicas da doenga (CUELLAR et al., 2008; DUTRA et al., 1997; GOMES et
al., 2003; SOUZA et al., 2004, 2007).

As andlises de perfis de citocinas pré e anti-inflamatério sugerem que a IL-10
estd mais elevada em individuos com a forma IND quando comparada aos da forma
CARD, sugerindo que esta citocina esteja controlando a morbidade da doenca por
impedir a progressdo para as formas clinicas sintomaticas (ARAUJO et al., 2011;
COSTA et al., 2009; GOMES et al., 2003; MAGALHAES et al., 2012; SOUZA et al.,
2004).
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Em contrapartida, citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y e TNF-a estdo em
niveis mais elevados em portadores da forma cardiaca e possivelmente,
representam piora da funcdo cardiaca (Figura 5). Além disso, niveis elevados de
TNF-a estavam presentes em individuos portadores da cardiopatia que foram a 6bito
por acidente vascular cerebral (AVC), sugerindo que niveis elevados de TNF-a
aumenta o risco de desenvolvimento de AVC (GUEDES et al., 2016; TALVANI et al.,
2004).

As células T reguladoras (Treg) tem funcdo crucial no sistema imunologico
pois além de ter relagho com mecanismos de tolerancia, reconhecendo
autoantigenos, também participa na modulacdo de outras células, diminuindo a
atividade de células T com potencial patogénico ou danoso ao hospedeiro via IL-10
e TGF-B. No contexto da doenga de chagas e diante de todo o exposto, essa
populacdo de linfocitos esta aumentada em portadores assintomaticos quando
comparado aos sintomaticos sobretudo a forma cardiaca (VITELLI-AVELAR et al.,
2005; SILVEIRA et al., 2009; ARAUJO et al., 2012; ARAUJO et al., 2011).

E importante destacar que linfécitos Treq de portadores com a forma cardiaca
leve e grave tem a capacidade regulatoria modulada negativamente. Como exposto
anteriormente, portadores que apresentam essa forma clinica parecem ter uma
reposta desbalanceada (GUEDES et al., 2012).

ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018 sio enfaticos ao pontuar: “é tentador
especular que uma estratégia de intervencdo imunoldgica poderia ajudar (se nao
curar) portadores cronicamente infectados”. E notavel o grande envolvimento da
resposta imune nesses pacientes, ficando claro os mecanismos de desregulacéo.
Imunoterapias tem sido cada vez mais utilizadas em pacientes onde a resposta
imune é deletéria, e nos portadores crénicos esse tipo de foco deve ser levado em

consideracao principalmente colocando o TNF como alvo de bloqueio.
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Figura 5. Resposta imunolégica nas formas clinicas cronicas da doenca de Chagas
humana.
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2.5 Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Receptores do Fator de Necrose
Tumoral (TNFRS)

Nas pesquisas iniciais envolvendo céncer, achava-se que extratos de
bactérias levavam a regressdo de certos tumores em animais e humanos.
Inicialmente pensou-se ser o Lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular
das bactérias gram - o responsavel por isso, mas foi constatado que as células
tumorais subcutaneas entravam em necrose por um determinado fator necrosante,

provenientes de macréfagos, em resposta ao préprio LPS. Mais tarde, esse fator
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necrosante foi chamado de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (COLEY, 1910;
1944; CARSWELL et al., 1975)

De maneira geral, faz parte de uma superfamilia (TNFSF) composta por 19
proteinas estruturalmente similares que se liga a uma ampla variedade de
receptores (TNFRSF) composta por 29 receptores. O TNF- a ou membro da
superfamilia TNF 2 (TNFSF2) ou simplesmente TNF (também ja foi denominado de
Caquectina, por ter sido associado a caquexia, e Linfotoxina) é uma citocina que
desempenha varias fungcdes na imunidade inata e adaptativa. Em condi¢cdes
fisioldgicas sua producdo e funcionalidade tem tendéncia limitada, porém quando
sua producédo é aumentada e descontrolada é associado com doencas inflamatérias,
autoimunes, crbnicas e geragcdo de alguns tipos de cancer. Por ter producéo
aumentada no tecido adiposo, na obesidade, também é conhecido como Adipocina
(TRACEY et al., 1990; BODMER et al., 2002; LOCKSLEY et al., 2002; MATHIS et
al., 2011; SETHI; HOTAMISLIGIL, 2021).

O TNF € produzido por uma diversidade de células imunes e ndo imunes,
sendo a primeira citocina a ter seus niveis aumentados minutos ap0s qualquer
lesdo, acompanhado mais tardiamente de IL-1 e IL-6, que também s&o dependentes
da liberacéo previa de TNF. Sendo, portanto, uma importante molécula do sistema
imunologico (MONACO et al., 2014).

Considerado portando altamente inflamat6ério e mais pleiotrépica, ou seja,
desempenhando funcdes em diversos tipos celulares (FONG et al., 1989).
Atualmente seu papel é associado a varias patologias infecto parasitarias,
autoimunes, neoplasicas, inflamatérias e metabdlicas (SEDGER; MCDERMOTT,
2014). (Figura 6)
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Figura 6. Funcdes do fator de necrose tumoral (TNF)
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O TNF existe como duas formas de sinalizacdo: trimero transmembranar
(mbTNF), que se liga a outras células numa sinalizacdo paracrina classica e um
trimero soluvel (sTNF), que é resultado de uma clivagem realizada pela enzima
conversora de TNF-a (TACE ou ADAML17). Dessa forma, com a acdo da enzima
TACE, o mbTNF é convertido a TNF soltvel (sSTNF), que é a forma circulante com
capacidade endocrina de agir em locais distantes (BLACK et al., 1996; MOSS et al.,
1997; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).

O sTNF e o mbTNF se ligam aos seus receptores transmembranares, 0S
receptores de fator de necrose tumoral do tipo 1 (TNFR1/TNFRSF1/CD120A ou p55)
e do tipo 2 (TNFR2/TNFRSF1B/CD120B ou p75), onde o mTNF é um ligante mais
potente para TNFR2, e o STNF pelo TNFR1 (Figura 7).

O TNFR1 é encontrado constitutivamente na maioria das células, porém o
TNFR2 tem expressdo muito mais restrita a células imunes, como Mondctios,
Linfocitos Treg (levando a uma estimulacdo dessa subpopulagéo de células ) além de
células endoteliais e neurdnios (CARPENTIER; COORNAERT; BEYAERT, 2004),
mas ambos podem se interagir na ceélula, pelo fenbmeno conhecido como
‘passagem de ligante” regulando a associacdo de TNF com o TNFR1. Esses
receptores também sao clivados pela TACE e se tornam receptores sollveis do tipo

1 e 2 (STNFR 1 e sTNFR2) considerados potentes inibidores naturais de TNF-a, uma
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vez que sdo capazes de competir pelo sitio de ligacdo do TNF-a, modulando sua
bioatividade (ADERKA et al.,, 1992; VAN ZEE et al., 1992; MOHAMED-ALI et al.,
1999).

O TNFR1 contém um dominio de morte em sua constituicdo e por isso
qguando ligado ao TNF induz ativacdo de fator nuclear (NFKB) e proteina quinase
ativada por mitogeno (MAPK) que leva a morte celular por apoptose, necroptose e
piropse, este processo promove e exacerba a inflamacdo. (ANDERTON et al., 2020).

E importante destacar que a morte celular ndo é uma resposta padrdo das
células ao TNF, e que o processo de morte ocorre quando algum ponto na via
intracelular é inativado. Varios eventos moleculares e de transducdo de sinais
acontecem depois que ocorre a interacdo do ligante com 0s receptores, esses
eventos sdo importantes para o TNF-a desempenhar todas suas fungbes. Apds
ativacdo via TNFR1, o complexo | é formado (ligado a membrana da célula) levando
a ativacado da MAPK e de NFKB, bem como do fator 2 associado ao TNFR (TRAF2)
que culmina com a expressdo aumentada de genes pro-inflamatoérios. Quando o
complexo | é dissociado da membrana e associado a proteina contendo o dominio
de morte (FADD) e a caspase 8 forma-se entdo um complexo potencialmente
citotoxico, o complexo Il. ANDERTON et al., 2020).

Existem trés mecanismos que reprimem a atividade citotoxica promovida pelo
complexo II. O inibidor do fator nuclease KB quinase (IKK) que atua inibindo a
atividade da proteina quinase 1 (RIPK1). O segundo mecanismo é a regulacao
positiva, dependente de NFKB, de genes pré-sobrevivéncia, como o gene que
codifica a proteina inibidora do tipo FLICE (FLIP). O terceiro mecanismo consiste na
clivagem da RIPK1 pela caspase 8, dessa forma inibindo-a.

Ao contrario, o TNFR2 ndo tem dominio de morte, mas pode induzir
indiretamente a morte celular via TNFR1, pela passagem do ligante em que o TNF-a
se liga ao TNFR1 (TARTAGLIA et al., 1993a, 1993b). Este receptor forma um
complexo intracelular com o fator associado ao receptor de TNF (TRAF) (REDDY et
al., 2000). Como néo tem dominio de morte, 0 TNFR2 pode recrutar o0 TRAF para
ativar NFKB e MAPK. Este receptor estad mais associado com efeitos homeostatico
como sobrevivéncia celular e regeneracéo de tecidos. Em camundongos deficientes
de TNFR2 a capacidade proliferativa de células CD4+ e CD8+ foi prejudicada
levando a diminui¢cdo da producéo de citocinas inflamatorias (KIM et al., 2006; 2008).
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Figura 7. Processo de sintese e interacdo do TNF com TNFR.
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Diversas doencas estdo associadas ao TNFR1 e TNFR2 incluindo disturbios
metabdlicos como diabetes mellitus do tipo 2. O TNFR1 induz a resisténcia a
insulina mediada pela ligacdo ao TNF-a, pois o TNF-a age nos receptores de
insulina (SALTIEL, 2001). Além disso, foi demonstrada uma correlacdo entre 0s
receptores solliveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) e disturbios cardiovasculares
associados com rigidez arterial podendo contribuir diretamente para arteriosclerose
e insuficiéncia cardiaca (KIM et al., 2016; SAFRANOW et al., 2009). Por outro lado,
a inibicdo do TNFR1 leva a atenuacédo da disfungcao ventricular, entretanto a inibigao
do TNFR2 exacerba essa disfungdo em camundongos (MONDEN et al., 2007). Em
estudos experimentais, a trombose arteriolar foi mais pronunciada em camundongos
deficientes de TNFR1 (TNFR1-/-) (PIRCHER et al., 2012).
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2.6 Inibidores de TNF

O uso do TNF como agente quimioterapico apresenta grande limitacdo pela alta
toxicidade. No entanto, o bloqueio desta citocina, com anticorpos monoclonais
(mABs), em muitas doencgas inflamatérias, entrou em grande evidéncia devido a
meia-vida longa e seguranca apresentada in vivo. Desde sua descoberta e
aplicacoes, ainda na década de 90, os agentes anti-TNF estdo entre uma das
maiores descobertas da medicina moderna.

Infliximabe (anti 1IgG quimérico — Remicade®), Golimumabe (MAB totalmente
humano - Simponi®), Certolizumabe (Cimzia®), Etanercepte (fusdo entre TNFR2
com a porcdo Fc da IgG1 — Enbrel®) e Adalimumabe (mAB totalmente humano -
Humira® s&o aprovados em ensaios clinicos e utilizados em diversas patologias que
tem o TNF como agente chave (LETHABY et al., 2013).

Em 1998, o Etanercepte que € uma fusdo do TNFR2 com o dominio do
fragmento cristalizavel (Fc) de IgG1 humano, foi o primeiro receptor recombinante
aprovado para uso em humanos com ligagdo ao TNF comparavel a ligagdo do
TNFR2 e dessa forma impedindo a toxicidade e consequentemente a inflamacao
provocada pelo TNF (LETHABY et al., 2013).

Esses agentes sdo anticorpos de camundongos, quiméricos ou totalmente
humanos e fuséo entre a por¢cao Fc com o STNFR2 humano. O Adalimumabe é uma
IgG1 totalmente humana que neutraliza o TNF e teve sua avaliacdo realizada em
2002 com grande sucesso, pois ainda na fase clinica |, demostrou seguranca, 6tima
distribuicdo, absorcdo e metabolismo além de eficacia na artrite reumatodide (AR)
(BROEDER et al., 2002; WEINBLATT et al., 2003).

De maneira geral, esses agentes anti-TNF ligam-se ao sTNF e mbTNF com alta
afinidade, impedindo que o TNF se ligue aos TNFR, e desta forma prejudicando a
ativacdo dessa via, 0 que impede toda a capacidade que esta citocina tem quando
ligada a seus receptores (ROBERTS et al., 2011; SEDGER; McDERMOTT, 2014).
Ainda, o Etanercepte além de ligar ao sSTNF também se liga a Linfotoxina a (LT-a), o
qgue € um diferencial com relacéo as outras terapias anti-TNF.

O mecanismo de ligacdo desses agentes ao mbTNF leva a capacidade de
inducdo de uma sinalizag&o reversa, ou seja, a droga anti-TNF se liga ao mbTNF em
células que expressam essa forma. Além disso, naquelas células que expressam

receptores IgG Fc (FcR), principalmente da linhagem mieloide, e nas drogas que tem
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a porcdo Ig essa ligacdo envolve a citotoxicidade mediada por anticorpo (ADCC)
(KIRCHNER et al., 2004; MITOMA et al., 2005).

Figura 8. Mecanismo de ac¢éo dos anti-TNF
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Fonte: Adaptado de SEDGER; MCDERMOTT, 2014

Assim, a nivel de sistema imunoldgico a terapia com essas drogas culmina com a
diminuicdo de citocinas pro-inflamatdérias, quimiocinas, moléculas de adeséo, reduz
inflamacé&o por impactar na migracdo de células inflamatérias para os tecidos além
do aumento de células T reguladoras (EVANGELATOS et al., 2022).

Destaca-se ainda que devido a alta complexicidade dos biologicos anti-TNF,
seus mecanismos nao sao completamente compreendidos uma vez que alguns
agentes tém sua eficacia mais restrita a algumas doencas inflamatorias do que
outros, como o Etanercepte que ndo tem quase nenhuma eficacia na doenca de
Crohn quando comparado ao Infliximabe, um agente anti-TNF quimérico, muito
eficaz na doenca de Crohn e artrite reumatoide (RUTGEERTS et al.,, 1999;
SEDGER; McDERMOTT, 2014).

Alguns estudos relatam que o Infliximabe induz uma maior expressédo de IL-10
(durante o processo de sinalizacao reversa), mas o Etanercepte é resultado da fuséao
com o TNFR2 que é um importante agonista, e que também faria sinalizacéo
reversa. Portanto é claro a busca por mais estudos que avaliem essa dinamica
(SEDGER; McDERMOTT, 2014).
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E importante destacar que ha um espectro de efeitos adversos dessas drogas
como reacdes nos locais de aplicacédo, desenvolvimento de anticorpos contra esses
agentes anti-TNF, reativacdo de doencas infecciosas como tuberculose ou infecgbes
virais latentes (SEDGER; McDERMOTT, 2014).

As pesquisas envolvendo pacientes com doencas cardiacas devem ser
estimuladas, os estudos que avaliam a seguranca do uso dos bloqueadores nessa
populacdo de pacientes sdo controversos, enquanto Inflliximabe numa concentragao
de 10mg/Kg foi relacionado a uma piora da insuficiéncia cardiaca em humanos

tratados em outro estudo esses efeitos foram minimos ou ausentes (STOEP et al.,

2013)

Quadro 1. Lista de terapias anti-TNF disponiveis e sua indicacao

Nome Via
Marca . 5
Estrutura do (Meia-Vida/Co- Indicacdes
) (Empresa e data de aprovagao) )
medicamento terapia)
Artrite reumatoide
Etanercepte o )
i . Enbrel® o Artrite idiopatica juvenil
Proteina de fuséo Injecdo S.C o
) (Immunex/now Amgen (US), e poliarticular
recombinante: ] 2-4 semanas ] .
Pfizer (UK)) Artrite psoriatica
TNFR2 humano: . 25mg . )
QGLF Registrado em Nov.1998 Espondilite anquilosante
gGl-Fc .
Psoriase em placas
o Remicade® Artrite reumatoide
Infliximabe ) .
) (Centocor Ortho Infuséo L.V Artrite psoriatica
Humanizado ) - _
o Biotech Inc. (US) e 4 semanas Espondilite anquilosante
(quimérico) ) .
Janssen-Cilag Pty Ltd. (UK)) 100 mg Psoriase em placas
lgG1k mAB .
Registrado em Ago.1998 Doenca de Crohn (M/G)
Artrite reumatoide
L Artrite psoriatica
) Injecéo S.C i
) Humira® Psoriase em placas
Adalimumabe 2-4 semanas - _
(ABBVRIE Inc.) Espondilite anquilosante
IgG1 humano k mAB _ 40mg/0.8mL
Registrado em Dez. 2002 Doenca de Crohn (M/G)
Artrite idiopatica juvenil
(&)
) ) L Colite ulcerativa
) Simponi® Injecdo S.C ) ]
Golimumabe . Artrite reumatoide
(Centocor Ortho Biotech Inc) 2 semanas ) .
IgG1 humano k mAB . Artrite psoriatica
Registrado em Abr 2009 50mg )
Psoriase em placas
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o Artrite reumatoide
] Cimzia® ] ) .
Certolizumab Pegol Injecdo S.C Artrite psoriatica
(UCB Pharma SA) . .
IgG1 k mAB 200mg Espondilite anquilosante

Registrado em Abr 2008
Doenca de Crohn (M/G)

Fonte: SEDGER; McDERMOTT, 2014

2.7 Receptores de TNF na infeccéo pelo T. cruzi

A ativagéo do TNFR1 parece ser extremamente importante durante a infecgéo
experimental aguda. Camundongos deficientes em TNFRL1 e infectados com T. cruzi
Sd0 mais suscetiveis e apresentam alta taxa de parasitemia e sobrevida menor
gquando comparado aos controles. Essa susceptibilidade pode estar relacionada a
maturacdo defeituosa de células B com consequente diminuicdo de imunoglobulina
G (ALIBERTI et al., 2001; CASTANOS-VELEZ et al., 1998; KROLL-PALHARES et
al., 2008; PEREZ et al., 2007, 2017; VILLAR et al., 2013).

O TNFR2 tem menos influéncia no controle de parasitas durante a fase
aguda, pois camundongos deficientes em TNFR2 apresentaram niveis semelhantes
de parasitas circulantes quando comparado aos camundongos do grupo controle
(sem deficiéncia) (ALIBERTI et al., 2001; VILLAR et al., 2013). Pérez et al. (2007)
infectaram camundongos duplo e Unico knockout em TNFR1/2 e esses animais
apresentaram alta parasitemia, mas provavelmente relacionada a deficiéncia do
TNFR1. Animais deficientes em TNFR2 apresentaram aumento da parasitemia,
porém foram mais resistentes & morte (PEREZ et al., 2007).

Além do controle parasitario, TNFR1 parece estar envolvido no recrutamento
celular e inflamacdo, pois camundongos deficientes neste receptor de TNF
apresentaram auséncia de infiltrado inflamatério no miocardio quando comparado
aos animais do grupo controle que apresentaram lesbes graves (PEREZ et al.,
2007).

Durante a infeccdo aguda, ambos o0s receptores soluveis sTNFR1/2 se
elevam, mas o sSTNFR2 se eleva mais rapido e em quantidades maiores se
estabilizando durante a fase cronica (TRUYENS et al., 1999). Ainda a relacdo
TNF/sTNFR quando mais diminuida mais refletia piora nos camundongos,
comprovado por caquexia e alta parasitemia. O desequilibrio enddégeno entre
receptores soluveis reflete o desfecho clinico de camundongos durante a fase

aguda, onde analises em camundongos antes da morte indicaram que houve uma
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relacdo TNF/STNFR prejudicada, quando comparada ao grupo controle (TRUYENS
et al., 1999).

No estudo de Bilate et al. (2007) foi demonstrado que a auséncia da
sinalizacdo do TNF (pela inibicAo com Etanercepte) e a infeccdo s&o importantes
fatores aceleradores da insuficiéncia cardiaca, uma vez que a funcéo ventricular e
%FEVE foram diminuidas ap0s o tratamento com inibidor de TNF, o Etanercepte
(proteina de fusdo composta pelo STNFR2 mais a regido Fc da IgG), em hamsters
infectados. O bloqueio do TNF levou a uma distribuicdo anormal do infiltrado
inflamatorio, onde as células se restringiram a regido subendocardica. Essa
anormalidade pode ser explicada pela relacdo do TNF com quimiocinas, uma vez
gue TNF-a tem papel no aumento da expressédo de quimiocinas MCP-1 e MCP-1a e
moléculas de adesdo que leva a uma infiltracdo aumentada de leucdcitos no
miocardio (BILATE et al., 2007).

De acordo com Bilate et al. (2007) esses achados impossibilitam o uso desse
blogueador em humanos com cardiopatia chagasica crénica pelo agravamento
dessa condicdo. Porém novos estudos utilizando esse bloqueador em outros
animais, com doses diferentes ou em associacado podem trazer novas perspectivas.

Em contrapartida ao uso do Etanercepte, a terapia com Infliximabe (anticorpo
monoclonal IgG1 quimérico) mostrou ser promissora no tratamento de camundongos
infectados cronicamente. O bloqueio do TNF além de nao reativar a infeccéo, levou
a uma diminuicdo das células T e macréfagos no coragcdo, além do impacto na
diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento (PEREZ et al., 2009) ou
manutencdo (PEREIRA et al., 2014) de IL-10. A terapia com Infliximabe restaurou a
frequéncia cardiaca normal pelos dados do eletrocardiograma. Também reduziu a
proporcao de animais afetados por arritmias e blogueio atrio ventricular (PEREIRA et
al., 2014).

Pereira et al. (2014) viram que houve diminuicdo de TNFR1 em células T
apos o tratamento com Infliximabe. O blogueio interrompeu a retroalimentacao
positiva da sinalizacdo TNF/TNFR1, e dessa forma levou a diminuicdo da ativacao
celular induzida pelo TNF. Com esses achados a curto e longo prazo, a terapia
utilizando Infliximabe traz novas perspectivas no tratamento da doenca de Chagas
cronica, mas deve-se ter investigacbes mais detalhadas, como a reativacdo de
outras infec¢es (PEREZ et al., 2009).
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Poucos estudos abordam a expressao do TNFR em portadores da doenca de
Chagas cronica. Mocelin et al. (2005) ndo encontraram diferenca significativa entre
as concentracdes plasmaticas de sTNFR1 entre os grupos, além de nenhuma
associacdo com eventos clinicos, como sobrevida e transplante cardiaco. De acordo
com os autores, 0 pequeno nimero de pacientes (28) e o periodo limitado de analise
foram lacunas para o estudo (MOCELIN et al., 2005). Em outro estudo, niveis
circulantes de sTNFR2 foram 60% maiores em neonatos infectados quando
comparado aos ndo infectados e permaneceram elevados com 1 ano de idade.
Podendo ser util na orientacdo da presenca de transmissdo vertical durante a
infeccdo (GARCIA et al., 2008).

Receptores soluveis, STNFR1 e sTNFR2, encontram-se elevados no soro de
133 pacientes com doenca de Chagas quando comparado aos nao infectados.
Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os portadores crbénicos, 0s niveis de
STNFR1 se elevam a medida que ocorre o agravamento da doenca. Além disso, foi
verificado uma correlagdo negativa entre STNFR1 e TNF em portadores da forma
IND, sugerindo que essa relacdo pode impedir a progressdo para formas mais
graves, como a forma cardiaca. Os autores sugerem a importancia no balanco
enddgeno dos receptores soluveis de TNF, e indicam protecdo e equilibrio nos
pacientes com doenca de Chagas cronica (TORRES et al., 2022).

Mecanismos apoptdticos via TNF/TNFR em linfécitos e neutréfilos
desencadeados pelo T. cruzi podem contribuir tanto na patogénese cardiaca quanto
em mecanismos de escape do parasita, respectivamente (CHAVES et al., 2016;
MAGALHAES et al., 2017). Linfécitos de pacientes com CCC apresentam maior
frequéncia de células apoptéticas quando comparado com a forma IND e nédo
infectados. Uma correlacdo positiva e significante dessas células expressando TNF-
a também foi vista. Os resultados mostraram que a superfamilia de receptores de
morte celular (FADD, TRADD, TNFRSF10A (receptor de TNF membro da
superfamilia 10A), TNFRSF10B, TNFRSF11B, TNFRSF21 e TNFRSF25) foram
regulados positivamente quando comparados com o0 grupo IND, mesmo sem
estimulo in vitro (com antigenos soluveis de T. cruzi). Apos estimulo, a expressao
dessas moléculas aumentou consideravelmente (CHAVES et al., 2016).

Neutrofilos de humanos infectados in vitro com a cepa Colombiana e Y
revelaram ter baixa viabilidade devido a alta taxa de apoptose quando comparado

aos monadcitos. TNFR2 foi altamente expresso nos neutréfilos apés estimulo e
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responsavel pela apoptose juntamente com Fas ligante (FasL) (MAGALHAES et al.,
2017). A morte apenas em neutrdfilos foi atribuida a uma estratégia de escape do T.
cruzi e que esse receptor tem importancia durante a fase inicial da infeccdo em
humanos. Niveis de TNFR2 foi maior em células de sangue periférico de portadores
com a forma indeterminada e cardiaca quando comparada aos nao infectados.
Apesar de TNFR1 se elevar em PBMC dos portadores, 0s autores ndo encontraram
nenhuma diferenca estatistica (GONZALEZ et al., 2018).

Apesar dos avancos sobre os mecanismos de atuacdo e regulacdo dos
receptores de TNF-qa, ainda ndo esta totalemnte elucidado o papel dessas moléculas
na imunopatogénese da doenca de Chagas humana, portanto entender como esses
receptores se comportam em células circulantes de portadores de diferentes formas
clinicas da doenca podem auxiliar no quebra cabeca ndo resolvido da resposta
imune na doenca de Chagas (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ et al., 2018).



Figura 9. Efeitos do bloqueio de TNF na infecccéo pelo T. cruzi
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3 JUSTIFICATIVA

Varios sdo os mecanismos relacionados ao parasita e ao hospedeiro na forma
cronica da doenca que permanecem nao elucidados, dentre eles 0s mecanismos
imunologicos envolvidos na evolucdo da forma clinica indeterminada para a forma
cardiaca. Ja foi demonstrado em varios estudos que a citocina TNF desempenha um
papel importante na patogénese da doenca. Estudos in vivo e in vitro mostraram que
essa citocina se eleva e esté diretamente relacionada ao dano cardiaco, sendo uma
citocina chave na resposta imune contra o T. cruzi e doenca de Chagas (FERREIRA
et al., 2013; LANNES-VIEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2012).

Mas, para o TNF desempenhar suas funcdes in vivo é necesséria a ligacédo a
receptores presente na membrana de células, essa interacdo (TNF/TNFR) medeia a
resisténcia do hospedeiro a varios agentes infecciosos levando a atividades
microbicidas de fagocitos além do impacto na inducdo de apoptose, crescimento e
diferenciagdo celular (CASTANOS-VELEZ et al., 1998). Considerados potentes
inibidores da atividade da citocina e dessa forma impedem suas acdes pro-
inflamatorias, os receptores soluveis de TNF (sTNFR1/2) se elevam em muitas
condicbes inflamatorias.

Avaliar os receptores de TNF em diferentes células participantes da resposta
imune na doenca de Chagas, poderia levar a um entendimento mais preciso do
papel relevante em mecanismos que auxiliam ou inibem atividades deletérias do
TNF, contribuindo para o melhor entendimento da imunopatogénese na doenca. E
dessa forma ainda poderiam tornar-se biomarcadores imunoldgicos de gravidade
e/ou prognastico.

Sendo assim, esperamos entender a atuacdo do TNF e de seus receptores
em células provenientes de portadores das formas clinicas IND e CARD (com graus
distintos de manifestacbes cardiaca). Além disso, 0 impacto que a auséncia da
sinalizagdo, a partir da inibicdo desta citocina, com drogas anti-TNF, nas demais

citocinas do perfil pro inflamatorio e anti-inflamatorio.
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4 OBJETIVOS

4.1  Objetivo geral

Avaliar a os niveis de TNF e expressdo dos seus receptores em portadores

de cardiomiopatia chagésica crénica.
4.2 Objetivos especificos

a) Identificar a frequéncia dos receptores TNFR1 e TNFR2 em linfocitos T CD4+,
TCD8+ e T regulatérios em portadores das formas clinicas crénicas IND e CARD;

b) Identificar a frequéncia dos receptores TNFR1 e TNFR2 em mondcitos totais
e suas subpopula¢cbes além de células CD16+ em portadores das formas clinicas
crénicas IND e CARD;

C) Detectar a frequéncia intracelular das citocinas TNF e IL-10 em
subpopulacdes de mondcitos e linfocitos de portadores das formas clinicas crénicas
IND e CARD;

d) Correlacionar a expressdo de TNFR1 e TNFR2 nas diferentes populagbes
celulares com os graus de gravidade da cardiomiopatia chagasica através da
%FEVE;

e) Correlacionar a expressdo de TNFR1 e TNFR2 com TNF nas diferentes
populacdes celulares provenientes de portadores com formas clinicas crénicas IND
e CARD;

f) Correlacionar a expressao de TNFR1 com TNFR2 nas diferentes populacdes
celulares provenientes de portadores com formas clinicas crénicas IND e CARD;

s)] Avaliar a expressdo das citocinas TNF, IFN-y, IL-6, IL-4, IL-2 e IL-10
provenientes de células de sangue periférico de portadores com as formas clinicas
IND e CARD submetidas ao tratamento com dois bloqueadores de TNF,
Adalimumabe e Etanercepte isolados ou associados ao Benzonidazol.

h) Correlacionar as citocinas provenientes das condi¢cdes de cultura com a
%FEVE



55

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Populacéo de estudo

Foram selecionados 77 pacientes ao total, destes, 53 eram portadores
cronicos da doenca de Chagas que foram atendidos no Ambulatério de Doencga de
Chagas do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC), da Universidade de
Pernambuco (UPE) no periodo de 2020 a 2023. Atualmente, o ambulatorio, Casa de
Chagas, é o local de referéncia no estado de Pernambuco para o acompanhamento
e tratamento dos pacientes portadores da doenca de Chagas. Para sua incluséo no
estudo, os pacientes preencheram 3 critérios: realizacdo dos exames clinicos
(eletrocardiograma, ecocardiograma, raios-X de térax e de esbdfago) para a
classificacdo clinica; sorologia reagente para a infeccdo chagésica, segundo o
Ministério da Saude (DIAS et al., 2016) e ndo ter sido submetido ao tratamento
etiol6gico ou que tenham recebido o tratamento ha pelo menos 3-5 anos da data da
coleta. Os pacientes foram excluidos do estudo quando: apresentavam queixas
digestivas compativeis com a forma digestiva da doenca de Chagas, submetidos ao
tratamento etioldgico recente a coleta, possuiam alguma co-infeccdo de origem
infecciosa ou parasitaria, faziam uso de dispositivo implantavel como o marcapasso
e disturbios de origem neoplasica ou enddcrina.

A classificacdo clinica foi realizada por médicos cardiologistas seguindo o I
Consenso em Doenca de Chagas (DIAS et al., 2016) e a classificacdo da cardiopatia
foi realizada através da | Diretriz Latino-Americana para o Diagnéstico e Tratamento
da Cardiopatia Chagasica (Andrade et al., 2011). Os grupos foram divididos em 3
(Figura 7):

1. Individuos portadores da forma indeterminada (Grupo IND) (n=17), sem
sintomas cardiacos e com ECG e ECO normais;

2. Individuos portadores da forma cardiaca leve (Grupo CARD 1) (n=13), com
doenca cardiaca estrutural, evidenciada por ECG ou ECO, mas com funcao
ventricular global normal e sem sinais e sintomas atuais e anteriores de
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC);

3. Individuos portadores da forma cardiaca grave (Grupo CARD 2) (n=23) com

disfuncao ventricular e sintomas atuais ou anteriores de ICC.
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Figura 10. Selecdo dos pacientes
R

Forma Indeterminada Fnrma Cardlaca Leve Forma Cardxaca Grave
ND

Total de pacientes: 77

(2020 a 2023)
Dosagem de citocinas “ ‘ » Imunofenotipagem
Total(zdgzgacizznzt;)s 66 Total de pacientes: 37*
a
\ —————— ———
Doenga de Chagas cronica: 42 Doenca de Chagas cronica: 20 "
(IND: 13/CARD1: 13/CARD2: 16) (2020 a 2022) o (2023)
(IND:7 CARD1: 9/ CARD:2: 4) (IND: 4/CARD2: 7
IDIOP; 12 (e »| IDIOP: 6
NEG: 12

Fonte: O autor. Nota: *37 para imunofenotipagem, sendo 20 coletados de 2020 a 2022 e 11 coletados
em 2023. As setas indicam que as amostras dos mesmos pacientes foram utilizadas em dois
experimentos distintos. Das 42, 20 amostras foram utilizadas para os ensaios de imunofenotipagem.
E do grupo IDIOP, das 12, 6 amostras foram utilizadas para os ensaios de imunofenotipagem.

Os valores do percentual da fracdo de ejecao ventricular esquerda (%FEVE)
foram adquiridos através da realizacao do ecocardiograma. A FEVE é considerada o
parametro mais importante na avaliacdo da funcao sistolica e o melhor indicador
prognostico de sobrevida em pacientes cardiacos. Os grupos controles foram
divididos em dois: ndo infectados (NEG) constituido por 12 individuos, onde néo
poderiam ter habitado em area endémica para a doenca de Chagas; nunca ter
recebido transfusdo de sangue e ter apresentado teste sorolégico ndo reagente. E
um grupo constituido por portadores de cardiopatia ndo chagasica, sem definicao da
causa de base, sendo, portanto, classificados como portadores de cardiopatia
idiopatica (IDIOP) (n=12). E importante salientar que este Ultimo grupo apresenta
percentual de Fracdo de Ejecdo Ventricular Esquerdo -%FEVE, semelhante aos
pacientes do grupo CARD?2 (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da populagdo de estudo
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Variaveis NEG IDIOP IND CARD 1 CARD 2
NUmero de pacientes 12 12 17 13 23
Idade (anos) 52 +7.37 56.4 +10.32 53+ 13.7 57 +12.83 58.7 £13.08
Sexo
Masculino 2 (16.66% 7(58.33%) 3 (23.08%) 3 (23.08%) 9 (56.25%)
Feminino 10 (83,34%) 5 (41.66%) 10 (76.92%) 10 (76.92%) 7 (43.75%)
Altura (Metros) - 165+0.9 1.60 £0.09 157 +0.10 1.61 +0.08
Peso (Kg) - 71+13.9 75.23+13.4 66.3+9.59 69.8+16.9
IMC (kg/m?) - 26.2445.92 29.4+4.30 27.0443.87 26.6745.76
Regido (Pernambuco)
Sertdio 1(8.33%) - 3 (23.07%) 4 (30.76%) 1 (6.25%)
Agreste - 1(8.33%) 3 (23.07%) 2 (15.38%) 2 (12.5%)
Mata - 4(33.33%) 2 (15.38%) 3 (23.07%) 5 (31.25%)
Metropolitana 11 (91.6%) 7(58.33%) 5 (38.46%) 3(23.07%) 8 (50%)
Outros estados - - - 1 (7.69%) -
Ecocardiograma
FEVE (%) - 38.35+16.13 64.7+4.8 64.2 £4.23 3344 +9.87

Resultados apresentados como frequéncia, média e interquartil. **, P < 0,0001, CARD 2 vs IND (teste de Mann-Whitney).

5.2 Coleta de Sangue

Nove mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina sédica

para realizacdo de fenotipagem celular e cultura celular. Além disso, cinco mililitros
de sangue foram coletados em tubo seco para obtencdo de soro para realizacdo da
sorologia. Apos retracdo do coagulo, os tubos secos foram centrifugados (900 x g/
10 minutos a temperatura ambiente [TA]) e aliquotas de soro foram devidamente
identificadas e armazenadas a -20°C na Soroteca do Servico de Referéncia em

doenca de Chagas do Laboratério de Imunoparasitologia do IAM/Fiocruz.

5.3 Confirmacao da sorologia para a infecgéo pelo Trypanosoma cruzi

Foram utilizados dois testes imunoenzimaticos para a confirmacdo da
infecgcdo 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). A microplaca é sensibilizada com lisado total
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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 Diagndstica, S&o Carlos, Brasil), que utiliza antigenos recombinantes
purificados. A metodologia foi realizada conforme orientagdes dos fabricantes. Os
resultados foram interpretados como reagentes quando ambos o0s testes
apresentarem reatividade, e ndo-reagentes quando ambos ndo apresentarem
reatividade (DIAS et al., 2016). Amostras que se mantiverem discordantes mesmo
apos repeticdo dos testes foram interpretadas como inconclusivas, sendo excluidas

da pesquisa.

5.4 Obtencéao das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

O sangue heparinizado foi misturado a PBS pH 7,2 na proporcdo de 1:2 e
adicionado a tubos falcon 50mL contendo Ficoll-hypaque (1 parte de Ficoll-Paque e
3 da mistura sangue-PBS). Em seguida, os tubos foram submetidos a uma
centrifugacéo (900 x g/ 40 min a 20° C) e o anel de PBMC foi removido e depositado
em tubos falcon de 15mL. As células foram lavadas duas vezes por centrifugacao
(400 x g/ 10 min a 20°C) em meio RPMI 1640. Em seguida as PBMC’s foram
contadas em camara de Neubauer através do corante de vitalidade Azul de Trypan

(1:10) e ajustadas para a concentracdo de 1x10° células.

5.5 Imunofenotipagem

As células foram incubadas em tubos de cultura de 15mL de polipropileno (BD
Falcon) com adic&o de 1 pL de Brefeldina A (GolgiPlug™, BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA) por 4 horas a 37°C e 5% de CO2 para assegurar a retencao das
citocinas no interior celular para marcagdo intracitoplasmatica. Apos o periodo de
incubacgéo, as células foram tratadas com 110 yL de EDTA (20 mM) por 15min a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 2 mL de PBS-Wash gelado.
Os tubos foram entdo centrifugados a 400xg por 5 min a temperatura ambiente. Os
anticorpos de superficie foram devidamente adicionados em volumes previamente
titulados. ApoOs incubacdo de 30min ao abrigo da luz, as células foram

permeabilizadas (Solugcdo Perm-Wash, BD Biosciences), e incubadas com o0s
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anticorpos intracitoplasmaticos por 30 minutos e apods lavagens com tampao PBS
contendo albumina sérica bovina a 0,5% (PBS-Wash), as células foram fixadas
(Cytofix - BD Biosciences). ApoOs estes procedimentos as células foram entdo
estocadas a 4°C até o momento da aquisicdo no citbmetro de fluxo FACSAria I
(Beckton Dickson) do Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do Instituto Aggeu
Magalhdes (IAM) / Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As analises foram realizadas
através do Software FlowJo versdo 10 (Beckton Dickson). O Quadro 1 apresenta 0s
anticorpos que foram utilizados para a avaliagdo da marcagdo com anticorpos de

superficie e intracitoplasmaticos.

Quadro 2- Caracteristicas dos anticorpos utilizados nos ensaios para
avaliacao dos receptores de TNF (CD120A e CD120B) em linfocitos T CD4, CD8, T
regulatérios e mondcitos

Anticorpo Clone Isotipo Fluorocromo | Volume (uL)
SUPERFICIE
CD14 TuK4 Mouse / IgG2a FITC 2.5
CD16 3G8 Mouse / IgG1, kappa PerCP 2.5
CD4 S35 Mouse 1gG2a PerCP 2
CD8 MEM-31 Mouse IgG2a FITC 2
CD127 HIL-7R-M21 Mouse IgG1, kappa BV510 4
CD120A 16803 Mouse IgG1 APC 2
hTNFR-M1 Rat 1gGa2b, kappa 4
CD120B PE
MR2-1 Mouse 1gG1 5
INTRACELULAR
TNF MAb11 Mouse IgG1, kappa PECy7 2.5
IL-10 JES3-9D7 Rat IgG1 Bv421 5
FOXP3 259D/C7 Mouse BALBI/c, IgG1 CF594 4




60

Legenda: CD: Cluster of differentiation; APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE:
Ficoeritrina; PerCP: Peridinin chlorophyll protein complex

5.5.1 Aquisicéao e estratégia de analise

As células foram adquiridas no citbmetro de fluxo FACSAria Il (Beckton
Dickson) do Nucleo de Plataformas Tecnologicas do Instituto Aggeu Magalhdes
(IAM) / Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Para linfocitos T foram lidos um total de
100.000 eventos e aproximadamente 50.000 eventos para mondcitos. As
populacbes celulares e marcagbes de superficie e intracitoplasméticas estédo

descritas no Quadro 3.

Quadro 3. Caracterizacao das subpopulacdes de células

TIPO MARCACAO SUPERFICIE MARCACAO INTRACITOPLASMATICA
CELULAR
Linfocitos T
T CD4 CD4+CD120A+ CD4+CD120A+TNF+/IL-10+
CD4+CD120B+ CD4+CD120B+TNF+/IL-10+
T CDS8 CD8+ CD120A+ CD8+CD120A+TNF+/IL-10+
CD8+CD120B+ CD8+CD120B+TNF+/IL-10+
Treg CD4+FOXP3+CD127-CD120A+ CD4+FOXP3+CD127-CD120A+TNF+/IL-10+
CD4+FOXP3+CD127-CD120B+ CD4+FOXP3+CD127-CD120B+TNF+/IL-10+

Monoécitos totais

CD14 CD14+CD120A+ CD14+CD120A+TNF+/IL-10+
CD14+CD120B+ CD14+CD120B+TNF+/IL-10+

Células CD16+

CD16 CD16+ CD120A+ CD16+CD120A+TNF+/IL-10+
CD16+CD120B+ CD16+CD120B+TNF+/IL-10+

Subpopulacdes de mondcitos

Classicos CD14++CD16-CD120A+ CD14++CD16-CD120A+ TNF+/IL-10+
CD14++CD16-CD120B+ CD14++CD16-CD120B+ TNF+/IL-10+
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Intermediarios CD14++CD16+CD120A+ CD14++CD16+CD120A+TNF+/IL-10+
CD14++CD16+CD120B+ CD14++CD16+CD120B+TNF+/IL-10+
N&o classicos CD14+CD16++CD120A+ CD14+CD16++CD120A+TNF+/IL-10+
CD14+CD16++CD120B+ CD14+CD16++CD120B+TNF+/IL-10+

Fonte: O autor

No FlowJo, a estratégia de gate seguiu diferentes delimitacdes de acordo com
a andlise das diferentes populacdes celulares (Linfécitos TCD4, TCD8, Treg e
Mondcitos). Mas, inicialmente as populagbes foram delimitadas pelo grafico dot plot
qgue avalia o tamanho celular, pela disperséao frontal (forward scatter, FSC) versus
granulosidade, pela disperséo lateral (Side Scatter, SSC).

Em seguida, a regido selecionada foi delimitada para selecdo de células
Unicas (Single cells) para diminuir a populacdo de debris celulares. Apés a selecéo
das células unicas foram construidos gréficos de fluorescéncia, ou seja, células
devidamente marcadas e positivas para os diferentes marcadores utilizados (Ex:
FSC-H vs anti-CD4-PercP).

Esses graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia para
as diferentes populagdes, ou seja, que permitiram a avaliacdo das fluorescéncias e
positividade dos diferentes anticorpos sempre foram comparadas com tubos sem

marcacao, ou seja, sem qualquer anticorpo.
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Figura 11- Estratégia de analise dos linfocitos TCD4+ e TCD8+
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A partir da identificacdo da populacdo dos linfécitos T CD4+ e TCD8+, foi
escolhido a regido positiva para os marcadores APC (CD120A, TNFR1) e PE
(CD120B, TNFR2), e das citocinas TNF e IL-10. Para os linfocitos T reg, essa
identificacdo iniciou a partir da populacdo de CD4+ expressando FOXP3. Apds esse
ajuste, aquela populacdo negativa para CD127, ou seja, CD127- foi a mais bem
caracterizada para esse tipo de células regulatérias. E a partir disso, as células
regulatorias expressando os receptores também foram selecionados assim como

para as outras popula¢cfes avaliadas.




63

Figura 12 - Estratégia de analise para os linfécitos T regulatorios (Treg)
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A escolha da populacdo de mondcitos foi estabelecida de maneira diferente

dos Linfécitos. Analisamos de duas maneiras: a primeira delas, considerando

monaocitos totais. A partir do grafico de SSC vs CD14 e os mondcitos (CD14+) foram

selecionados.

A partir da identificacdo dessas células, os receptores de TNF

também foram selecionados, e a partir deles, as citocinas. Outra forma de analise foi

selecionar as células CD16+ que expressavam o0S receptores bem como as

citocinas, seguindo a mesma estratégia para células CD14+.




Figura 13 - Estratégia de analise de monacitos totais e de células CD16+

SSC-A
Comp-APC-A

CD14+CD120A+

Comp-FITC-A

Comp-FITC-A

CD16+

00K 5,80

150K

S5C-A
Comp-APC-A

100K =

CD16+CD120A+
241

0K

Comn-PerCP-Cy3-5-A

Fonte: O autor

Comn-PerCP-Cy3-5-A

Comp-PE-A

Comp-PE-A

CD14+CD120B+
893

Comn-FITE-A

CD16+CD120B+
334

Comn-PerCP-Cv3-5-A

64

A segunda forma de estratégia de analise dos mondcitos foi a de diferenciar

trés diferentes tipos de subpopulacdes baseado na expressdo de CD14 e CD16.

Dessa forma foi possivel

identificar mondcitos classicos (CD14++CD16- ou

CD141ighCD16-), intermediarios (CD14++CD16+ ou CD14highCD16+) e nao classicos
(CD14+CD16++ ou CD1410wCD16+). Ainda, para cada subpopulacao selecionada foi

identificado a porcentagem dos receptores de TNF e citocinas expressos por eles.
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Figura 14 - Estratégia de analise das subpopulacdes de mondcitos
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As PBMC’s foram depositadas em placas de 48 po¢os numa concentracdo de

1x108/mL contendo meio RPMI 1640 suplementado, tendo volume final de 1mL por

poco. As condicbes de cultivo foram seis: células sem inibidores/tratamento (C),

células tratadas isoladamente com duas drogas anti-TNF: Humira ® (Adalimumab,
ADA: 5ug/mL) e Enbrel® (Etanercepte (ETA: 10 pg/mL), Benzonidazol (BZ: 1ug/mL)

e em associacdo Adalimumab + Benzonidazol (A+BZ), Etanercepte + Benzonidazol

(E+BZ) (para o ajuste final das drogas em associagédo o calculo foi realizado numa

concentragéo de 4x) (Figura 15). A placa foi incubada em estufa de CO2 com 5% de

umidade a 37°C num periodo de 48h.
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Figura 15. Condicdes de cultivo de PMBC’s submetidas ao tratamento com drogas
imunossupressoras e Benzonidazol
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Fonte: O autor

5.7 Quantificacdo de citocinas do perfil Thl e Th2 em sobrenadantes de

cultura

Apbs 48h de cultura, os sobrenadantes foram coletados e estocados para
dosagem das citocinas TNF, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-4 e IL-2 por Cytometric Bead
Array. Primeiramente, 25uL da mistura de beads de captura, marcadas com
anticorpos monoclonais foram transferidas para tubos de poliestireno (5mL) (BD
Systems™) devidamente identificados. Em seguida, 25uL das amostras
(sobrenadante) foram adicionados por 3h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Subsequentemente foram adicionados 25uL do reagente de detecgao contendo
anticorpos anti-citocinas alvos conjugadas a Phycoerythrin (PE) por 2h a
Temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos a incubacéo, as beads foram
lavadas e 300uL de solugdo tampao adicionados para ressuspensdo das esferas. A
aquisicéo foi realizada dentro de 24h utilizando o citbmetro de fluxo FACSCalibur
(Beckton Dickson) do Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do Instituto Aggeu
Magalhéaes (IAM) / Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As analises foram realizadas
através do Software FCAP Array versao 3.01 (Beckton Dickson).
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5.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software PRISM 8.0.2
Windows® (E.U.A.). A apresentagcdo das variaveis foi feita através de medidas
descritivas como: média, mediana, desvio padrdo, minimo, maximo e interquartil.
Inicialmente foi aplicado o teste de normalidade, Shapiro-Wilk, para avaliacdo da
distribuicdo das amostras. Diante da distribuicdo anormal das amostras, foi utilizado
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido dos pos teste de comparacdes
multiplas de Dunn. Ja para a comparacao das condi¢des de cultivo dentro do mesmo
grupo de pacientes foi aplicado o teste de Friedman seguido dos pés teste de
comparacdes multiplas de Dunn. Para comparacao de dois grupos nao pareados foi
aplicado o teste de Mann-Whitney. A avaliacdo das correlacdes foi realizada através
do teste de correlacdo ndo-paramétrica de Spearman. O coeficiente de correlacao (r)
varia de -1 a +1; valores +1 indicam uma correlacdo positiva perfeita; 0 a 1 indicam
que as duas variaveis tendem a aumentar ou diminuir juntas; O indica que as duas
variaveis ndo variam em conjunto; 0 a -1 uma variavel aumenta a medida que a
outra diminui; -1 indica uma correlacdo negativa perfeita. Entdo essas correlacbes
sao classificadas como fraca, quando r: 0,00 a 0,29; baixa, quando r: 0,30 a 0,49;
moderada, quando r: 0,50 a 0,69; forte, quando r: 0,70 a 0,89 e muito forte quando r:

0,90 a 1,00. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

5.9 Considerac0des éticas

Os individuos, portadores ou ndo portadores da doenca de Chagas, que
participaram dessa pesquisa foram incluidos voluntariamente apds consentimento e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A e B). As
informagdes sobre o projeto de pesquisa “Prospeccdo De Biomarcadores De
Evolucdo Clinica e De Tratamento Etiologico Na Doenga De Chagas” foram
fornecidas antes da coleta de sangue. Tais informacdes se constituiram em
esclarecer a importancia da inclusdo dos portadores no estudo bem como sobre a
liberdade de recusarem a participacdo, sem prejuizo ou danos no atendimento feito
no Ambulatorio de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto- Socorro
Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE)/UPE. O projeto foi aprovado pelo Comité
de FEtica em Pesquisa em Humanos do IAM/FIOCRUZ (CAEE:
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20049919.5.0000.5190) (Anexo A) e pela instituicAdo coparticipante
HUOC/PROCAPE, em conformidade com as resolucdes vigentes: 466/12, Norma
Operacional001/13 CNS-MS néo havendo, portanto, nenhum impedimento ético.
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RESUMO

Os receptores sollveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) sao inibidores enddégenos
naturais de TNF e estédo elevados em doencas inflamatorias, doencas autoimunes e
doencas cronicas degenerativas. Na doenca de Chagas, a citocina TNF é
pleiotrépica e considerada chave em imunopatologia. Assim, objetivamos avaliar 0s
niveis de TNF, STNFR1 e sTNFR2 no soro de pacientes com doenca de Chagas
cronica. O TNF e seus receptores sollveis foram quantificados por Citometric Bead
Array no soro de 132 pacientes, dos quais 51 tinham a forma indeterminada (IND),
39 a forma cardiaca leve (CARD 1), 42 a forma cardiaca grave (CARD 2) e 20
individuos néo infectados (NI). Os resultados indicam que o0s receptores sollveis
podem regular o TNF na doenca de Chagas, ja que seus niveis foram maiores em
individuos infectados por T. cruzi quando comparado a individuos nédo infectados.
Encontramos uma correlacdo negativa moderada entre sTNFR1 e TNF em
individuos com a forma IND, sugerindo relagdo com a néo progressao para quadro
mais graves, como a forma cardiaca. STNFR1 e sTNFR2 estavam aumentados em
todas as formas clinicas, mas com correlacdo moderada positiva em pacientes mais
graves (r = 0,50 e p = 0,0005). Os niveis de TNF ndo mostraram diferengas
estatisticas nos grupos de pacientes. Esses achados sugerem a importancia do
equilibrio endégeno dos niveis dos receptores sollveis do TNF na protecédo e
equilibrio em pacientes com doenca de Chagas crbnica, além de revelar a
complexidade imunolégica em individuos com infeccdo crénica por T. cruzi.

Palavras-chave: Doenca de chagas, Cardiomiopatia chagasica, TNF-alfa, TNFR1,
TNFR2
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
afeta mais de 8 milhGes de pessoas em todo o mundo e aproximadamente 70
milhdes de pessoas estdo sob risco de infeccdo (WHO, 2015). DC é distribuido em
mais de 21 paises da Ameérica Latina, causando mais de 10.000 mortes anualmente,
sendo um grave problema de saude publica no Brasil devido os atuais surtos de
infeccédo oral, exigindo medidas sanitarias urgentes (Pérez-Molina e Molina, 2018).

Individuos com a forma clinica crbnica indeterminada apresentam testes
sorolégicos reagentes, mas com exames de imagem normais e sem sintomas
(Echavarria et al., 2020). Essa manifestacdo clinica é responsavel pela maioria dos
casos, sendo uma condicdo na qual o portador apresenta um bom prognadstico e tem
a mesma expectativa de vida de uma pessoa sem DC (Echavarria et al., 2020).

No entanto, individuos assintomaticos podem evoluir para formas
sintométicas apdés 10 a 30 anos de infeccdo. A forma cardiaca, ou cardiopatia
chagésica crbnica (CCC), é a manifestacéo sintoméatica crénica mais grave, afetando
cerca de 30% dos individuos infectados (Lidani et al., 2019). No tecido cardiaco do
portador crénico de DC, o infiltrado inflamatério € desproporcional a quantidade de
parasita que persiste no coracdo e outros tecidos. Esse infiltrado excessivo
associado a resposta imune celular leva a danos teciduais extensos e irreparaveis
(Dutra et al., 2009; Gutierrez et al, 2009).

N&o esta claro quais mecanismos especificos estdo envolvidos na evolucéo
clinica do portador da forma indeterminada para formas sintomaticas, mas acredita-
se que a resposta imune ao protozoario desempenha um papel importante (Perez et
al., 2011; De Bona et al., 2018; Pérez-Mazliah et al., 2021). As citocinas produzidas
por linfécitos ativados regulam o sistema imunoldgico e estdo implicados na
resisténcia a infeccdo e na evolugao clinica de individuos infectados por T. cruzi
(Acevedo et al., 2018).

Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC's) especialmente
mondocitos/ macrofagos e o plasma de pacientes com IND produzem
significativamente maiores quantidades de IL-10 em comparagdo com individuos
com doencga cardiaca, sugerindo um controle da morbidade, principalmente nas

fases tardias, quando os niveis sdo mais elevados (Lorena et al., 2010; Souza et al.,
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2014). Em contraste, citocinas pré-inflamatérias, como interferon gama (IFN-y), TNF
e IL-17, estdo em niveis mais elevados em TCD4, TCD8 e mondcitos, em além de
soro e plasma de pacientes com doenca cardiaca e possivelmente representam
piora da funcéo cardiaca (Souza et al., 2014; Alvarado-Arnez et al., 2018; Almeida et
al., 2018; Curvo et al., 2018).

O TNF foi descrito em 1973 como uma endotoxina que causava necrose em
tumores in vitro (Carswell et al., 1975). Altamente inflamat6rio e considerada a
citocina mais pleiotrépica, o TNF desempenha fun¢des em varios tipos de células e
estd associado a varias doencas infecciosas, autoimunes, patologias neoplasicas e
inflamatorias (Sedger e Mcdermott, 2014, Jang et al., 2021). TNF é expresso
inicialmente na forma transmembrana (MTNF) em varias células imunes, como
monadcitos/macrofagos, células NK e linfocitos T, além de células endoteliais,
fibroblastos e cardiomidcitos (Issuree et al., 2013). Pela acdo de enzima conversora
de TNF (TACE), o mTNF é convertido em TNF (sTNF), que € a forma circulante com
capacidade enddécrina de atuar em locais distantes (Sedger e Mcdermott, 2014).

O sTNF e mTNF se liga a receptores transmembrana, TNFR1 ou CD120a e
TNFR2 ou CD120b, com mTNF um ligante mais poderoso para TNFR2 e sTNF para
TNFR1. O TNFR1 é encontrado constitutivamente na maioria das células, enquanto
o TNFR2 tem uma expressao muito mais restrita em células imunes (Holbrook et al.,
2019). Esses receptores também podem ser clivados e se tornarem receptores
soluveis tipo 1 e 2 (STNFR 1/2) que séo considerados potentes inibidores naturais do
TNF, uma vez que podem competir pelo sitio de ligagdo do TNF (Ahmad e outros,
2018). Foi demonstrado in vivo que a rota TNF/TNFR1 desempenha um papel
importante na infecgdo por T. cruzi, uma vez que camundongos TNFR1-knockout
ndo sobrevivem a infeccdo devido a alta parasitemia, desequilibrio imunoldgico e
caquexia (Kroll-Palhares et al., 2008; Villar et al., 2013).

Além disso, receptores sollveis limitam a atividade deletéria do TNF (Truyens
et al., 1999). Em humanos, o TNF parece ser um importante mediador inflamatério
nos mecanismos imunopatologicos durante a fase cronica da doenca de Chagas.
Portanto, avaliar os receptores sollveis, que sao inibidores do TNF, pode melhorar a
compreensao do quadro clinico crénico bem como da evolucéo da infecgdo e busca

de novos biomarcadores.
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MATERIAIS E METODOS

Populacéo e local do estudo

Este estudo foi conduzido de acordo com as recomendacdes do comité da
FIOCRUZ/PE (CAAE: 0022.0.095.000-07 e 0032.095.000-10). Todos os individuos
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido de acordo com as diretrizes
da Resolucdo CNS 466/2012 do Conselho Nacional de Saude/Ministério de Saude
do Brasil. Cento e trinta e dois pacientes chagasicos crénicos foram selecionados no
Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro
Cardiologico de Pernambuco (PROCAPE)/Universidade de Pernambuco (UPE).
Individuos que receberam tratamento anterior com Benzonidazol e/ou que que
apresentavam gqueixas digestivas foram excluidos do estudo. A classificacéo clinica
foi realizada por cardiologistas apds o Il Consenso Brasileiro sobre Doenga de
Chagas (Dias et al., 2016). Foram incluidos no estudo apos confirmagéo sorolégica
e exame de imagem tais como: Ecocardiograma (ECO), Eletrocardiograma (ECG),
Raios-X de torax e esbdfago. Assim, os pacientes foram classificados como
Individuos infectados por T. cruzi na forma indeterminada (IND) (n = 51, faixa etéria:
30 a 75 anos), com sorologia reagente e eletrocardiograma, raio X de térax, es6fago
e colon normais; individuos com a forma cardiaca leve (CARD 1) (n = 39, faixa
etaria: 41-88 anos) com ECG e ECO alterados, fungao ventricular = 45% e auséncia
de insuficiéncia cardiaca; Individuos infectados por T. cruzi na forma cardiaca grave
(CARD 2) (n = 42, faixa etaria: 24-76 anos) com ECG e ECO alterados, mas ja com
insuficiéncia cardiaca compensada (Tabela 1). Além disso, 20 individuos nao
infectados (NI, idade: Min-Max: 18-38 anos) foram incluidos no estudo como
controles negativos, que nao residiram em area endémica para doenca de Chagas,
nunca receberam transfusdo de sangue e apresentaram teste sorolégico “nao

reagente” para doenca de Chagas.
Coleta de sangue e sorologia

Foram coletados dez mililitros de sangue em tubos sem anticoagulantes para
obtencgé&o do soro. As amostras foram aliquotadas e armazenados a -20 -C no banco
de soro do Servico de Referéncia em Doenca de Chagas (SRDC) do Instituto Aggeu
Magalhdes (IAM). A confirmagéo da infecgéo foi realizada através do uso de dois
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testes imunoenzimaticos: ELISA convencional, utilizando um kit de teste Chagas Il
ELISA (Biochile, Grupo Bio, Santiago, Chile); e ELISA recombinante, usando um kit
comercial Wama Imuno-ELISA (Wama Diagnodstica, Sao Carlos, Brasil) de acordo

com a recomendacao dos fabricantes.

Tabela |
Caracterizacéo clinica e epidemioldgica dos pacientes
NI IND CARD 1 CARD 2
NUmero de pacientes 20 51 39 42
Regido?
Agreste - 9 (17.6%) 10 (25.6%) 13 (31%)
Mata - 7 (13.7%) 12 (30.8%) 13 (31%)
Metropolitana 19 (95%) 7 (13.7%) 5 (12.8%) 4 (9.40%)
Sertdo - 20 (39.2%) 9 (23.1%) 6 (14.3%)
QOutros estados 1 (5%) 8 (15.7%) 3 (7.69%) 6 (14.3%)
Ecocardiograma FEVE (%) - 66.9+5.0 63.2+7.4 39+ 12.9"##

NI: Nao infectado; IND: forma indeterminada; CARD 1: forma cardiaca leve; CARD 2: forma cardiaca grave. FEVE:
Fracéo de Ejegdo do Ventriculo Esquerdo.? resultados apresentados como frequéncia.
*, P <0.0001, CARD 2 vs IND; ## P < 0.0001, CARD2 vs CARDL1 (Teste de Mann-Whitney)

Quantificagdo de receptores soliveis de TNF (STNFR1 e sTNFR2) e TNF em
amostras de soro por Cytometric Bead Array (CBA)

Os niveis de sTNFR1, sTNFR2 e TNF foram quantificados nas amostras de
soro de individuos através do Human Flex TNF, sTNFR1 e sTNFR2 Cytometric Bead
Sistema Array (CBA) (Catalogo No. 558273, 560,156 e 560155; Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA, EUA) seguindo as instrucfes do fabricante. As beads
foram adquiridos em 24 h usando o citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson) e analisados através do software FCAP Array versdo 3.01 (Becton
Dickinson). O limite de deteccédo da curva padrdo para TNF, sTNFR,1 e sTNFR2
foram 3,08, 1,81 e 2,27 pg/mL, respectivamente.

Andlise Estatistica

As variaveis foram apresentadas como medidas descritivas: média, mediana
e desvio padrdo. A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste D'Agostino-
Pearson, onde se verificou que os dados eram ndo paramétricos. Posteriormente, o
teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar a diferenca entre os grupos. Uma

vez que a associacao foi verificada, o teste de Mann-Whitney foi utilizado para
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comparacdes quantitativas de receptores e citocinas entre 0os grupos. A avaliacao
das correlacdes entre TNFR1/2 versus TNF, TNFR1 versus TNFR2 e TNFR1/ 2, e
TNF versus fragdo de ejecédo do ventriculo esquerdo (FEVE) foi realizada usando o
teste de correlagcdo de Spearman. A analise estatistica foi realizada usando o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA) e os dados foram

considerados significativos quando p < 0,05.

RESULTADOS

Pacientes com doenca de Chagas tém niveis aumentados de receptores
sollveis de TNF — No6s descobrimos que sTNFR1 e sTNFR2 estdo elevados em
portadores crbénicos de Doenca de Chagas quando comparado a individuos nao
infectados (NI) (Fig. 1b e 1c) (p < 0,0001). Analisamos a concentragdo soroldgica
desses receptores na presenca de doenca cardiaca, comparando o grupo IND com
os grupos CARD (CARD1 e 2), mas as diferencas entre as formas clinicas ndo foram
estatisticamente significativas. Os niveis de sSTNFR1 e sTNFR2 estavam
aumentados em todas as formas clinicas, mas sTNFR1 correlaciona-se
negativamente com TNF no soro de pacientes com forma indeterminada.
Correlacionamos os niveis de TNF com seus receptores na Formas clinicas IND e
CARD (Tabela 2). Encontramos uma correlacdo negativa baixa (r = 0,38; p = 0,0058)
entre sSTNFR1 e TNF, sugerindo que conforme o sSTNFR1 aumenta, os niveis de TNF
diminuem no grupo IND. Houve nenhuma correlagéo significativa entre STNFR2 e
TNF em individuos crénicos e nem entre STNFR1 e TNF em CARD 1 e CARD 2.

Ao correlacionar sTNFR1 versus sTNFR2, encontramos uma correlagao
positiva em individuos com infeccdo crénica por T. cruzi, mas o grupo com forma
cardiaca grave (CARD 2) apresentou uma correlacdo (R) mais elevada quando
comparada IND e CARD 1, resultando em correlagdo moderada (r: 0,50) (fig. 2).
Para avaliar a relacdo de sTNFR1 e sTNFR2 com o grau de disfuncdo cardiaca
(STNFR vs %LVEF) fizemos uma correlagdo com os dados na porcentagem da
fracéo de ejecao do ventriculo esquerdo (%FEVE). No entanto, nenhuma correlacéo

estatisticamente significativa foi encontrada.
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Concentragao de TNF abaixo do limite de deteccéo

Analisamos os niveis sorologicos de TNF, que ndo s6 apresentou diferenca
estatistica entre os grupos, mas também seus niveis permaneceram abaixo do limite
de deteccédo (3,08 pg/mL). Embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos avaliados (Fig. 1a), a forma IND apresentou menor
Niveis de TNF (mediana: 0,39 pg/mL) quando comparados a individuos néao
infectados e formas cardiacas (mediana: 0,48 e 0,45 pg/mL, respectivamente) (Fig.
la)

TABELA I

Correlacdo entre a concentracao sorolégica de STNFR1 e STNFR2 em portadores da
doenca de Chagas croénica.

IND CARD 1 CARD 2 ALL
r p r p r p r p
iL'EFRl VS 038 00058 -0.16 0.3256 -0.05 0.7426  -0.19  0.0240
STNFR2 vs
024 00820 022 05251 -0.20 0.1942  -011  0.1873
TNE

Legenda: r: Rank de Spearman ; p: p value
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Fig. 1. A) Os niveis de TNF ndo se alteram em pacientes com doenca de Chagas e
permanecem abaixo do limite de deteccéo. B) e C): Aumento dos receptores solveis de TNF

no soro de pacientes com doenca de chagas.



5000

4000

sTNFR2 (pg/mL)

00 200 400 600
sTNFR1 (pg/mL)
B
o CARD 1
A
4000
= JAN
E 3000 A =
o
L:: %‘AA A
= JAN
& 2000 A
a M A
% 1000 AA A
r:0.40
p:0.0102
00 200 400 600
sTNFR1 (pg/mL)
C
CARD 2
5000
4000
z
5 3000
=
& 2000
=
@ 1000 \Y
VYV r:0.50
p:0.0005
00 200 400 600

Fig. 2. Ambos os receptores aumentam no soro de pacientes com doenga de Chagas
com forte correlacdo na forma clinica mais grave. Legenda: IND: indeterminado
forma; CARD 1: forma cardiaca leve; CARD 2: forma cardiaca grave.

3000

2000

1000

IND

sTNFR1 (pg/mL)

78



79

DISCUSSAO

Estudos anteriores demonstraram que a via TNF/TNFR1 tem um papel
importante no controle da parasitemia, inducdo de inflamacdo, caquexia e
sobrevivéncia de animais infectados com T. cruzi (Truyens et al. 1999; Kroll-Palhares
et al., 2008). Além disso, sabe-se que os receptores sollveis de TNF (sSTNFR1 e
STNFR2) sao potentes inibidores enddgenos naturais de TNF (Van Zee et al., 1992).
Assim, nosso objetivo foi dosar os receptores STNFR1 e sTNFR2 em portadores
com doenca de Chagas crénica para melhor entender seu papel nos mecanismos de
TNF e determinar se essas moléculas podem ser relevantes biomarcadores
imunoldgicos da gravidade e/ou progndstico da doenca de Chagas.

Os resultados mostraram que individuos com doenca de Chagas cronica tém
niveis mais altos de sTNFR do que individuos nao infectados (Fig. 1b e 1c). Sendo a
doenca de Chagas uma patologia inflamatéria crbnica, esse achado é esperado e
corrobora com estudos de outras doencas inflamatorias autoimunes (Arias et al.,
2014; Kim et al., 2016) e infeccdo parasitaria (Bessa et al., 2012; Rostami et al.,
2016). Nossos achados corroboram com estudos ex-vivo que relataram niveis de
STNFR2 muito maior no plasma e soro de humanos infectados (Garcia et al., 2008).
Gonzalez et al. (2018) descobriram que os niveis de TNFR2 eram maiores em
células sanguineas periféricas de pacientes com a forma indeterminada ou cardiaca
da doenca de Chagas em comparacao com individuos néo infectados. (Fig. 1c). Por
outro lado, os autores ndo encontraram diferenca estatisticamente significativa nos
niveis plasméaticos de TNF nem TNFR1 entre os pacientes com diferentes formas
clinicas da doenca de Chagas crénica.

Mocelin et ai. (2005) ndo encontraram nenhuma diferenca estatisticamente
significative nos niveis plasmaticos de sTFNR1 entre infectados por T. cruzi e
individuos nao infectados. No entanto, o pequeno numero de pacientes e a técnica
utilizada pelos autores pode ter enviesado o estudo. Para avaliar os receptores
sollveis de TNF, utilizamos um kit CBA que apresenta algumas vantagens sobre
Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA). TNFR1 é importante no recrutamento
de neutrofilos e macréfagos, mas nao linfocitos para o local de indculo, uma vez que
camundongos deficientes em TNFR1 ndo apresentam essas células da resposta

imune inata nos locais de in6culo (Aliberti et al.,, 2001). Em tecidos cardiacos de
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camundongos TNFR1-/-, apresentaram diminuicdo nos linfocitos TCD4 e TCDS,
demonstrando o papel do receptor na inducdo de miocardite, especialmente
composto por linfécitos durante a infec¢do aguda (Kroll-Palhares et al., 2008).

Embora ndo tenhamos estudado a expresséo de receptores transmembrana
(mMTNFR) e ndo tenha havido diferenca estatisticamente significativa entre as formas
clinicas da doenca de Chagas (IND, CARD1 e CARD2), os niveis médios de
STNFR1 tendem a aumentar nesses grupos de pacientes (Fig. 1a). Observamos
uma correlacdo moderada entre niveis de STNFR1 e sTNFR2 nas formas clinicas
cronicas da doenca de Chagas (Fig. 2). No entanto, a correlacdo entre STNFR2 e
STNFR1 foi ligeiramente maior na forma cardiaca mais grave do que na forma
cardiaca leve (Fig. 2c), que poderia levar a efeitos regulatorios sobre a atividade do
TNF e, assim, atenuar suas acdes deletérias sobre o tecido cardiaco.

Esta ideia também pode ser apoiada pelas correlacfes feitas entre STNFR e
ejecao ventricular esquerda fragcdo (STNFR1 versus % LVEF; sTNFR2 versus %
LVEF), que é considerado o parametro mais importante na avaliacdo da funcao
sistdlica e o melhor indicador progndstico de sobrevida em pacientes cardiacos. Em
outras palavras, 0s receptores ndo se correlacionam com o dano cardiaco, mas
podem atuar como reguladores, pois aumentam nos casos mais graves forma
cardiaca.

Em analises de outras fun¢des cardiacas, Silva et al. (2020) descobriram que
altos niveis plasmaticos de sTNFR estdo associados com disfungéo sistolica e
dilatacdo cardiaca em pacientes com cardiopatia chagasica. O TNF desempenha um
papel benéfico durante a fase aguda em animais infectados, mas também
desencadeia efeitos nocivos, como caquexia e morte. Em geral, esses efeitos sao
limitados pela acdo enddgena de sua receptores e determinam o resultado da
infeccdo. Descobriu-se que o sTNFR2 estd mais associado a uma atividade
neutralizante da citocina TNF no plasma de camundongos. Razbes baixas de
STNFR/TNF foram associadas com mortalidade e caquexia em animais infectados
nao tratados e naqueles tratados com anticorpo anti-TNF TN3 (Truyens et al., 1999).

Analisamos a correlacdo entre STNFR1 e TNF em individuos com as formas
cronicas da doenca e encontramos uma correlacdo negative moderada: enquanto 0os
niveis de sSTNFR1 aumentam, os niveis de TNF diminuem (Tabela II). Esta bem
estabelecido que a forma indeterminada representa um equilibrio entre hospedeiro e

parasita. Diante disso, nossas descobertas suportam a hipétese de que o receptor
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STNFR1 regula a atividade do TNF em individuos com a forma indeterminada,
atenuando os efeitos danosos de TNF em oOrgdos alvo da doenca e,
consequentemente, retardando a progressao da doenca para uma forma mais grave
(Dutra et al., 2014). Estudos usando plasma ou sobrenadante de cultura celular
coletado de humanos mostraram que os niveis de TNF aumentam em pacientes
com CCC em comparacdo com pacientes com a forma IND e que esse aumento é
diretamente relacionado a danos cardiacos (Alvarado-Arnez et al.,, 2018). N&o
encontramos niveis mais elevados de TNF nos grupos CARD 1 e CARD 2 (Fig. 1a).

Como a concentragdo sérica de TNF em nosso estudo estava abaixo do limite
estipulado pelo kit, plotamos amostras nunca congeladas ou congelado apenas uma
vez para descartar a hipétese de degradacdo da citocina durante o experimento.
Também descartamos a possibilidade de qualquer defeito no kit CBA Flex TNF
porque a curva era linear (R2 = 98,96%). Portanto, acreditamos que o consumo de
TNF ocorreu nos locais inflamados do organismo, principalmente em pacientes a
forma cardiaca. Além disso, os efeitos da diluicAo no sangue e uma liberacdo
direcionada de TNF em érgaos, especialmente o coracao, podem néo se refletir nos
niveis circulatorios (Garcia et al., 2008).

Estudos recentes tém mostrado que o0s niveis plasmaticos de TNF néo
apresentam alterag@es significativas em individuos com infeccao crénica por T. cruzi
(Gonzalez et al., 2018), com diferenca apenas no grupo sem a doenca e que 0S
niveis dessa citocina em individuos infectados por T. cruzi estdo abaixo o limite de
deteccdo para TNF (3 pg/mL), o mesmo limite de deteccdo encontrado em nossos
resultados (Gomez-Olarte et al., 2019). Outros estudos mediram a niveis de IFN-y e
TNF no soro de pacientes com diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Os
niveis séricos de TNF e IFN-y nao diferiram entre formas clinicas nem com o grau de
gravidade da doenca (Vasconcelos et al., 2015). Nossos resultados corroboraram
com esses achados e mostraram que aqueles com a forma IND tém os niveis mais
baixos de TNF. Individuos com a forma IND apresentam um perfil menos
inflamatorio, mas com persisténcia do parasita (Curvo et al., 2018). Também
acreditamos que esta diminuicdo do TNF est4 relacionada com a falta de ativagéo
de um perfil Thl ou que outros perfis celulares, como Th17, contribuem mais para a
eliminagdo do T. cruzi. Portanto, outras citocinas devem ser avaliadas, como IL-10 e
IL-17 (Cai et al., 2016). Em modelos in vitro, a IL-10 atua inibindo a atividade pro-

inflamatoria do TNF indiretamente por aumentar os receptores sollveis e diminuir 0s
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receptores transmembrana ou inibindo diretamente a liberacdo de TNF (Joyce et al.,
1994).

CONCLUSAO

Todos os resultados sugerem a importancia do equilibrio endégeno de
receptores solUveis de TNF, que podem indicar protecao para pacientes com doenca
de Chagas crbnica. Além disso, a rota TNF/TNFR1 parece ser primordial no curso da
doenca em humanos. Nossos resultados da citocina TNF corroboram outros estudos
recentes e destacam a complexidade da resposta imune contra o T. cruzi na DC
cronica. Como perspectivas, pretendemos abordar os mecanismos de atividade do
TNFR na célula sanguinea periférica de pacientes com doenca de Chagas. Estudos
sobre perfis de citocinas e frequéncia de receptores envolvidos na apoptose também
contribuiriam para um melhor entendimento da imunopatologia da doenca de

Chagas cronica.
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RESUMO

Estudos envolvendo a resposta imunoldgica na doenca de Chagas sugerem um desequilibrio
na resposta imune dos portadores crénicos, com predominio de perfil inflamatério na
cardiopatia chagasica, principalmente pelo TNF. Considerada uma citocina chave na
imunopatologia em portadores cronicos, 0 TNF est4 envolvido em varios processos durante a
resposta imune. O nosso trabalho teve como objetivo avaliar citocinas do perfil regulatorio
(IL-4 e IL-10) e inflamatorio (TNF, IFN-y, IL-2 e IL-6) em sobrenadante de cultura de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes cronicos apresentando as formas
clinicas indeterminada - IND (n=13) cardiaca leve - CARD1 (n=13) e cardiaca grave -
CARD2 (n=16), tratadas in vitro com dois bloqueadores de TNF, Adalimumabe (ADA) e
Etanercepte (ETA) isolados ou em associagdo com Benzonidazol (Bz). Os resultados
apontam que o ADA foi mais competente em bloquear TNF (comparado ao ETA), em todos
0S grupos, mas com seus niveis muito mais reduzidos no grupo CARD 2. ETA diminuiu os
niveis de TNF de forma estatistica apenas no grupo CARD 2. IFN aumentou no grupo CARD
2 apos tratamento com ETA em relacdo ao ADA. IL-4 teve seus niveis diminuidos quando
tratados por ambas as drogas. IL-2 diminuiu em células de portadores CARD 2 quando
comparado ao grupo NEG apds tratamento por ambas as drogas. A associacdo com 0O
Benzonidazol diminuiu niveis de IL-2/TNF e aumentou IL-4. Esses dados reforcam a
participacdo do TNF na cardiopatia grave e traz perspectivas no uso desses blogueadores no
tratamento imunologico da doenga de Chagas, ja que o uso do Benzonidazol € extremamente
limitado nesses pacientes.

Palavras-chave: Citocinas. Doenca de chagas cronica. Inibidores do Fator de Necrose
Tumoral. Benzonidazol. Cardiomiopatia Chagasica. Leucécitos Mononucleares. Fator de
Necrose Tumoral-alfa
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1| INTRODUGAO

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana € causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, afetando aproximadamente de 6 a 7 milhdes de
pessoas ao redor do mundo. 2 Estima-se que 70 milhdes de pessoas estejam sob
risco de infeccdo, uma vez que cada vez mais a infeccdo vem sendo detectada em
outros paises e continentes devido aos movimentos migratérios.®>* .Tem ampla
prevaléncia entre populag6es pobres da América Latina com distribuicdo em mais de
21 paises causando mais de 10.000 mortes anuais.'?> No Brasil, a forma de
transmissdo pela via oral, € a principal via de contaminacdo e tem levado a
importantes surtos agudos, necessitando de medidas sanitarias urgentes. Assim,
mesmo apos todos os esfor¢os para controlar a transmissao vetorial e sanguinea, a
doenca de Chagas permanece um grave problema de salde publica. 2°

A infeccdo culmina em uma fase aguda que cursa com parasitemia intensa
com duracdo de cerca de 60 dias em que os sintomas sao leves, inespecificos ou
ausentes. A forma cronica é caraterizada por formas clinicas que variam entre
portadores assintomaticos (forma indeterminada) a manifestacdes graves com
consequéncias neurologicas (forma nervosa), cardiacas (forma cardiaca) e
digestivas (forma digestiva).-34

A forma indeterminada ou assintoméatica € responsavel pela maioria dos
casos, (cerca de 70%), onde o portador tem as mesmas expectativas de vida de
uma pessoa sem a doenca. Em contrapartida, a forma cardiaca ou cardiopatia
chagésica crbénica (CCC) é a manifestacdo cronica mais grave e responsavel pela
alta mortalidade na doenca, acometendo cerca de 30% dos individuos. Devido a
persisténcia do parasita (em 6rgdos como o coracdo) na fase crbénica, uma resposta
imune celular € montada levando a um intenso dano tecidual sem reparos. 346

Ainda ha muito o que se entender sobre como os portadores crénicos
evoluem para formas clinicas graves da doenca, como a CCC ou saem de formas
assintomaticas e passam a desenvolver sintomas. Acredita-se que a resposta
imunoldgica tenha uma importante contribuicdo, seja para prevenir ou atenuar, mas
também para acelerar esse processo. 8

O Trypanosoma cruzi interage com as diferentes respostas imunes: inata e
adaptativa do hospedeiro de uma maneira muito complexa. Ainda que a resposta

proliferativa das células T circulantes em portadores cronicos seja prejudicada,
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essas células sdo produtoras de citocinas pré e anti-inflamatérias e responsaveis
pela baixa parasitemia durante essa fase. "°

A variedade de diferentes perfis de linfécitos Th é definida pelas citocinas que
produzem e a natureza antigénica.’'°® Na doenca de chagas ha um predominio do
perfil Thl, estando relacionado com controle e/ou eliminacdo parasitario, mas
também participacdo na inflamacéo, sobretudo na forma cardiaca, onde esses
mecanismos s&o mais bem elucidados. 10-13

As citocinas produzidas pelos linfocitos regulam a resposta imune e sao
implicadas tanto na resisténcia a infeccdo quanto na evolucéo clinica dos portadores
da doenca de Chagas. 11 As andlises dos perfis de citocinas pré e anti-inflamatério
sugerem que a IL-10 esta mais elevada em individuos com a forma indeterminada
quando comparada aos da forma cardiaca. Em contrapartida, citocinas proé-
inflamatorias, como o interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF) estdo
em niveis mais elevados em portadores da forma cardiaca e possivelmente,
representam piora da funcédo cardiaca. 14%°

De todas as citocinas, o TNF é o mais explorado, ainda que alguns estudos
trazem seu papel um pouco controverso, entre aumento em portadores crénicos ou
niveis baixos ou indetectaveis em outros. Esta citocina se liga a seus receptores,
TNFR1 e TNFR2, que também participam na imunopatologia estando associado ao
dano cardiaco ou a regulacgdo. 202

Entender os mecanismos imunolégicos envolvidos nas formas clinicas
cronicas da doenca de Chagas podem contribuir na busca de biomarcadores
imunes, bem como servir de alvos terapéuticos, ja que citocinas como o0 TNF
contribuem com o processo inflamatério da infec¢do. Dessa forma, nosso objetivo foi
o estudo das citocinas do perfil Th1/Th2 em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares de sangue periférico de portadores com diferentes formas clinicas
da doenca de Chagas tratadas com dois biologicos anti-TNF, Adalimumab e
Etanercept isolados ou associados com o Benzonidazol, droga de escolha para o
tratamento etioldégico no Brasil.



91

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1| Populacao de estudo

Foram selecionados 42 portadores cronicos da doenca de Chagas atendidos
no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro
Cardiolégico de Pernambuco. Para inclusdo no estudo, os pacientes atenderam
alguns critérios, como: ter realizado exames clinicos (eletrocardiograma,
ecocardiograma, raios-X de térax e de esbdfago) para a classificacdo da forma
clinica, sorologia reagente para a infec¢cdo chagasica, segundo o Ministério da
Saude (2005), ndo ter sido submetido ao tratamento etioldgico ou que tenham
recebido o tratamento ha no minimo 3 a 5 anos, além de ndo possuirem
marcapasso, doencas infecto parasitarias, e doencas metabdlicas.

A classificagcéo clinica foi realizada seguindo o Il Consenso em doenca de
Chagas e pela | Diretriz Latino-Americana para o Diagnostico e Tratamento da
Cardiopatia Chagasica. ® Desta forma, foram estabelecidos os grupos de pacientes:
Forma indeterminada (IND) (n=13), sem sintomas cardiacos, com eletrocardiograma
(ECG) e ecocardiograma (ECO) normais; Forma cardiaca leve (CARD 1) (n=13),
com doenca cardiaca estrutural, evidenciada por ECG ou ECO, mas com funcao
ventricular global normal e sem sinais e sintomas atuais e anteriores de insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC); Forma cardiaca grave (CARD 2) (n=16) com disfuncao
ventricular e sintomas atuais ou anteriores de insuficiéncia cardiaca congestiva.

Os grupos controles foram divididos em dois: ndo infectados (NEG)
constituido por 12 individuos, onde ndo poderiam ter habitado em area endémica
para a doenca de Chagas; nunca ter recebido transfusdo de sangue e ter
apresentado teste sorolégico nédo reagente. E um grupo constituido por portadores
de cardiopatia ndo chagéasica, sem definicdo da causa de base, sendo, portanto,
classificados como portadores de cardiopatia idiopatica-IDIOP (n=12). E importante
salientar que este Ultimo grupo apresenta percentual de Fracdo de Ejecéo
Ventricular Esquerdo -%FEVE (medida importante de dano cardiaco), semelhante
aos pacientes do grupo CARD2 (Tabela 1).

Tabela I: Caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais da populacéo de estudo
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Variaveis NEG IDIOP IND CARD 1 CARD 2

NUmero de pacientes 12 12 13 13 16
Idade (anos) 52 +7.37 56.4 +10.32 53+ 13.7 57 +12.83 58.7 £13.08
Sexo

Masculino 2 (16.66%) 7(58.33%) 3 (23.08%) 3 (23.08%) 9 (56.25%)

Feminino 10 (83,34%) 5 (41.66%) 10 (76.92%) 10 (76.92%) 7 (43.75%)
Altura (Metros) - 165+0.9 1.60 £0.09 157 +0.10 1.61 +0.08
Peso (Kg) - 71+13.9 75.23+13.4 66.3+9.59 69.8+16.9
IMC (kg/m?) - 26.2445.92 29.4+4.30 27.0443.87 26.6745.76
Regido (Pernambuco)

Sertdio 1(8.33%) - 3 (23.07%) 4 (30.76%) 1 (6.25%)

Agreste - 1(8.33%) 3 (23.07%) 2 (15.38%) 2 (12.5%)

Mata - 4(33.33%) 2 (15.38%) 3 (23.07%) 5 (31.25%)

Metropolitana 11 (91.6%) 7(58.33%) 5 (38.46%) 3(23.07%) 8 (50%)

Outros estados - - - 1 (7.69%) -
Ecocardiograma

FEVE (%) - 38.35+16.13 64.7+4.8 64.2 £4.23 3344 +9.87

Ventriculo direito (mm) - 325455 31.6345.07 31.0945.58 35.86+7.8

Volume diastélico final (mL)
Volume sistolico final (mL)

Massa do ventriculo esquerdo (g)

181.9 (70-405)

111 (22-282)

224 (141-380)

112 (112 -135)
37.9 (35 -54.43)
120 (141 - 141)

112 (83.06 — 135)
36 (29.55 — 47.43)
123 (87 - 168.32)

209 (129-280)
146(83-208)
212(115-303)

Indice da Massa do VE (g/m)? - 126.4+16.17 72.75+19.66 80.96+23.54 126+39.5
Testes Laboratoriais

Colesterol - 199.22+24 216.24+36 199.97+38 182.56+42

Triglicerideos ) 102.5+24 151.51+59 171.32+111 122 43+37

Glicose - 102.8+25 109.7+41 104.7+17 99.6+10

IMC: indice de massa corporal. NEG: Negativo, IDIOP: Cardiopatia idiopatica. IND: forma indeterminada; CARD 1: forma
cardiaca leve; CARD 2: forma cardiaca grave. FEVE: Fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. IND: Colesterol Total
(n=12), Triglicerideos (n=12) e Glicose (n=12). CARD1: Colesterol Total (n=12), Triglicerideos (n=12) e Glicose (n=11).
CARD?2: Colesterol Total (n=11), Triglicerideos (n=11) e Glicose (n=11) e IDIOP: Colesterol Total (n=09), Triglicerideos
(n=08) e Glicose (n=10). Resultados apresentados como frequéncia, média e interquartil. **, P < 0,0001, CARD 2 vs IND
(teste de Mann-Whitney).

2.2 | Confirmacao da sorologia para a infeccéo pelo Trypanosoma cruzi

Apés a retracdo do coagulo, os tubos foram centrifugados (900 x g/ 10 minutos em
temperatura ambiente) e aliquotas de soro devidamente identificadas e
armazenadas a -20°C na soroteca do Servico de Referéncia em Doenca de Chagas
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(SRDC) do Laboratério de Imunoparasitologia do IAM. Um imunoensaio enzimatico
composto por uma mistura de extratos totais de T. cruzi adsorvidos a placa de
microtitulacdo (Chagastest ELISA lisado) e um imunoensaio enzimatico utilizando
antigenos recombinantes adsorvidos a placa de microtitulacdo (Chagastest ELISA
recombinante v. 4.0), ambos de Wiener lab foram usados. Foram considerados
resultados reativos quando ambos os testes mostraram reatividade e nao reagentes
guando ambos o0s testes ndo mostraram reatividade, de acordo com o Il Consenso

Brasileiro sobre Doenca de Chagas ©

2.3 | Isolamento de células mononucleares do sangue periférico

Nove mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina sédica
para realizacdo da cultura celular. O sangue heparinizado foi misturado a PBS pH
7,2 na proporcao de 1:2 e adicionado a tubos falcon 50mL contendo Ficoll-hypaque
(1 parte de Ficoll-Paque e 3 da mistura sangue-PBS). Em seguida, os tubos foram
submetidos a uma centrifugacdo (900 x g/ 40 min a 20° C) e o anel de PBMC
coletado e depositado em tubos falcon de 15mL. Mondcitos e Linfocitos foram
lavados duas vezes por centrifugacdo (400 x g/ 10 min a 20°C) em meio RPMI 1640.
As células foram contadas em camara de Neubauer através do corante de vitalidade

Azul de Trypan (1:10) e ajustadas para a concentracdo de 1x10° células por poco.
2.4 | Tratamento de cultura celular com drogas imunossupressoras

As PBMC foram depositadas em placas de 48 poc¢os contendo meio RPMI 1640
suplementado, tendo volume final de 1mL. As condicbes de cultivo foram seis:
células sem inibidores/tratamento (C), células tratadas isoladamente com duas
drogas anti-TNF: Humira ® (Adalimumab, ADA: 5ug/mL) e Enbrel® (Etanercepte
(ETA: 10 pg/mL), Benzonidazol (BZ: 1pug/mL ) e em associacdo Adalimumab +
Benzonidazol (A+BZ), Etanercepte + Benzonidazol (E+BZ) (para o ajuste final das
drogas em associagdo o calculo foi realizado numa concentracdo de 4x). A placa foi

incubada em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37°C num periodo de 48h.

6.7 | Quantificagdo de citocinas do perfil Thl e Th2 em sobrenadantes

de cultura
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Apoés 48h de cultura, os sobrenadantes foram coletados e estocados para
dosagem das citocinas TNF, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-4 e IL-2. Primeiramente, 25uL da
mistura de beads de captura, marcadas com anticorpos monoclonais foram
transferidas para tubos de poliestireno (5mL) (BD Systems™) devidamente
identificados. Em seguida, 25uL das amostras (sobrenadante) foram adicionados por
3h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Subsequentemente foram
adicionados 25uL do reagente de deteccao contendo anticorpos anti-citocinas alvos
conjugadas a Phycoerythrin (PE) por 2h a Temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Apoés a incubacéo, as beads foram lavadas e 300uL de solugado tampao adicionados
para ressuspensao das esferas. A aquisicéo foi realizada dentro de 24h utilizando o
citbmetro de fluxo FACSCalibur (Beckton Dickson) do Nucleo de Plataformas
Tecnoldgicas do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) / Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz). As analises foram realizadas através do Software FCAP Array verséo 3.01
(Beckton Dickson).

2.6 | Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software PRISM 8.0.2 Windows®
(USA). A apresentacao das variaveis mensuradas foi realizada através de medidas
descritivas como: média, mediana e desvio padrdo. Inicialmente foi aplicado um
teste de normalidade Shapiro-Wilk onde foi verificado que os dados eram n&o
paramétricos, com excecdo da IL-6. Para comparacdo das medianas das citocinas
em grupos diferentes foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pos teste de
comparacdes multiplas de Dunn. J4 para a comparacao das condi¢cdes de cultivo
dentro do mesmo grupo de pacientes foi aplicado o teste de Friedman. A avaliacéo
das correlacdes foi realizada através do teste de correlacdo ndo-paramétrica de

Spearman. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

2.7 | Considerac®es éticas

Todos os pacientes incluidos no estudo assinaram o Termo de Consentimento
Livre e esclarecido (TCLE) e todas as abordagens utilizadas foram aprovadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Aggeu Magalhdes/IAM, Fiocruz
Pernambuco (CAAE 20049919.5.0000.5190).
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3 | RESULTADOS

3.1| Aumento do TNF e diminuicao de IL-4 em portadores de doenca de chagas
na forma grave

Inicialmente foi realizada uma andlise individual somente nos pocos sem
estimulo, ou seja, apenas células (PBMC’s) com o intuito de avaliar a produgao das
citocinas do perfil pro e anti-inflamatério em cada grupo do estudo. Das citocinas
analisadas, ndo houve nenhuma diferenca estatistica (Fig 1A, B, E e F), com
excecdo do TNF (Fig 1C) e IL-4 (Fig 1D).

TNF aumentou no sobrenadante proveniente de células de portadores com
cardiopatia chagésica crénica na forma grave (C) quando comparado ao grupo
saudavel, (NEG) (p:0.0096). Entre os grupos de portadores de chagas (IND, CARD1
e CARD2), houve um aumento de TNF no grupo com a forma mais grave (CARD?2)
guando comparado ao grupo com a forma cardiaca leve (CARD1) (p:0.0005). (Fig
1C). Houve diminuicdo, também na producédo da IL-4 em portadores de cardiopatia
chagasica na forma grave (CARD2) quando comparada aos portadores de

cardiopatia ndo chagasica (IDIOP) (p:0.0223).
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Figura 1. Alteragdo nos niveis de TNF e IL-4 em sobrenadantes de cultura sem estimulo (C) de
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes saudaveis (NEG) e com doenca
de Chagas (IND, CARD1 e CARD2) e cardiopatia idiopética (IDIOP). As linhas representam a
mediana de cada grupo e as diferencas estatisticas sao indicadas por barras representadas por *: P <
0,05 e **: P < 0,0001
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3.2 | Adalimumab e Etanercepte diminuem drasticamente niveis de TNF em
portadores de cardiopatia chagasica grave.

Na figura 2A, podemos observar a eficidcia dos bloqueadores de TNF (ADA e
ETA) quando comparados aos po¢cos somente com células (C) para cada grupo de
paciente (NEG, IDIOP e chagasicos). A producédo do TNF foi diminuida na adicédo do
blogueador ADA (Fig. 2a). O adalimumab diminuiu de forma significativa, os niveis
de TNF em todos os grupos quando comparado ao grupo sem estimulo (C).

Ao comparar a eficacia das duas drogas em inibir o TNF, podemos verificar
que o ADA diminuiu muito mais que o ETA. Visualmente os niveis do TNF
diminuiram na adicdo das duas drogas: porém diferentemente do ADA, onde
diminuiu de maneira estatisticamente significativa em todos os grupos, 0s niveis de
TNF s6 foram diminuidos de maneira significativa apenas no grupo dos portadores
chagéasicos na forma cardiaca grave (CARD 2) quando utilizou o estimulo ETA
guando comparado a condicdo sem estimulo (C) (p:0.0245) (Fig. 2a).

Ao analisarmos isoladamente a condicdo ADA por grupo (Fig. 2b), podemos
verificar a diminuicdo do TNF no grupo com cardiopatia grave quando comparado ao
grupo NEG (p<0.0001) IDIOP (p:0.0019) e IND (p:0.0002). Como demonstrado na
figura 2c, os niveis de TNF em células de portadores de cardiopatia chagasica grave

foram totalmente reduzidos com a utilizagdo desta droga.
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Figura 2. Reducéo dréstica dos niveis de TNF em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de portadores crénicos da doenca de Chagas (IND,
CARD1 e CARD2), saudaveis (NEG) e cardiopatas idiopaticos (IDIOP) tratados com Adalimumabe
(ADA: 5ug/mL) e Etanercepte (ETA: 10 pg/mL) (A e B). Curva de produc¢éo dos niveis de TNF apés
blogueio do ADA (C). As linhas representam a mediana de cada grupo e as diferencas estatisticas

sdo indicadas pelas barras representadas por *: P < 0,05 e **: P < 0,0001. 2B: NEG vs CARD?2:
p<0,0001; IDIOP vs CARD2: p: 0,0019; IND vs CARD2: p: 0,0002
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3.3 | Adalimumab e Etanercepte ndo afetam IL-6, mas impactam positivamente
e negativamente na producao das outras citocinas do perfil Thl e Th2

ADA e ETA nao s6 impactam significativamente a producdo de TNF, mas
também de todas as outras citocinas do perfil Thl e Th2, com excecéao da IL-6. (Fig.
3c). Ao analisar a producdo de IFN-y (Fig. 3a), verificamos um aumento desta
citocina, apés adicdo do ETA, quando comparado a condigdo sem células (C) (no
grupo sem a doenca) (p: 0.04). Foi verificado um aumento de INF-y no grupo de
cardiopatia chagasica crénica grave (CARD 2) na condi¢cdo do uso de ETA quando
comparado ao ADA (p: 0.02).

Ao analisar a producéo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Fig. 3b), entre os
estimulos, verificamos uma diminuicdo apés adicdo do ADA (p:0.0128), nos grupos
Neg e nos portadores crénicos de chagas na forma indeterminada (IND) (p: 0.001) e
forma grave (CARD 2) (p:0.0003), quando comparados a condicdo sem estimulo (C).
Diferentemente do TNF, a IL-4 foi impactada negativamente quando adicionadas
ambas as drogas (ADA e ETA) em relacdo a condicdo sem estimulo, somente célula
(C), em todos os grupos, com excecado do grupo IDIOP, onde apenas o ETA
diminuiu seus niveis significativamente (p:0.032). Os niveis de IL-4 diminuiram na
presenca de ADA e ETA quando comparado ao poco sem estimulo (Fig. 3d).

Etanercepte aumenta niveis de IL-2 no grupo NEG (p:0.003) e IDIOP (0.008)
quando comparado a condicdo sem estimulo (Fig. 3E). Ao comparar a acao das
drogas por grupo na producdo da IL-2, observamos uma diminui¢cdo desta citocina
na condicdo que recebeu ADA no grupo CARD2 quando comparado grupo NEG (p:
0.009) (Fig. 3F). A IL-2 também diminuiu na presenca do ETA em células
provenientes de portadores CARD 2 quando comparado aos NEG (p:0.013) (Fig.
3G).
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Figura 3. Alteragdo nos niveis de outras citocinas do perfil pré-inflamatério Thl (IFN-y e IL-2) e anti-
inflamatdrio Th2 (IL-4 e IL-10) em sobrenadantes de cultura de células mononucleares de sangue
periférico (PBMCs) de portadores de doenga de Chagas (IND, CARD1 e CARD2), saudaveis (NEG) e
cardiopatas idiopaticos (IDIOP) tratados com Adalimumabe (ADA: 5ug/mL) e Etanercepte (ETA: 10
pg/mL). Comparacéo por condicdo de cultivo (A,B,C,D e E). Mediana dos grupos tratados com ADA
(F) e ETA (G). As linhas representam a mediana de cada grupo e as diferencgas estatisticas séo

indicadas pelas barras representadas por *: P < 0,05 e **: P < 0,0001.
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3.4 | Associacédo dos bloqueadores de TNF com o benzonidazol.

Na figura 4, verificamos os resultados da associacdo dos bloqueadores de
TNF (ADA e ETA) + Benzonidazol (BZ): (A+BZ, E+BZ). Na producdo de TNF, foi
possivel observar que a associacdo A+BZ diminuiu seus niveis quando comparado
ao poco que recebeu somente BZ no grupo NEG (p:0.012). No grupo IDIOP, os
niveis de TNF diminuiram na condi¢cdo experimental A+BZ quando comparado ao
sem estimulo (C), ao BZ e E+BZ. (p: 0.002; p: 0.005; p:0.005, respectivamente).
(Fig. 4A)

Na forma IND, os niveis de TNF foram impactados negativamente na
associacdo A+BZ quando comparados ao C (p<0.0001), BZ (p:0.04) e E+BZ
(p:0.04), assim como o E+BZ quando comparado ao C (p:0.029). Na forma crénica
CARD1, os niveis de TNF diminuiram na condicdo A+BZ quando comparado a
condicao sem estimulo C (p:0.0004). Ja na forma grave (CARD 2), os niveis de TNF
diminuiram nas condicbes BZ (p:0.009), A+BZ (p<0.0001) e E+BZ (p:0.002) quando
comparados ao sem estimulo (C). Houve uma diminuicdo drastica em células
provenientes desses portadores quando tratadas com A+BZ quando comparadas a
BZ (p:0.006) e E+BZ (p:0.024) (Fig. 4A).

O uso do BZ em individuos saudaveis aumentou os niveis de IFN-y quando
comparado a condicdo sem estimulo (C) (p:0.012) e A+BZ (p:0.020). J& nos
individuos com cardiopatia de origem idiopatica (IDIOP), a utilizacdo de E+BZ
também aumentou esses niveis quando comparado ao poco sem estimulo (p:0.030).
Ja o tratamento com BZ diminuiu esta citocina em células provenientes de
portadores com cardiopatia chagasica grave quando comparado ao BZ do grupo
NEG (p:0.0005) (Fig. 4B).

A associagdo do BZ com drogas bloqueadoras de TNF nao alterou
significativamente niveis de IL-10 em portadores chagasicos crénicos com a forma
leve (CARD1). Mas a combinagdo de A+BZ diminui niveis de IL-10 quando
comparado ao poco sem estimulo (C) nos grupos NEG (p:0.003), IDIOP (p:0.0008),
IND (p:0.005) e CARD2 (p< 0.0001). Além disso, no grupo CARD2, niveis de IL-10
também foram menores nas condicbes BZ (p:0.04) e E+BZ (p: 0.03) quando

comparado ao C (Fig. 4C).
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Para IL-6, o impacto foi minimo, na condicdo que recebeu ETA+BZ 0s niveis
dessa citocina foram menores quando comparados ao sem estimulo no grupo de
portadores cronicos com a forma IND (p:0.03) (Fig. 4D). As células que foram
tratadas com BZ diminuiram a producéo de IL-4 em todos 0S grupos, com excecao
do NEG quando comparados ao po¢o sem estimulo. Isoladamente, o grupo NEG,
IND, CARD1 e CARD?2, nas células que receberam A+BZ tiveram niveis diminuidos
de IL-4 quando comparado ao poco C. O uso de BZ diminui a producédo de IL-4 no
grupo de portadores IND e CARD2 quando comparado ao grupo saudavel (NEG)
(Fig. 4E).

Ja naquelas células que receberam o tratamento do E+BZ diminuiram a IL-4
em todos o0s grupos quando comparados com 0 pogo sem tratamento. A associagao
de A+BZ aumentou nos portadores com CARD1 quando comparados aos IND (Fig.
4E).

O uso do BZ e das associacfes pareceu nao alterar IL-2 intragrupos, mas sim
entre grupos. O uso do BZ isolado, diminui esta citocina nos grupos de portadores
CARD1 e CARD2 quando comparado ao grupo NEG. J& a associacdo entre A+BZ
diminui também a producéo da IL-2 nos grupos IND e CARD2 quando comparado ao
poco que recebeu ETA+BZ do grupo NEG (FIG 4F).

Na Figura 5, verificados alteracbes nas citocinas IL4, IL2 e TNF, onde a
associacdo de A+BZ aumentou os niveis de IL-4 no grupo CARD1 quando
comparado ao grupo IND e CARD2 (Fig. 5A). A+BZ diminuiu a producéo de IL-2 no
grupo CARD2 em comparacdo ao grupo NEG (Fig. 5B). J& TNF teve seus niveis
aumentados em portadores IDIOP guando comparados aos CARD1 e NEG (Fig.
5C).
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Figura 4. Impacto da associacao dos bloqueadores de TNF, Adalimumabe e Etanercepte, com
Benzonidazol nos niveis de citocinas do perfil Th1l e Th2 em diferentes condi¢des de cultivo celular.
C: apenas célula; BZ (Benznidazol: 1pg/mL); A+BZ (Adalimumabe (5pg/mL) + Benzonidazol); E+BZ

(Etanercept: 10 pg/mL + Benzonidazol) as linhas representam a mediana de cada grupo e as
diferencas estatisticas sao indicadas pelas barras representadas por *: P < 0,05 e **; P < 0,0001
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representadas por *: P < 0,05 e **; P < 0,0001.

3.5 | IL-4, ap6s bloqueio com Etanercept, tem correlacéo positiva com a %FEVE
em portadores de doenca de Chagas grave

Ao correlacionar as citocinas do perfil Thl e Th2 com as porcentagens da fracao de
ejecao ventricular esquerda, verificou-se uma correlacdo positiva e moderada (r:
0.61) no grupo com cardiopatia chagasica cronica grave. Isto €, a medida que
aumenta IL-4, ap0s a adicdo do Etanercepte, aumenta também a relagdo com a
FEVE. Os outros estimulos permitiram uma correlagdo negativa sem estatistica.

Além disso, nenhuma outra citocina obteve resultados estatisticos.



LVEF (%)

Figura 6.

HON-STIMULATED

&)

(SR
pbBE

ADALINUMAB
o33
" . AHE
Fr . . .
L] - -t -
. TTm——
0 -

ETATERCERT
D,
w
L]
AD) . ' ..
.y
- .
EL -!
-
b
nn 0.z d n.G

CARD2

(AN

(e 05 to

41

m

k] nn

BENZNIDAZOLE
[ARLIR .
™ pr 04
. !
e .
-
N L]
-
T T T 1
oz nd ne oR

ADALINUIAB + BENZMNIDAZOLE
.07
e . P
L]
an) . .
P
L]
20 *
.
o
0a nz I 05 o

IL-4 (pg/mL)

105

ETANERCEPT + BEMZMIDAZOLE
038
e . 83
a
g, s
-
» [ ]
El .
-
n
1] bz w406 o

Correlacdo positiva e moderada entre o percentual de fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (%FEVE) e IL-4 em pacientes com a forma CARD2
tratados com Etanercepte. R: Rank de Spearman



106

4 | Discusséo e concluséao

J4& é bem conhecido na literatura que portadores crénicos na forma
indeterminada, possuem uma resposta imunologica mais regulada quando
comparados aos portadores com acometimento cardiaco. Enquanto ha um
predominio de citocinas anti-inflamatorias na forma IND, o comprometimento
cardiaco é evidenciado com uma maior producdo de citocinas pro-inflamatdrias,
sobretudo TNF. 14-23

Inicialmente, avaliamos a producédo de citocinas entre os portadores, apenas
na condicdo de cultivo que n&o recebeu nenhum estimulo (somente PBMC). Os
nossos dados apontam aumento do TNF em portadores de cardiopatia chagasica
grave (CARD 2) quando comparado ao grupo de cardiopatia chagasica leve (CARD
1) e NEG.O TNF é uma citocina proé-inflamatéria e pleiotrOpicas, pois age em
diferentes células, via receptores TNFR1 e TNFR2, sendo os macrofagos a principal
fonte de producdo.?* Na doenca de Chagas, o TNF tem participacdo chave na
imunopatologia, pois seu aumento tem sido relacionado a gravidade da Cardiopatia
Chagasica crbnica. Assim, nossos resultados corroboram com estudos anteriores,
em que niveis maiores de TNF estdo presentes em individuos com cardiopatia grave
tendo ainda correlacédo positiva com piora na funcdo cardiaca 5171°. Nosso grupo
dosou os niveis de TNF bem como de seus receptores soluveis, STNFR1 e sTNFR2
no soro de 132 portadores cronicos, nesse estudo verificamos niveis baixos de TNF,
mas elevacao de seus receptores em portadores cronicos de doenca de chagas,
sem diferencas entre as formas clinicas 2. E importante destacar a complexidade da
resposta imune na doenca, TNF desempenha um papel muito importante e podendo
influenciar outros marcadores

Por outro lado, nossos dados evidenciam que PBMC de portadores com a
forma CARD 2 produzem menores quantidades de IL-4 quando comparado a uma
cardiopatia de origem nao infecciosa (idiopatica). O que demonstra que € o0 agente
infeccioso, Trypanosoma cruzi, o gatilho nos niveis dessas citocinas, visto que o
grupo de individuos IDIOP é clinicamente semelhante ao grupo CARD2, o que
sugere que 0s pacientes com cardiopatia chagasica, possuam dano do tecido

cardiaco induzido pela quebra da homeostasia imunoldgica e consequentemente
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perda de mecanismos imunoregulatérios induzido pela presenca do parasito nesse
tecido.19:14-15

A cardiopatia chagasica cronica tem sido relacionada com uma desregulagéo
entre células Thl e Th2, onde h4 um predominio da producgédo de citocinas do perfil
pro-inflamatorio, sobretudo TNF e IFN-y, por linfécitos TCD4+. TCD8+ e mondcitos
CD14+ e pelo tecido cardiaco, caracterizam a intensa inflamacdo e resposta Thl.
19,22-23

A IL-4 € uma citocina anti-inflamatéria crucial na polarizacdo do perfil Th2
sendo responsavel pela proliferacdo de Linfécitos B e ativacdo de granulécitos, além
da producdo de coldgeno por fibroblastos. Tem grande participacdo na
antagonizacdo da resposta inflamatéria via Th1, juntamente com IL-13. 2> Na doenca
de Chagas, ja foi visto que esta citocina mantém a inflamacéo e carga parasitaria,
em camundongos deficientes de IL-4. 26 Lorena et al (2010) verificaram uma
diminuicdo na porcentagem de células TCD4+IL4+ em portadores de cardiopatia
chagéasica grave quando comparado a forma cardiaca leve e controles saudaveis,
ap6s estimulo com antigenos recombinantes de Trypanosoma cruzi. E evidente o
desequilibrio imunoldgico nesses portadores. 27

Com o intuito de entender ainda mais a dinamica do perfil de citocinas do
perfil Th1 e Th2 na doenca de chagas crbnica, principalmente o TNF, que
desempenha papel crucial na imunopatologia da doenca, adicionamos dois
bloqueadores de TNF, Adalimumab e Etanercept, na cultura de PBMC de portadores
chagasicos, cardiopatia idiopatica e saudaveis no periodo de 48h. Entender o perfil
dessas citocinas na doenca de Chagas podem servir como alvos imunoterapéuticos
além de biomarcadores para a prevencao da evolucéo e controle na doenca cronica.
14

Os inibidores de TNF estdo entre as drogas de maior sucesso no tratamento
de doencgas inflamatdrias crénicas e autoimunes como muitas artrites, sobretudo
artrite reumatoide, espondilite anquilosante e doencas inflamatérias intestinais, além
de muitos estudos de caso envolvendo esses biolégicos e doencas parasitarias,
como as Leishmanioses.?*?® Os efeitos dessas drogas imunomoduladoras no curso
da doenca de Chagas em humanos nédo s&o conhecidos. 2°

Em nosso estudo, o uso do ADA, in vitro, induziu drasticamente a diminuigao
a producédo de TNF pelas células mononucleares de todos os pacientes do estudo,
tendo seu nivel mais reduzido no grupo CARD 2 (Fig 2B, C). Por outro lado,



108

Etanercepte néo inibiu de forma significativa os niveis de TNF em todos os grupos
guando comparado a condicdo experimental sem tratamento, com excec¢ao do grupo
CARD 2. Dessa maneira, o ADA parece ser mais eficiente em inibir TNF do que o
ETA, em todos os grupos, principalmente no grupo CARD 2. Esses resultados
seguem uma logica dentro desse estudo, uma vez que foram mensurados niveis
maiores de TNF no grupo CARD 2 (na condic&o de cultivo sem estimulo).

O etanercept (Enbrel), foi o primeiro anti-TNF a ser aprovado, seguido pelo
Adalimumab. Embora esses agentes biologicos atuem em comum, ligando-se de
forma eficaz ao TNF e dessa forma impedindo a ligacdo com seus receptores
TNFR1/TNFR2 séo estruturalmente distintos, enquanto Etanercepte € a fusdo entre
os dimeros da porcao extracelular do TNFR2 humano com a porgdo FC da 1gG1l
humana, Adalimumab é um anticorpo monoclonal totalmente humano. 2430

As investigacdes clinicas mostraram vantagens do tratamento com
Adalimumab em comparacdo com Etanercept e Infliximabe na questdo de remisséo
de doencas inflamatérias e resposta terapéutica. 332 Ja foi demonstrado que o
Alalimumab tem uma afinidade maior na ligacdo ao TNF quando comparado ao
Etanercept e outros anti-TNF. 3334 O que poderia explicar essa diminuicdo maior de
TNF nas células tratadas com o ADA quando comparados ao ETA.

Foram impactadas negativamente a producdo de citocinas regulatérias IL-10
(por somente Adalimumab no grupo Neg, IND e CARD2) e IL-4 (ambos os inibidores,
ADA e ETA, em todos os grupos) quando comparado a condicdo sem tratamento.
Citocinas pr6 inflamatérias como IFN tiveram seus niveis aumentados apdés
tratamento com ETA em comparacdo ao ADA no grupo CARD 2 e em relacdo ao
poco sem estimulo no grupo NEG.

A producéo de IL-2 foi menor em PBMCs de CARD?2 tratadas com ADA e ETA
guando comparado ao grupo NEG. Esta citocina leva a diferenciacédo e expanséao de
células T, aumento da atividade citotoxicas de células NK, inducdo da diferenciacéo
de células Treg, além de mediar a morte celular induzida por ativacéo. 3

Nossos resultados mostraram que o ETA aumentou niveis de IFN em
portadores de chagas cronicos e saudaveis. O que pode ser um ponto positivo na
imunoterapia desses portadores no contexto de reativacbes de outras doencas,
porém no ambito do portador de chagas crbnica, esse aumento de IFN-y ndo seria

benéfico dado o microambiente inflamatério que esses portadores apresentam a
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nivel de tecido cardiaco. Aliado a diminui¢do da IL-10 em portadores crénicos com a
forma IND e CARD.

Wallis et al. (2007), verificaram que o uso de anti-TNF pode inibir a expresséo
de IFN-y no sangue, e que essa inibicdo conjunta de citocinas inflamatérias poderia
explicar o porqué de pneumonia e tuberculose serem efeitos adversos comuns em
pacientes que fazem o uso desses inibidores, o que é um grande ponto negativo no
uso desses bioldgicos anti-TNF. 36

Ja foi demonstrado o uso de inibidores de TNF em modelos experimentais
com doenga de chagas cronica. No estudo de Bilate et al., 2007, foi verificado que a
auséncia da sinalizacdo do TNF (apods bloqueio) e a infeccdo sédo importantes
fatores aceleradores da insuficiéncia cardiaca, uma vez que a funcéo ventricular e a
FEVE foram diminuidas apds o tratamento com Etanercept em hamsters infectados.
O bloqueio do TNF néo influenciou na intensidade de inflamag¢do do miocardio,
porém levou a uma distribuicdo anormal das células, ficando estas, restritas a regiao
subendocardica. Essa anormalidade pode ser explicada na relagdo do TNF com o
recrutamento de quimiocinas. 37 Ainda de acordo com Bilate et al., (2007), a analise
de citocinas no ventriculo esquerdo revelou o aumento de mRNA da IL-10 e
diminuicdo de INOS, sem nenhum impacto nos niveis de mMRNA de TNF, IFN, TGF-B
promotor de fibrose, peptideo natriurético atrial relacionado a hipertrofia (ANP), e
anti-hipertrofia induzida pelo gene TNF-A A20. Em nosso estudo, ETA néo
influenciou significativamente niveis de IL-10. Segundo BILATE et al. 2007, o uso de
ETA em pacientes com cardiomiopatia chagasica crénica ndo seria possivel devido
ao agravamento dessa condicéo. 3’

De forma contraria ao estudo de Bilate et al., nossos resultados apontam que
o tratamento com ETA em portadores CARD?2 teve correlagdo positiva e moderada
entre IL-4 e %FEVE, o que pode sugerir um mecanismo de protecado adicional
nesses portadores, e que o uso do ETA deva ser mais investigado e estudado.
Como discutido anteriormente IL-4 juntamente com a IL-13, desempenham ac¢des
antagonicas contra uma resposta Thl.

Em outro estudo a terapia com Infliximab mostrou ser promissora no
tratamento de camundongos infectados cronicamente. O bloqueio do TNF além de
ndo reativar a infeccdo, levou a uma diminuicdo das células T e macréfagos no
coracao, além do impacto na diminui¢cdo de citocinas pro-inflamatorias e aumento ou

manutencdo de IL-10. 32 O bloqueio com Infliximab restaurou a frequéncia



110

cardiaca normal pelos dados do eletrocardiograma. Também reduziu a proporcéo de
animais afetados por arritmias e bloqueio atrio ventricular. PEREIRA et al. (2014)
viram que houve diminuigcdo de TNFR1 em células T apds o tratamento. O blogueio
interrompeu a retroalimentacdo positiva da sinalizagdo TNF/TNFR1, e dessa forma
levou a diminuicéo da ativagdo celular induzida pelo TNF. 39

Para nosso conhecimento, durante a busca de trabalhos na literatura,
encontramos uma unica publicacdo de agentes biologicos anti-TNF e doenca de
Chagas, sendo um relato de caso de um homem de 58 anos que tinha psoriase
desde os 14 anos, com 80% de envolvimento cutaneo, iniciou a terapia com
Etanercept mas sem sucesso. Assim, a terapia foi modificada para utilizacdo de
Adalimumab com evolucao clinica favoravel. Porém ha muito tempo o paciente
relatava muita constipacao e finalmente descobriu-se ser portador crénico da forma
digestiva da doenca de Chagas. Assim, a terapia com adalimumab teve que ser
interrompida para dar inicio ao tratamento etiolégico e as lesdes psoriaticas voltaram
e 0 paciente teve que receber as duas drogas (Nifurtimox + Adalimumab), e foi um
sucesso, a doenca de chagas néo foi reativada e a doenca autoimune controlada. 2°

Estudos envolvendo essa abordagem devem ser encorajados, uma vez que a
doenca de chagas é uma patologia crénica e que na maioria das vezes de evolugéo
lenta, muitos portadores ndo sabem que tem a doenca, pois 70% se encontram na
forma assintomatica, com exames de imagem normais. ¥’ Muitos descobrem ao
acaso quando doam sangue ou transplante de o6rgdo. © Além disso, o perfil
epidemioldgico desses portadores sdo pessoas em idade avancada, sobretudo
mulheres, e justamente nessa idade que muitas doencas reumatolégicas surgem
como artrite reumatdide e espondilite anquilosante. 441 A eficAcia das drogas
disponiveis Bz e Nifurtimox € baixa na fase crénica da doenca de Chagas, fase em
qgue a maioria dos pacientes é diagnosticada, e ha efeitos colaterais frequentes. 42
Além disso, alguns fatores como idade, distribuicdo geogréafica, background
imunologico do hospedeiro e a resisténcia natural de algumas cepas de T. cruzi ao
farmaco podem afetar a eficacia do tratamento. 4345

Nesse contexto, buscamos avaliar o perfil de citocinas em células
mononucleares de portadores cronicos quando tratadas com inibidores de TNF em
associacdo com o Benzonidazol (Bz), que € uma droga de escolha no tratamento

etiologico no Brasil
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Nossos resultados apontam que o Benzonidazol isolado (Bz) ndo impactou de
forma significativa a producdo de citocinas entre os portadores crénicos (IND vs
CARD1 vs CARD?2), porém quando comparado aos grupos controles (NEG e IDI
OP), todas as citocinas do perfil pro-inflamatério (TNF, IFN, IL-2), diminuiram em
portadores de cardiopatia chagasica cronica (CARD1 e CARD2). IL-4 também
diminuiu em portadores IND e CARD2 quando comparados aos saudaveis, sendo
esta citocina, a Unica do perfil regulatério afetada.

Portanto, o tratamento com o Bz promove eventos imunomodulatérios na
resposta imune do hospedeiro. No estudo de Soares et al., (2021) foi observado que
PBMC infectados pelo Trypanosoma cruzi e tratados com Bz in vitro atuam
regulando positivamente o processo de ativacao celular, a apresentacao de antigeno
e ativacdo de macroéfagos; e que ndo induz uma resposta imune exacerbada. “Em
contrapartida, como a eficacia do farmaco pode variar de acordo com a cepa de T.
cruzi avaliada, no estudo de Moreira et al., (2023) foi demonstrado que o tratamento
com Bz em PBMC infectados in vitro com a cepa colombiana de T. cruzi néo
promoveu mudangas significativas quanto a produgcéo de citocinas, entretanto
aumentou a expressdo de CTLA-4 em células T CD4+ e CD8+ e promoveu uma
diminuicdo de HLA-DR em mondcitos infectados pela cepa colombiana, reduzindo
indiretamente a inflamacéo. 4 Em modelo murino, Cevey et al. (2015) observaram
gque camundongos infectados com a cepa RA de Trypanosoma cruzi quando
tratados em baixas doses de Bz (25 mg/kg/day) demonstraram diminuicdo da
parasitemia e uma significativa diminuicdo da expresséo de IL-6. 4’ Dessa forma, foi
demonstrado que embora ndo elimine o parasita, o Bz € um elemento importante na
reducdo da inflamacéo exacerbada, ainda em cepas naturalmente resistentes ao
farmaco.

Em modelo humano, Vitteli-Avellar et al (2008), verificaram uma reducdo na
producéo de IL-10 por células T CD4+ em individuos com a forma indeterminada e
aumento de mondcitos IL-10+ na forma cardiaca da doencga de Chagas cronica, um
ano apos tratamento “8 No estudo de Campi-Azevedo et al. (2015) foi avaliado o
padrdo de citocinas e efeitos imunomodulatérios antes e apés 1 ano do tratamento
em individuos IND e CARD, e foi observado que ocorreu diminuicdo de IFN-y e
aumento de IL-10 no grupo CARD tratado, similarmente ao observado no grupo IND
antes do tratamento.*® Em criancas com forma indeterminada inicial, houve producéo

de IFN em linfécitos, com predominancia de um perfil Th1.5951 J& Laucella et al.,
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(2009) observaram uma reducao na producéo de IFN por linfécitos T, um ano apos o
tratamento.>? Efeitos benéficos também foram constatados em um estudo de coorte
prospectivo onde foi observado reducdo significativa da parasitemia, menor
prevaléncia de marcadores de cardiomiopatia grave e menor mortalidade apés dois
anos de acompanhamento de pacientes com doenca de Chagas crbnica que
receberam ao menos um ciclo de tratamento com Bz. 3 Portanto, o Bz persiste
como um farmaco relevante no que tange a altera¢cdes imunomodulatérias, embora
ndo consiga eliminar de forma consistente o parasita. >*

Diante desse cenario, é importante o uso do Bz em associacdo com outras
drogas. Nesse estudo associamos o0 Bz com dois biolégicos anti-TNF (ADA+BZ e
ETA+BZ). O impacto dessas associagdes foi observado tanto em ADA+BZ quanto
em ETA+BZ. A associagéo entre ADA e BZ levou a uma predominancia de um perfil
Th2, sobretudo por aumento da IL-4 em portadores CARD1 quando comparado ao
grupo CARD 2 e IND. Além disso impactou na diminui¢cdo da IL-2 em individuos
CARD 2 quando comparados ao grupo NEG. Além disso ETA + BZ diminuiram
niveis de TNF em CARD 1 quando comparado ao grupo IDIOP, o que reforca o
guanto a cardiopatia de origem chagasica tem relacdo com o TNF.

No relato de caso descrito por Navarrete-Dechent et al (2015) o
acompanhamento utilizando a quantificacdo de DNA do parasito no sangue por RT-
PCR ndo mostrou nenhuma evidéncia de reativacdo da doenca de Chagas com o
uso de etanercepte ou adalimumabe. ?° Esses dados podem ser uma alternativa
promissora para esses portadores cronicos que ja ndo se beneficiam mais do
tratamento etioldgico, a associacdo com inibidores de TNF devem ser investigados

mais detalhadamente, sobretudo com relacao a reativacéo de outras doencas.
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Adalimumab or Etanercept + Benznidazol

Figura 7. Resumo dos principais achados sobre a dindmica de produgéo de diferentes citocinas
inflamatorias e regulatdrias tratadas com inibidores do TNF isoladamente ou associados ao
Benzonidazol em células mononucleares de pacientes com cardiopatia chagasica cronica.
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6.3 Artigo 3: Sera submetido na Tropical Medicine & International Health

Populacfes de células expressam niveis diferenciais de Receptores TNFR1 e
TNFR2, mas Linfécitos TCD8+ expressando TNFR1 sdo associados ao dano
cardiaco em portadores de cardiopatia chagasica cronica

O estudo investigou a expresséao de receptores (TNFR1 e TNFR2) e citocinas
(TNF e IL-10) em diversas populacdes celulares, como linfocitos TCD4+, TCD8+ e T
regulatérios (Tregs), bem como mondcitos totais (CD14+) e subpopulacdes de
monaocitos (classicos, intermediarios e ndo classicos) em diferentes formas clinicas
da doenca de Chagas (forma indeterminada, IND: 11, forma cardiaca leve, CARD1:
9 e forma cardiaca grave, CARDZ2: 11). Na forma indeterminada (IND) da doenca, foi
notado um aumento significativo da expressdo de TNFR1 em células CD16+ e
monaocitos totais em comparacdo com células Tregs e TCD4+. Contrariamente, a
expressao de TNFR2 diminuiu nas células CD16+ e CD14+ quando comparada com
as células TCD8+. Entretanto, em CARD2, houve aumento de TNFR1 em linfocitos
TCD8+ e expressdo reduzida de TNFR2 em CD16+.Na andlise de mondcitos, a
frequéncia de TNFR1 foi maior em mondcitos nao classicos em comparacdo com 0s
monacitos classicos, independentemente da forma clinica. Ao contrério, a frequéncia
de TNFR2 foi mais alta nos mondcitos intermediarios do que nos classicos,
independente da forma clinica. Nas formas cardiacas, os linfécitos TCD8+
expressando TNFR1 se correlacionaram positivamente com 0% FEVE, sugerindo
dano cardiaco. Além disso, a frequéncia de TNFR2 em mondcitos classicos e
intermediarios aumentou a medida que o0 %FEVE aumentou, indicando uma possivel
relacdo com a funcédo cardiaca. As correlacdes entre TNFR1 e TNFR2 variaram nas
diferentes populacdes de células e formas clinicas. Nas formas cardiacas, houve
correlacdes positivas entre TNFR1 e TNFR2 em células CD14+ e CD16+, ao passo
que na forma IND, houve uma correlacdo negativa entre esses receptores em
células CD14+ e CD16+. Esses resultados sugerem que as diferentes populacfes
celulares e suas interacbes podem desempenhar papéis cruciais nas diferentes
formas clinicas da doenca de Chagas, especialmente nas manifestacdes cardiacas.
A complexa rede de receptores, citocinas e correlagcbes observadas revela
informacd@es valiosas sobre os mecanismos subjacentes as alteracdes celulares e ao
dano cardiaco associado a doenca.

Palavras-chave: Cardiopatia chagésica; TNFR1; TNFR2; Células monoucleares

1| INTRODUGAO

A doenca de chagas tem como agente etiologico o protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que possui ciclo de vida heteroxénico parasitando
hospedeiros invertebrados e uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados.
Devido a migracéo de portadores de areas endémicas, como américa do Sul, para

areas nado endémicas como a américa do norte e Oceania, a doenca de Chagas
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passa por um processo de globalizac&o, o que a coloca como um grande problema
de saude publica mundial (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; WHO, 2010).

Era estritamente rural com ciclo de transmissdo majoritariamente vetorial com
participacdo de varias espécies de triatomineos. Mas, atualmente a forma de
contaminacao pela via oral tem chamado atencao e alertado para implementacéo de
medidas sanitarias urgentes. A doenca culmina com duas fases: aguda e crbnica. A
fase aguda, na maioria das vezes, é assintomatica ou pouco sintomatica (COSTA-
OLIVEIRA et al., 2023; ECHAVARRIA et al., 2021).

No entanto a fase cronica da doenca de Chagas é complexa, atingindo
diversos 6rgéaos, podendo levar a morte. A maior parte dos portadores cronicos, se
encontram assintomaticos, conhecido como forma clinica indeterminada, enquanto
uma pequena porcentagem, cerca de 30% (por mecanismos ainda nao elucidados)
desenvolvem formas sintomaticas de acordo com o 6rgao afetado: coracdo (forma
cardiaca ou cardiopatia chagasica cronica); eséfago e intestino (forma digestiva ou
megacolon e megaesodfago), forma mista, quando afeta coracdo e trato
gastrointestinal e uma forma mais rara, quando atinge o sistema nervoso, conhecida
como forma nervosa (DIAS et al., 2016).

A resposta imune nesses portadores tem sido bastante estudada, ja é bem
estabelecido que portadores da forma indeterminada possuem uma resposta
predominantemente regulatéria envolvendo células T regulatérias e citocinas anti-
inflamatérias como IL-10. Em contrapartida, os portadores da forma cardiaca
parecem apresentar uma desregulacdo (com perda de mecanismos regulatorios),
com diminuicdo de citocinas anti-inflamatérias e aumento de citocinas pro-
inflamatorias, sobretudo o fator de necrose tumoral (TNF) estando associado com
participacdo de linfocitos TCD4 e TCD8 e relacionados ao dano cardiaco (GOMES
et al., 2003; LANNES-VIEIRA et al., 2003; DUTRA et al., 2008; MAGALHAES et al.,
2012).

O TNF existe como duas formas de sinalizacdo: trimero transmembranar
(mbTNF), que se liga a outras células numa sinalizagdo paracrina classica e um
trimero soltvel (STNF), que é resultado de uma clivagem realizada pela enzima
conversora de TNF (TACE ou ADAM17). Dessa forma, com a acdo da enzima
TACE, o mbTNF é convertido a TNF soltuvel (STNF), que é a forma circulante com
capacidade enddcrina de agir em locais distantes (BLACK et al., 1996; MOSS et al.,
1997; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).
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O sTNF e o mbTNF se ligam aos seus receptores transmembranares, 0s
receptores de fator de necrose tumoral do tipo 1 (TNFR1/TNFRSF1/CD120A ou p55)
e do tipo 2 (TNFR2/TNFRSF1B/CD120B ou p75), onde 0 mTNF € um ligante mais
potente para TNFR2, e o sTNF pelo TNFR1. O TNFR1l é encontrado
constitutivamente na maioria das células, porém o TNFR2 tem expressao muito mais
restrita a células imunes, como Mondcitos, Linfocitos T reg (levando a uma
estimulacdo dessa subpopulagéo de células) além de células endoteliais e neurdnios
(CARPENTIER; COORNAERT; BEYAERT, 2004), mas ambos podem interagir na
célula, pelo fendmeno conhecido como “passagem de ligante” regulando a
associacdo de TNF com o TNFR1. Esses receptores também sdo clivados pela
TACE e se tornam receptores sollveis do tipo 1 e 2 (STNFR 1 e sTNFR2)
considerados potentes inibidores naturais de TNF, uma vez que séo capazes de
competir pelo sitio de ligagdo da citocina, modulando sua bioatividade (ADERKA et
al., 1992; VAN ZEE et al., 1992; MOHAMED-ALI et al., 1999).

Ja foi demonstrado, in vivo, que a via TNF/TNFR1 parece ser essencial na
sobrevivéncia de animais infectados pelo T. cruzi. (ALIBERTI et al., 2001;
CASTANOS-VELEZ et al., 1998; KROLL-PALHARES et al., 2008; PEREZ et al.,
2007, 2017; VILLAR et al., 2013). Porém em humanos os estudos envolvendo esses
receptores em células que participam da resposta imune em portadores crénicos sao
escassos. Apesar de mais de cem anos desde sua descoberta, muitos aspectos
continuam nao esclarecidos, como quais mecanismos estao envolvidos na evolucao
dos portadores assintomaticos a desenvolverem sintomas, ou porque muitos
portadores permanecem sem sintomas por muitos anos. Dessa forma, esse trabalho
buscou avaliar a expressdo de TNFR1 e TNFR2 em linfocitos e subpopulacdes de
mondcitos em portadores de doenca de Chagas crénica com diferentes graus de

acometimento cardiaco.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1| Populacao de estudo

Foram selecionados 31 portadores crbénicos atendidos no ambulatério de
Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro Cardiolégico de
Pernambuco. A classificacéo clinica foi realizada seguindo o Il Consenso em doenca
de Chagas e pela | Diretriz Latino-Americana para o Diagndstico e Tratamento da
Cardiopatia Chagésica (DIAS et al., 2016). Assim, os portadores realizaram exames
clinicos como Ecocardiograma, Eletrocardiograma, Raio X de Térax e Es6fago. Os
portadores crénicos foram incluidos no estudo quando: apresentavam sorologia
reagente para infeccédo pelo T. cruzi, ndo ter sido submetido ao tratamento etioldgico
ou um minimo de 3 a 5 anos, além de ndo possuirem marcapasso, doencas infecto
parasitarias e doencas enddcrinas que poderiam afetar o sistema imunoldgico.

Desta forma, foram estabelecidos o0s grupos de pacientes: Forma
indeterminada (IND) (n=11), sem sintomas cardiacos, com eletrocardiograma (ECG)
e ecocardiograma (ECO) normais; Forma cardiaca leve (CARD 1) (n=9), com
doenca cardiaca estrutural, evidenciada por ECG ou ECO, mas com funcao
ventricular global normal e sem sinais e sintomas atuais e anteriores de insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC); Forma cardiaca grave (CARD 2) (n=11) com disfuncéo
ventricular e sintomas atuais ou anteriores de insuficiéncia cardiaca congestiva.

E um grupo constituido por portadores de cardiopatia ndo chagasica, sem
definicdo da causa de base, sendo, portanto, classificados como portadores de
cardiopatia idiopatica-IDIOP (n=6). E importante salientar que este Ultimo grupo
apresenta percentual de Fracdo de Ejecao Ventricular Esquerdo -%FEVE (medida
importante de dano cardiaco), semelhante aos pacientes do grupo CARD2 (Tabela

).
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Variaveis IDIOP IND CARD 1 CARD 2

NUmero de pacientes 6 11 9 11
Idade (anos) 58.6 £12.8 60+£12.3 57.4+129 60.2+11.0
Sexo

Masculino 2(33.33%) 1 (9.09%) 2 (22.22%) 5 (45.45%)

Feminino 4(66.67%) 10 (90.91%) 7 (77.78%) 6 (54.55%)
Altura (Metros) 162+0.1 1.59 +0.09 1.55+0.09 1.61 +0.07
Peso (Kg) 75.5+14.7 72.73+17.8 64.2+10.07 76.36+16.3
Regido (Pernambuco)

Sertéo - 4 (36.36%) 5 (55.56%) 1 (9.09%)

Agreste - 2 (18.18%) 1(11.11%) 4 (36.36%)

Mata 5(83.33%) 3(27.27%) 3(33.33%) 2 (18.18%)

Metropolitana 1(16.67%) 2 (18.18%) - 4 (36.36%)

Outros estados - R - -
Ecocardiograma
FEVE (%) 39.4 +16.2* 65.2+3.9 63.5+4.2 41.4 +10.8*

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da populacéo de estudo
*p<0.001 entre IDIOP e IND/CARD1. CARD?2 entre IND e CARD1.

2.2 | Coleta de sangue e sorologia

Nove mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina sodica
para realizacdo de fenotipagem celular. Além disso, cinco mililitros de sangue foram
coletados em tubo seco para obtencdo de soro para realizacdo da sorologia. Apés
retracdo do coagulo, os tubos secos foram centrifugados (900 x g/ 10 minutos a
temperatura ambiente [TA]) e aliquotas de soro foram devidamente identificadas e
armazenadas a -20°C na Soroteca do Servico de Referéncia em doenca de Chagas
do Laboratério de Imunoparasitologia do IAM/Fiocruz. Foram utilizados dois testes
imunoenzimaticos para a confirmacdo da infeccdo chagéasica com registro ativo na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo um deles o Elisa
convencional, kit comercial Test Elisa Chagas lll (Biochile, Grupo Bio, Santiago,
Chile). A microplaca é 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
Diagndstica, S&o Carlos, Brasil), que utiliza antigenos recombinantes purificados. A

metodologia foi realizada conforme orienta¢des dos fabricantes. Os resultados foram
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interpretados como reagentes quando ambos os testes apresentarem reatividade, e
nao-reagentes quando ambos ndo apresentarem reatividade (DIAS et al., 2016).
Amostras que se mantiverem discordantes mesmo apos repeticdo dos testes foram

interpretadas como inconclusivas, sendo excluidas da pesquisa.

2.3 Obtencéao das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

O sangue heparinizado foi misturado a PBS pH 7,2 na proporgéo de 1:2 e
adicionado a tubos falcon 50mL contendo Ficoll-hypaque (1 parte de Ficoll-Paque e
3 da mistura sangue-PBS). Em seguida, os tubos foram submetidos a uma
centrifugacgéo (900 x g/ 40 min a 20° C) e o anel de PBMC foi removido e depositado
em tubos falcon de 15mL. As células foram lavadas duas vezes por centrifugacao
(400 x g/ 10 min a 20°C) em meio RPMI 1640. Em seguida as PBMC’s foram
contadas em camara de Neubauer através do corante de vitalidade Azul de Trypan

(1:10) e ajustadas para a concentragéo de 1x108 células.

2.4 Imunofenotipagem

As células foram incubadas em tubos de cultura com adi¢cdo de 1 pL de
Brefeldina A (GolgiPlug™, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) por 4 horas a
37°C e 5% de CO2 para assegurar a retencdo das citocinas no interior celular para
marcacao intracitoplasmatica. Apdés o periodo de incubacdo, as células foram
tratadas com 110 yL de EDTA (20 mM) por 15min a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 2 mL de PBS-Wash gelado. Os tubos foram entéo
centrifugados a 400xg por 5 min a temperatura ambiente. Os anticorpos de
superficie foram devidamente adicionados: anti- CD14-FITC, anti-CD16-PerCP, anti-
CD4-PerCP, anti-CD8-FITC, anti-CD127-BV510, anti-CD120A-APC e anti-CD120B-
PE em volumes previamente titulados. Apos incubagédo de 30min ao abrigo da luz,
as ceélulas foram permeabilizadas (Solucdo Perm-Wash, BD Biosciences), e
incubadas com os anticorpos intracitoplasmaticos: anti-TNF-PECy7, anti-IL-10-
BV421 e anti-FOXP3-CF594 por 30 minutos e apds lavagens com tampdo PBS
contendo albumina sérica bovina a 0,5% (PBS-Wash), as células foram fixadas
(Cytofix - BD Biosciences). ApoOs estes procedimentos as células foram entédo

estocadas a 4°C até o momento da aquisicdo no citometro de fluxo FACSAria Il
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(Beckton Dickson) do Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do Instituto Aggeu
Magalhdes (IAM) / Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As analises foram realizadas

através do Software FlowJo versdo 10 (Beckton Dickson).

2.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 8.0.2 Windows® (E.U.A.). A apresentacao das variaveis foi feita através de
medidas descritivas como: média, mediana, desvio padrdo, minimo, maximo e
interquartil. Foi aplicado o teste de normalidade, Shapiro-Wilk, para avaliacdo da
distribuicdo das amostras. Para comparacado de mais de trés grupos foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido dos pos teste de comparacdes
multiplas de Dunn. Para comparacdo da populacédo de T reg foi aplicado o teste de
Mann-Whitney. A avaliacdo das correlacbes foi realizada através do teste de
correlagdo ndo-paramétrica de Spearman. Todas as conclusfes foram tomadas ao

nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

3.1 Comparacdo dos niveis de TNFR1 e TNFR2 em Linfécitos TCD4+,
TCD8+, Treg, Células CD16+, Mondcitos totais e subpopulacges.

3.1.1 Portadores da forma cardiaca grave tém niveis divergentes de
TNFR1 e TNFR2 em monacitos totais, células CD16+ e Linfocitos TCD8+

Inicialmente buscamos compreender a expressdo de TNFR1 e TNFR2 nas
diferentes populacdes de linfécitos (TCD4+, TCD8+ e Treg), células CD16+,
monacitos totais (CD14+) e subpopulacbes de mondcitos (classicos, intermediarios e
nao classicos). Verificamos um aumento de TNFR1 em mondcitos totais (CD14+) e
células CD16+ quando comparados ao células T reg e TCD4+ na forma IND (Fig.
1A). Na forma CARD2, a frequéncia de TNFR1 foi maior em células CD16+ em
comparacao com as T reg (Fig. 1C). Em contrapartida, TNFR2 teve sua expressao
em CD16+ e CD14+ reduzida quando comparado as células TCD8+ (Fig. 1F).
Assim, os portadores CARD2 possuem frequéncias aumentados deste receptor em
linfécitos TCD8+. Para melhor entendimento da dindmica dos receptores e

distribuicdo nas células gréficos radar foram construidos (Figl. G-L).
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Figura 1. Comparacao da expressao de TNFRL1 (A, B, C) e TNFR2 (D, E, F) por Linfécitos, Mondcitos e
Células CD16+. Gréfico radar evidenciando a dispersdo dos receptores (G-L). *p<0.05, dados demonstrados
como mediana
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3.1.2 Niveis de TNFR1 sdo maiores em mondécitos nédo classicos,
enquanto TNFR2 aumenta em mondcitos intermediarios em todas as formas
clinicas

A expressdo de TNFR1 é maior na subpopulacdo de monécitos ndo classicos
(CD14+CD16++) em comparacdo aos mondcitos classicos (CD14++CD16-) nas
formas IND, CARD1 e CARD 2 (Fig. 2A, B e C). Na forma IND, mondcitos nao
classicos, além de aumentar em relagdo aos classicos, também aumenta quando
comparado aos mondcitos intermediarios (CD14++CD16+) (Fig. 2A). De maneira
contraria, monadcitos intermediarios tem niveis maiores de TNFR2 em comparacao

aos classicos em todas as formas clinicas (Fig. 2D, E e F).
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3.2 Avaliacéo da expressédo de TNF por Linfocitos TCD4+, TCD8+, Treg, Células
CD16+, Monocitos totais e subpopulacdes comparando os grupos de

pacientes

3.2.1 Expressdo aumentada de TNF por linfocitos TCD4+ e TCD8+ em
portadores cardiacos graves

Os niveis intracitoplasmaticos de TNF foram avaliados em todas as
populacbes de células. Linfécitos TCD4+ e TCD8+ provenientes de portadores
CARD2 expressam niveis maiores de TNF em comparacdo ao CARD1 (Fig. 3A, B).
Ao avaliar as subpopula¢cdes de mondcitos, nota-se que a producdo de TNF em
Mondcitos Classicos e Intermediarios € reduzida em portadores da forma cardiaca
grave (CARD2) e leve (CARDL1), respectivamente (Fig. 3C, D).
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Figura 3. Expresséo intracelular de TNF em Linfécitos e subpopulagdes de mondcitos por grupo de
portadores. Barras indicam mediana
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3.3 Avaliacdo da expressdao de TNFR1 e TNFR2 e citocinas em Linfocitos

TCD4+, TCD8+, Treg, Células CD16+, Monocitos totais e subpopulacdes por
grupo.

3.3.1 Linfécitos TCD4+ e TCD8+

Células TCD4+ e TCD8+ expressando TNFR1 produzem menores niveis de TNF
em portadores cardiacos leves, enquanto TCD4+ e TCD8+ expressando TNFR2

produzem niveis intracitoplasmaticos maiores de TNF na forma cardiaca grave

Na figura 4 evidenciamos os dados significativos da expresséo dos receptores
e das citocinas em Linfocitos TCD4+ e TCD8+ em portadores de cardiopatia
idiopatica e portadores cronicos da doenca de Chagas. Ao avaliarmos a expressao
dos receptores TNFR1 e TNFR2 na populacédo de células TCD4+, verificamos que
células TCD4+CD120B+ aumentam na forma CARD1 quando comparado a forma
IND (Fig. 4A). Ao avaliar a producdo intracitoplasmatica de TNF e IL-10 em linfocitos
T CD4+ expressando TNFR1 e TNFR2, ndo foi encontrado diferencas estatisticas
significativas na producdo de IL-10, mas, constatamos aumento de TNF na
populacdo de células TCD4+CD120A+ e CD4+CD120B+ em portadores da forma
CARD2 (Fig. 4B, C). A porcentagem de linfocitos TCD4+CD120A+TNF+ aumenta
em portadores IND e CARD2 quando comparado ao CARD1 (Fig. 4B).

Em linfécitos TCD8+, a expressdo de CD120B (TNFR2) foi maior em
portadores IDIOP quando comparado a forma IND (Fig. 4D). Ja a expressao de TNF
seguiu o0 mesmo padréo encontrado para TCD4+ (Fig. 4E, F). De maneira adicional,
Linfécitos TCD8+CD120B+ provenientes de portadores CARD2 tem niveis maiores
de IL-10 quando comparado ao grupo CARD1 e IDIOP (Fig. 4G).
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3.3.2 Linfécitos T regulatérios (T reg)

Linfocitos T reg aumentam na forma cardiaca grave, mas a populacdo que
expressa TNFR1 aumenta na forma indeterminada

Ao comparar células T regulatérias (TCD4+FOXP3+CD127-) entre portadores
da forma IND e CARD2, verificamos um aumento dessa populagdo em portadores
cardiacos graves (Fig. 5A). Em contrapartida, o percentual de as células T reg
expressando TNFR1, foi maior em portadores da forma IND quando comparada a

forma CARD2 (Fig. 5B). Nao foi encontrado diferencas estatisticas significativas na
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frequéncia dessas células expressando TNFR2 bem como de citocinas TNF e IL-10.
3.3.3 Células CD16+ e Mondcitos totais

Mondécitos totais de portadores cardiacos graves expressam niveis baixos de
TNFR2, mas com producéo intracitoplasmatica aumentada de TNF

Em mondcitos totais (CD14+) e células CD16+ a frequencia de TNFR2 foi
menor em CARD2 quando comparados aos pacientes CARD1 (Fig. 6A, B),
adicionalmente o percentual de células CD16+CD120B+ também foi menor em
CARD2 quando comparado aos portadores da forma IND (Fig. 6B). Ao avaliar a
expressado intracitoplasmatica de TNF na populacdo de CD14+, verificamos um
aumento de CD14+CD120B+TNF+ em portadores com a forma CARD2 quando
comparado a forma CARD1 (Fig. 6C). J& nas células CD16+, ndo verificamos
diferencas estatisticas na expressdo de CD120B+TNF+, mas sim em
CD120A+TNF+. O percentual de células CD16+ expressando TNFR1 e TNF foram
menores em portadores da forma CARD1 quando comparado a todos os outros
grupos de pacientes (Fig. 6D).
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3.3.4 Subpopulacdes de mondcitos
Mondcitos classicos, intermediarios e nédo classicos expressando TNFR1 e
TNFR2 tendem a um mesmo perfil de producgéo de IL-10

Inicialmente comparamos as subpopula¢des de mondcitos entre 0s grupos de
pacientes (Fig. 7A, B e C) e constatamos diferenca estatistica signiticativa somente
na avaliacdo da frequéncia de mondcitos intermediarios, onde houve uma
diminuicdo desta subpopulacdo em portadores CARD1 quando comparados aos
pacientes IDIOP (Fig. 7B). Analisamos também a expressdo de TNFR1 e TNFR2
nas subpopulacdes. Somente mondcitos nao classicos (CD14+CD16++) expressam
niveis de TNFR1 estatisticamente significativos no grupo CARD2 quando comparado
ao grupo IDIOP (Fig. 7F). Nao foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre essas diferentes subpopula¢cdes de monécitos expressando TNF
(CD120A+TNF+/CD120B+TNF+).

A expressdo de IL-10 foi verificada em todas as trés subpopulacdes

expressando concomitantemente TNFR1 e TNFR2 (Fig. 7D, E, G a l).
Ao analisarmos a subpopulacdo de mondcitos classicos expressando CD120A+ (Fig.
7D) e CD120B+ (Fig. 7G), verificamos o aumento do percentual dessas células
produzindo IL-10 no grupo CARD2 quando comparado ao grupo IDIOP. O
percentual de mondcitos classicos expressando CD120B+IL-10+ foi maior no grupo
IND quando comparado ao IDIOP (Fig. 7G).

Resultado semelhante foi visto na subpopulacdo de mondcitos intermediarios
expressando TNFR1+ e TNFR2+ e IL-10+ (Fig. E, H). A frequéncia da subpopulacdo
CD14++CD16+CD120B+IL-10+ foi maior em CARD 2 quando comparado ao grupo
CARD1 (Fig. 7H). Na subpopulacdo de monécitos nao classicos, esse mesmo perfil
também foi verificado (Fig. 71 e J).
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E, H: expresséo de receptores e citocinas em mondcitos intermediarios. Fig. C, F, |, J: expressao de
receptores e citocinas em mondcitos ndo classicos. Barras indicam valores da mediana
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3.4 Correlacbes

3.4.1 Correlagdo entre populacdo de células expressando TNFR1 e TNFR2 e
citocinas com a FEVE

Linfécitos TCD8+ expressando TNFR1 tem correlacdo positiva com o dano

cardiaco, enquanto se correlaciona negativamente na forma indeterminada

Inicialmente correlacionamos todas as populacbes de células estudadas
expressando receptores e citocinas com o % FEVE. Na forma IND, a frequéncia de
Linfécitos TCD8+ expressando TNFR1 se correlacionaram negativamente com
%FEVE (r:-0.07) (Fig. 8A), além disso mondcitos totais expressando TNFR2 e TNF
diminuem a medida que a %FEVE aumenta (r:-0.77) (Fig. 8B).

Na forma CARD1 células CD16+ expressando TNFR2 e IL-10 também
apresentam correlagdo negativa com %FEVE (r-0.82) (Fig.8C). De forma
semelhante, mondcitos intermediarios expressando TNFR1 e IL-10 diminuem a
medida que %FEVE aumenta (r:-0.73) (Fig. 8D).

JA em portadores cardiacos graves, a populacdo de Linfécitos TCD8+
expressando TNFR1 se correlacionou positivamente ao %FEVE (r:0.76), indicando
dano cardiaco (Fig. 8E). Nesse mesmo grupo de pacientes, células CD16+ (r:-0.82)
e mondcitos classicos (-0.77) se mostraram opostas ao dano, pois se

correlacionaram negativamente (Fig. 8F, G).
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3.4.2 Correlacéao entre células expressando TNF e TNFR nas diferentes formas

clinicas crbnicas da doenca de Chagas.

Populacdes celulares com correlacdo de TNFR-TNF diferem totalmente entre a

forma indeterminada e cardiaca, com exclusividade de subpopula¢Ges de

monaocitos no grupo CARD2.

Avaliamos a correlagéo do ligante, TNF, e de seus receptores nas diferentes

populacbes celulares nas formas clinicas cronicas da doenca de Chagas.

Curiosamente, observamos que na forma IND, Linfécitos TCD4+, Treg, Mondcitos

Totais e células CD16+ expressando diferentes receptores se correlacionam com o

TNF (Fig. 9A, C, E e G). De modo contrario, essas populacdes celulares parecem
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nao estar relacionadas a interacdo TNFR-TNF, mas sim todas as subpopula¢cdes de
monaocitos em portadores cardiacos (CARD1 e CARD2) (Fig. 9B, D, F e H).

Ao avaliar a correlacdo isolada de cada receptor (TNFR1 vs TNF ou TNFR2
vs TNF). Observamos uma correlagdo positiva entre TNF e TNFR1 em linfécitos
CD4+ (r: 0.65) e monacitos totais (r:0.69) na forma indeterminada (Fig. 9A, E). Em
contrapartida, foi observado uma correlacdo negativa em células T reg (r: -1.0) e
CD16+ (-0.78) com o TNF, pela expressdo de TNFR1 e TNFR2, respectivamente
(Fig. 9C e G).

Ja na forma cardiaca (CARD1 e CARD2), TNFR2 aumenta a medida que TNF
aumenta em monacitos classicos e intermediarios (Fig. 9B, D e F). Diferentemente, a
populacdo de mondcitos ndo classicos expressando TNFR1 parece impactar
negativamente niveis de TNF nessas células provenientes do grupo CARD2 (Fig.
9H).
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3.4.3 Correlacdo de TNFR1 e TNFR2 em diferentes populacdes de células por

grupo

Foi realizada a correlacdo TNFR1 vs TNFR2 para verificar possivel interacao

entre os receptores. Os dados sugerem correlacdo estatistica significativa somente

em populagdes de de células CD14+ e de CD16+ na forma IND e CARD1. Na forma
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IND, a medida que o TNFR1 aumenta, a frequéncia de TNFR2 diminui, sendo,

portanto, uma correlacdo negativa (r:-0.72) (Fig. 10A).

Em contrapartida, nessa

mesma populacéo de células, esses receptores se correlacionaram positivamente na

forma CARD1 assim como em células CD16+ (Fig. 10B e C).
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DISCUSSAO

A resposta imune na doenca de Chagas tem relacdo com a carga parasitaria,
vias de infecgéo, fatores de viruléncia do parasita, do hospedeiro e influéncia de
fatores neuroenddcrinos (MORROT et al., 2016), podendo ser benéfica no inicio da
infeccdo e relacionada com controle da parasitemia, mas com prejuizos evidentes
em portadores crénicos sintomaticos, sobretudo com a forma cardiaca. Apés a
invasdo do parasita e interacdo com as células, h4 uma forte ativacdo da resposta
imune inata e adaptativa, que juntas atuam, mas néo sao suficientes para eliminacao
completa do T. cruzi. Este protozoario adquiriu varios mecanismos de evasao do
sistema imunolégico em decorréncia de uma extensa historia de coevolugédo entre
parasita-hospedeiro (ACEVEDO, GIRARD, GOMEZ, 2018), permanecendo muitos
aspectos ainda néo esclarecidos.

Muitos estudos demonstram a participacdo de uma ampla variedade de perfis
celulares tanto da resposta imune inata: mondcitos e células NK, quanto células da
resposta imune adaptativa, como Linfocitos T e relacdo dessas células com formas
clinicas. Além disso, andlises de perfis de citocinas pr6 e anti-inflamatério sugerem
gue a IL-10 estad mais elevada em individuos com a forma IND quando comparada
aos da forma CARD, sugerindo que esta citocina esteja controlando a morbidade da
doenca por impedir a progressdo para as formas clinicas sintomaticas (ARAUJO et
al., 2011; COSTA et al., 2009; GOMES et al., 2003; MAGALHAES et al., 2012;
SOUZA et al., 2004).

Em contrapartida, citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y e TNF-a estdo em
niveis mais elevados em portadores da forma cardiaca e possivelmente,
representam piora da funcéo cardiaca (GUEDES et al., 2016; TALVANI et al., 2004).
O TNF € produzido por uma diversidade de células imunes e ndo imunes, sendo a
primeira citocina a ter seus niveis aumentados minutos apds qualquer leséo
(MONACO et al., 2014). Devido a sua comprovada participacdo na imunopatologia
chagéasica, buscamos compreender e avaliar a expressao dos receptores de TNF,
TNFR1 e TNFR2 em células da imunidade inata, como mondcitos totais e suas
subpopulacdes, além de células CD16+ e células da resposta imune adaptativa,
como Linfécitos CD4+, CD8+ e T regulatorios provenientes de portadores crénicos

com diferentes graus de acometimento cardiaco no contexto ex vivo.
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Nossos dados sugerem um aumento na expressdo de TNF por linfocitos
TCD4+ e TCD8+ na forma cardiaca grave quando comparado a forma cardiaca leve.
Apesar dos mondcitos serem importantes fontes de TNF, a populacédo de mondcitos
classicos e intermediarios, tem niveis mais baixos de TNF na forma cardiaca (leve e
grave) quando comparado ao grupo de cardiopatas sem chagas e forma
indeterminada. Esses dados reforcam que mesmo sendo 0s mondcitos importantes
fontes de TNF, sdo os Linfocitos TCD4 e TCD8, principais responsaveis pelo dano
ao coracao.

Comparamos a expressao dos receptores TNFR1 e TNFR2, por células e por
grupo (Fig. 1,2 e 4). Como ja descrita na literatura, o TNFR1 tem uma frequéncia
mais baixa, sendo encontrado constitutivamente na maioria das células, porém o
TNFR2 tem expressdo muito mais restrita a células imunes, como Mondcitos,
Linfocitos Treg (levando a uma estimulacdo dessa subpopulacdo de células) além de
células endoteliais e neurdnios (CARPENTIER; COORNAERT; BEYAERT, 2004),

Na forma IND, a frequéncia de TNFR1 foi maior em células CD16+ quando
comparada a T reg e TCD8+. De maneira contraria h4 uma mudanca no percentual
entre TNFR1 e TNFR2 na forma cardiaca grave (CARD2). Onde a frequéncia de
TNFR2 em linfocitos TCD8+ foi maior quando comparada a populacdo de CD14+ e
CD16+. Além disso, verificamos que Linfécitos TCD4+CD120B+ aumenta em
portadores CARD1 quando comparado ao grupo IND.

O TNFR1 contém um dominio de morte e tem sido relacionado a mecanismos
apoptéticos e pro-inflamatérios quando ligado ao TNF. Enquanto o TNFR2 esta
associado com mecanismos regulatorios. O TNFR2 nao tem dominio de morte, mas
pode induzir indiretamente a morte celular via TNFR1, pela passagem do ligante em
gue o TNF se liga ao TNFR1 (TARTAGLIA et al., 1993a, 1993b). Este receptor forma
um complexo intracelular com o fator associado ao receptor de TNF (TRAF) (REDDY
et al., 2000). Este receptor estda mais associado com efeitos homeostatico como
sobrevivéncia celular e regeneracdo de tecidos. Nossos resultados mostram que ha
uma expressao desregulada desse receptor em portadores da forma cardiaca, e que
pode estar acontecendo o processo “passagem de ligante” (TARTAGLIA et al.,
1993a, 1993b; ANDERTON et al., 2020).

Em camundongos deficientes de TNFR2 a capacidade proliferativa de células
TCD4+ e TCD8+ foi prejudicada levando a diminuicdo da producdo de citocinas

inflamatorias (KIM et al., 2006; 2008). Em nosso estudo, verificamos que Linfécitos
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TCDA4+ e Linfécitos TCD8+ expressando TNFR1 e TNFR2 e TNF aumentaram em
portadores CARD2 quando comparado aos CARD1. Parece ndo haver distincao
entre mecanismos inflamatorios e regulatérios desempenhados por esses receptores
nesses pacientes. Ainda que Linfécitos TCD8+ expressando TNFR2 esteja
diminuido na forma IND, parece haver algum mecanismo compensatoério, ja que
houve aumento intracitoplasmatico de IL-10 no grupo CARD2 quando comparado ao
CARD1 e IDIOP (controle usado para comparacdo de cardiopatia grave, ja que
possuem percentual de FEVE semelhantes).

Percentual de Linfocitos TCD8+ TNFR1+ esta associado ao dano cardiaco
(através do percentual da FEVE) em portadores cardiacos graves, enquanto estas
células se correlacionaram negativamente na forma IND, o que sugere, que de fato
linfécitos TCD8+TNFR1+ estd implicada pelo dano no coracao.

Verificamos que a populacdo de Linfécitos TCD4+ e mondcitos totais
expressando TNFR1 se correlacionou positivamente com o0s niveis de TNF
intracitoplasmético na forma IND, e este mecanismo de ativacdo de TNF/TNFR1
parece ser importante ja na fase indeterminada da doenca, diferentemente das
outras populacdes celulares, onde ocorreu uma correlacdo negativa entre TNFR1 e
TNF. Nosso grupo demostrou que receptores sollveis do tipo 1 (STNFR1) se
correlacionou negativamente com niveis de TNF solUveis na forma IND (TORRES et
al., 2022). E a partir desses dados concluimos que algumas células de fato podem
contribuir para a patogénese cardiaca.

Nesse estudo, avaliamos os receptores em células da resposta imune inata,
como 0s mondcitos. Dividimos em mondcitos totais (CD14+) e suas subpopulacdes.
Os mondécitos sdo importantes células durante o processo inflamatério, pois ao
serem recrutados por diferentes estimulos tais quais, citocinas pro-inflamatérias se
diferenciam em macrofagos e atuam na eliminacdo de micro-organismos, porém
podem desempenhar atividades prejudiciais aos tecidos, uma vez que sao fontes de
espécies reativas de oxigénio (BELGE et al., 2002; LUNA-GOMES et al., 2014;
PINTO et al., 2018)

Verificamos que o percentual de Mondcitos CD14+TNFR2+ esta diminuida
na forma cardiaca grave, mas assim como Linfocitos TCD4+ e TCD8+, a frequéncia
dessa populacdo de células aumentou na forma CARD2, o que pode sugerir que
varias populacdes celulares estejam hiper-responsivas ao TNF e juntas contribuem

para a imunopatologia. Ja na forma IND, a populacdo de monécitos CD14+TNFR1+
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também se correlacionou positivamente com os niveis de TNF. Esses achados
parecem reforcar que na fase assintomatica, mondcitos parecem contribuir com
algum tipo de progressdo clinica, pois ao correlacionarmos ambos 0s receptores,
verificamos que enquanto se correlacionam negativamente na forma IND, na forma
cardiaca a correlacdo é positiva. Ainda que essa populacédo ndo se correlacione ao
dano cardiaco, pela correlacdo com o %FEVE, parecem estar interagindo com
outros células, sobretudo Linfocitos T.

Quando avaliamos a expressdo dos receptores por células, a populacdo de
células CD16+ TNFR1+ estd aumentada quando comparada as células T reg em
portadores CARD2 e IND. Mas essa frequéncia muda com relacdo ao TNFR2. E
evidente a mudanca de expressdao de TNFR1 e TNFR2 por células CD16+ em
portadores CARD2. O que também € notado na andlise feita por grupo de pacientes,
onde células CD16+TNFR2+ estdo diminuidas em portadores CARD2 quando
comparados aos CARDL1 e IDIOP. De maneira contraria, a populacédo dessas células
expressando TNFR1 e TNF diminuiu em portadores que tinha a forma CARD1
gquando comparada a todos o0s outros grupos de pacientes. Ao correlacionar os
receptores, TNFR1 vs TNFR2, verificamos uma correlacdo negativa entre TNFR2 e
TNF na forma IND. Apesar desses achados, essa populacdo de células ndo tem
relacdo com o dano cardiaco, evidenciados pela associacdo ao %FEVE.

As subpopulacdes de mondcitos expressam diferentemente moléculas CD14
e CD16, sendo classificados em classicos (CD14++CD16-), intermediarios
(CD14++CD16+) e nao classicos (CD14+CD116++). Com funcbes distintas essas
subpopulacdes estdo sendo cada vez mais estudadas na imunopatologia chagasica.
Curiosamente, ao avaliarmos as subpopulacbes de mondcitos entre o grupo de
pacientes, apenas a subpopulacdo de mondcitos intermediarios apresentou
diferenca estatistica, com diminui¢cdo no grupo CARD1 quando comparado ao grupo
IDIOP. Esta subpopulacdo também é conhecida como mondécitos inflamatérios e
esta envolvida com mecanismos de angiogénese. PEREZ-MAZLIAH et al., (2018)
verificaram um aumento na populacdo de mondcitos ndo classicos em CARD1 e
cardiopatia ndo chagasica (PEREZ-MAZLIAH et al., 2018; PINTO et al., 2018;
GOMEZ-OLARTE et al., 2019).

Ao avaliar a expressdo dessas subpopulacdes de mondcitos expressando
receptores de TNF, observamos diferencas somente na populacdo de mondcitos

nao classicos, onde observamos aumento da expressdo de TNFR1 nessas células
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no grupo CARD2 quando comparado ao IDIOP. Mondcitos ndo classicos tem
relacdo com patrulhamento e potente funcao anti-inflamatoéria (REF) e....

Com relacdo a producdo de citocinas, ndo encontramos diferencas na
producdo de TNF, mas sim de IL-10 em todas as subpopulagbes com tendencias
similares de producéo expressando os diferentes receptores.

Para nossa surpresa, a frequéncia de TNFR1 foi maior na populacdo de
mondcitos ndo classicos em todas as formas clinicas, enquanto a expressdo de
TNFR2 foi maior em mondcitos intermediarios. O que de fato comprova a
complexidade da imunologia na doenca de chagas. Parece haver uma disfuncao
nesses receptores nessas células (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ et al., 2018).

Ainda assim essas populagfes celulares ndo se correlacionam com o dano
cardiaco. As correlacdes entre TNFR e TNF mostram que na forma cardiaca a
medida que aumenta o TNFR2 aumenta TNF em populacdes de mondcitos classicos
e intermediarios. Ja em mondcitos nao classicos, a diminuicdo de TNF se
correlaciona com aumento de TNFR1, podendo, de fato o TNFR2 sendo importante
receptor de TNF e passando a citocina para o TNFR2 através da passagem de
ligante. (TARTAGLIA et al., 1993a,1993b)

As células T reguladoras tem funcao crucial no sistema imunoldgico pois além
de ter relacdo com mecanismos de tolerancia, reconhecendo autoantigenos,
também participa na modulagéo de outras células, diminuindo a atividade de células
T com potencial patogénico ou danoso ao hospedeiro via IL-10 e TGF-B. No
contexto da doenca de chagas e diante de todo o exposto, essa populacdo de
linfécitos estd aumentada em portadores assintomaticos quando comparado aos
sintométicos sobretudo a forma cardiaca (VITELLI-AVELAR et al., 2005; SILVEIRA
et al., 2009; ARAUJO et al., 2012; ARAUJO et al., 2011).

Nossos resultados apontam um aumento de Linfocitos T regulatérios em
portadores CARD2 enquanto a populacdo expressando TNFR1 estd diminuida em
comparacao ao grupo IND. As células T reg parecem influenciar de alguma forma a
expressdo de TNFR1, comprovado pela correlacdo negativa entre TNFR1 e TNF na
forma IND. Foi demonstrado que TNFR2 é critico para a funcdo supressiva de Tregs
humanos e de camundongos (MOATTI; COHEN, 2021). N&o encontramos
correlacdo entre TNFR1 e TNFR2 em células Treg.

Esse estudo € pioneiro na avaliacdo desses receptores em diferentes células

da resposta imune inata e adaptativa da doenca de Chagas em diferentes formas
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clinicas. Nossos achados revelam que TNFR1 tem associa¢do ao dano cardiaco por
linfécitos TCD8+, mas que TNFR2 também atua nesses portadores. Diante da
complexidade da resposta imune na doenca de Chagas, pode estar acontecendo a
passagem de ligante do TNF para TNFR1. Estudos mais detalhados envolvendo o
bloqueio desses receptores por drogas anti-TNF nessas células devem ser

estimulados.
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7 CONCLUSAO

e TNF atua na patogénese cardiaca através do seu aumento tanto em células
guanto em sobrenadante de cultura de portadores com a forma cardiaca
grave;

e Linfocitos TCD4+ e TCD8+ sao células principais envolvidas na producéo de
TNF em portadores com a forma cardiaca grave;

e Em portadores com a forma cardiaca grave ha uma desregulacédo na resposta
imune, com predominio de uma resposta Thl, por TNF sobre Th2 com
diminuicao de IL-4;

e TNF é uma citocina pleiotropica, pois seu bloqueio com Adalimumabe e
Etanercepte resultou na alteracéo de todas as citocinas do perfil inflamatorio e
regulatorio;

e Os efeitos dos blogueadores de TNF variaram entre 0os grupos de pacientes,
indicando que a gravidade da cardiopatia chagasica influencia a resposta
imunoldgica. O Alimumabe e Etanercepte apresentaram impacto significativo
na reducédo do TNF, sobretudo no grupo com cardiopatia grave (CARD2), o
gue pode sugerir que a utilizacdo de blogueadores de TNF pode ser mais
benéfica em estagios mais avancados da doenca.

e A combinacéo de blogueadores de TNF com Benzonidazol mostra potencial
para modular a resposta imunoldgica, indicando uma possivel abordagem
terapéutica mais ampla no futuro, ampliando as op¢des de tratamento em um
cenario onde as opc¢des sao limitadas.

e A dindmica de producdo de receptores em células ndo reflete a nivel
sorolégico, pois receptores solaveis de TNF, sTNFR1 e sTNFR2, apesar de
estarem aumentados em portadores cronicos da doenca de Chagas, nao tem
diferencas com relacdo as formas clinicas;

e TNFR1 e TNFR2 tem expressdo aumentada em diversos tipos celulares da
resposta imune inata e adaptativa provenientes de portadores com doenca de
Chagas cronica,;

e Linfocitos TCD8 expressando TNFR1 podem estar intimamente ligado ao
dano cardiaco e a progressao da doenca.
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e As associacOes observadas entre frequéncia de receptores/citocinas e a
gravidade da doenca indicam potenciais alvos terapéuticos e marcadores

progndstico
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Portador da doenga de Chagas

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa PROSPECQAO DE
BIOMARCADORES DE EVOLUCAO CLINICA E DE TRATAMENTO ETIOLOGICO
NA DOENCA DE CHAGAS, sob a responsabilidade da pesquisadora Virginia Lorena
do Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagdo Oswaldo Cruz. Essa pesquisa pretende
investigar biomarcadores de progressao da Doenca de Chagas em portadores da fase
cronica e evolugao clinica do tratamento.

Sua participagdo & muito importante, pois, como portador da doenga de
Chagas, o (a) Sr (a) possui o parasita que causa essa doenga. E com seu sangue e
de outros portadores da doenga que conseguiremos identificar uma ou mais moléculas
gue o seu corpo produz em resposta ao parasita e dessa forma, compreender os
mecanismos da sua imunidade, possibilitando aos médicos, de forma precoce,
atengao maior em casos que o Sr (a) adoega novamente, casos que o tratamento nao
esteja sendo eficaz e principalmente para saber se o tratamento esta sendo eficaz.
Sua participagdo é totalmente voluntéria e se dara através de um formulario de
pesquisa, onde algumas perguntas sobre seus habitos de vida e aspectos clinicos
serdo analisados, que pode |he causar constrangimento pelo contelido abordado.
Além disso, iremos coletar até 4 tubos de sangue (10 mL) através de um tubo
adaptado a uma agulha, estéril e descartavel. Esse procedimento traz poucos riscos,
mas pode causar dor no local da coleta ou mancha vermelha (hematoma), caso
acontecam, poderdo ser realizadas compressas frias no local. Esse sangue sera
utilizado para: obtengdo de soro (parte liquida) para confirmagao da infecgao e os
resultados dos seus exames clinicos como raio-X (térax e eséfago), eletrocadiograma
e ecocardiograma, entre outros, serdo consultados através do seu prontuario médico
e avaliados pelos pesquisadores e seu médico.

A amostra de sangue sera armazenada a -20°C para utilizagbes em pesquisas
futuras, com o objetivo de realizar novos estudos que complementem os objetivos
propostos nessa nossa pesquisa, que busca a investigagcdo de biomarcadores de
progressao clinica da doenga de Chagas crénica e avaliagao apés o tratamento. Desta
forma, se no futuro, sua amostra armazenada for utilizada para outra pesquisa,
poderemos entrar em contato para preenchimento de outro TCLE. Informagdes sobre
0 andamento e resultados das pesquisas podem ser fornecidas para o (a) Sr (a)
guando desejar, atraveés das formas de contato conosco, disponibilizadas ao final
deste documento.

Rubrica do participante:

Rubrica do pesquisador responsavel:

Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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Garantiremos a confidencialidade das informagdes prestadas, assim como o
anonimato de todos que participarem da pesquisa. Se o (a) Sr (a) aceitar participar,
estara contribuindo para a geracéo de conhecimento sobre o diagnéstico da doenga
de Chagas. Caso o (a) Sr (a) ndo aceite participar da pesquisa o seu atendimento no
ambulatério continuara acontecendo normalmente. Se depois de consentir em sua
participacéo o (a) Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade
de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da
coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O
(a) Sr (a) ndo tera nenhuma despesa e também néo receberd nenhuma remuneracéo.
No entanto, caso tenha qualquer necessidade de despesa decorrente da sua
participagcao na pesquisa, havera ressarcimento pelo grupo de pesquisa. De igual
maneira, caso ocorra algum dano decorrente da sua participacdo no estudo, sera
devidamente indenizado judicialmente.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade
ndo sera divulgada em hipétese alguma, sendo guardada em sigilo. Para qualquer
outra informagéo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato conosco através do enderego:
Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo Cruz, Campus da UFPE, Av. Moraes
Rego, s/n, pelo telefone (81) 2101-2563 com a pesquisadora Dra Virginia Lorena, ou
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/IAM/FIOCRUZ,
telefone (81) 2101-2639.

Consentimento Pos-Informagao

Eu, , fui
informado (a) sobre 0 que o pesquisador quer fazer e 0 porqué precisa da minha
colaboracéo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto,
sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair do projeto quando quiser.

Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do participante ou Impresséo do dedo polegar

Virginia Maria Barros de Lorena
Pesquisadora Responsavel - IAM/Fiocruz
Telefone: (81) 2101-2563

E-mail: lorena@cpgam.fiocruz.br

Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Nao Portador da doenca de Chagas

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa PROSPECGAO DE
BIOMARCADORES DE EVOLUCAO CLINICA E DE TRATAMENTO ETIOLOGICO
NA DOENCA DE CHAGAS, saob a responsabilidade da pesquisadora Virginia Lorena
do Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagdo Oswaldo Cruz. Essa pesquisa pretende
investigar biomarcadores de progressédo da Doenga de Chagas em portadores da fase
crénica e evolugdo clinica do tratamento.

Sua participagao é muito importante, pois, como n&o portador da doenga de
Chagas, o0 (a) Sr (a) nao possui o parasita gue causa essa doenga. E com seu sangue
e de outros nao portadores da doenga, que conseguiremos identificar uma ou mais
moléculas que o seu corpo produz e dessa forma, compreender os mecanismos da
sua imunidade. Sua participagédo é totalmente voluntaria e se dara através de um
formulario de pesquisa, onde algumas perguntas sobre seus héabitos de vida e
aspectos clinicos serdo analisados, que pode lhe causar constrangimento pelo
conteldo abordado. Além disso, iremos coletar até 4 tubos de sangue (10 mL) através
de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartavel. Esse procedimento traz
poucos riscos, mas pode causar dor no local da coleta ou mancha vermelha
(hematoma), caso acontegam, poderdo ser realizadas compressas frias no local. Esse
sangue sera utilizado para obtengdo de soro (parte liquida) para confirmagéao da nao
infecgéo.

A amostra de sangue sera armazenada a -20°C para utilizagbes em pesquisas
futuras, com o objetivo de realizar novos estudos que complementem os objetivos
propostos nessa nossa pesquisa, que busca a investigacdo de biomarcadores de
progressao clinica da doenga de Chagas cronica e avaliagédo ap6s o tratamento. Desta
forma, se no futuro, sua amostra armazenada for utilizada para outra pesquisa,
poderemos entrar em contato para preenchimento de outro TCLE. Informacdes sobre
o andamento e resultados das pesquisas podem ser fornecidas para o (a) Sr (a)
quando desejar, através das formas de contato conosco, disponibilizadas ao final
deste documento.

Garantiremos a confidencialidade das informacées prestadas, assim como o
anonimato de todos que participarem da pesquisa. Se o (a) Sr (a) aceitar participar,
estara contribuindo para a geragao de conhecimento sobre o diagnéstico da doenga
de Chagas. Caso o (a) Sr (a) ndo aceite participar da pesquisa o seu atendimento no
ambulatério continuara acontecendo normalmente.

Rubrica do participante:

Rubrica do pesquisador responsavel:

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitdria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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Se depois de consentir em sua participagao o (a) Sr (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e
sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) nao terd nenhuma despesa e também
nao recebera nenhuma remuneragao. No entanto, caso tenha qualquer necessidade
de despesa decorrente da sua participagdo na pesquisa, havera ressarcimento pelo
grupo de pesquisa. De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da sua
participagao no estudo, sera devidamente indenizado judicialmente.

Os resultados da pesquisa serao analisados e publicados, mas sua identidade
nao sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informagéo, o (a)
Sr (a) podera entrar em contato através do enderego Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundagao Oswaldo Cruz, Campus da UFPE, Av. Moraes Rego, s/n, pelo telefone (81)
2101-2563 com a pesquisadora Dra Virginia Lorena, ou podera entrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/IAM/FIOCRUZ, telefone (81) 2101-2639.

Consentimento Pés-Informagao

Eu, , fui
informado (a) sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha
colaboragéo e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto,
sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair do projeto quando quiser.

Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de noés.

Data: / /

Assinatura do participante ou Impresséo do dedo polegar

Virginia Maria Barros de Lorena
Pesquisadora Responsavel - IAM/Fiocruz
Telefone: (81) 2101-2563

E-mail: lorena@cpgam.fiocruz.br

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Chagas disease

Chagas cardiomyopathy
TNF-alpha

TNFR1

TNFR2

Soluble TNF receptors (STNFR1 and sTNFR2) are natural endogenous inhibitors of TNF and are elevated in in-
flammatory, autoimmune, and chronic degenerative diseases. In Chagas disease, pleiotropic cytokine TNF is
considered key in immunopathology. Thus, we aimed to evaluate the levels of TNF, sSTNFR1, and sTNFR2 in the
serum of patients with chronic Chagas disease. TNF and its soluble receptors were quantified using Cytometric
Bead Array in the serum of 132 patients, of which 51 had the indeterminate form (IND), 39 the mild cardiac form
(CARD 1), 42 the severe cardiac form (CARD 2), and 20 non-infected individuals (NI). The results indicate that
the soluble receptors may regulate TNF in Chagas disease, as their leves were higher in T. cruzi-infected in-
dividuals when compared to non-infected individuals. We found a moderate negative correlation between
STNFRI1 and TNF in individuals with the IND form, suggesting a relationship with non-progression to more severe
forms, such as heart disease. sSTNFR1 and sTNFR2 were increased in all clinical forms, but with a moderate
positive correlation in more severe patients (r = 0.50 and p = 0.0005). TNF levels showed no statistical dif-
ferences in the groups of patients. These findings suggest the importance of the endogenous balance of the levels
of soluble TNF receptors in the protection and balance in patients with chronic Chagas disease, besides revealing
the immunological complexity in chronic T. cruzi-infected individuals.

1. Background

symptoms (Echavarria et al., 2020). This clinical manifestation is
responsible for most cases, being a condition in which the infected

Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanesoma cruzi,
affects more than 8 million people worldwide and approximately 70
million people are at risk of infection (WHO, 2015). CD is distributed in
more than 21 countries in Latin America, causing more than 10,000
deaths annually, and is a serious public health problem in Brazil due to
the current outbreaks of oral infection, requiring urgent health measures
(Pérez-Molina and Molina, 2018).

Individuals with the indeterminate chronic clinical form present
reactive serological tests but have normal imaging exams and no clinical

* Corresponding author.
E-mail address: virginia.lorena@ fiocruz.br (V.M.B. Lorena).

https://doi.org/10.1016/j.imbio.2021.152166

person presents a good prognosis and has the same life expectancy as a
person without CD (Echavarria et al., 2020). However, asymptomatic
individuals may evolve to symptomatic forms after 10 to 30 years of
infection. The cardiac form, or chronic chagasic cardiopathy (CCC), is
the most severe chronic symptomatic manifestation, affecting about
30% of infected individuals (Lidani et al., 2019). In the heart tissue of
the chronic carrier of CD, the inflammatory infiltrate is disproportionate
to the amount of parasite that persists in the heart and other tissues. This
excessive infiltrate associated with the cellular immune response leads
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to extensive and irreparable tissue damage (Dutra et al., 2009; Gutierrez
et al., 2009). It is unclear what specific mechanisms are involved in the
clinical evolution of the carrier from the indeterminate to the symp-
tomatic form, but it is believed that the immune response to the proto-
zoan plays an important role (Perez et al., 2011; De Bona et al., 2018;
Pérez-Mazliah et al., 2021).

The cytokines produced by activated lymphocytes regulate the im-
mune response and are implicated in the resistance to infection and the
clinical evolution of T. cruzi-infected individuals (Acevedo et al., 2018).
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC’s) especially monocytes/
macrophages, and the plasma of patients with IND produce significantly
higher amounts of IL-10 compared to individuals with heart disease,
suggesting a control of morbidity, especially in late stages when their
levels are higher (Lorena et al., 2010; Souza et al., 2014). In contrast,
pro-inflammatory cytokines, such as gamma interferon (IFN-y), TNF,
and IL-17, are at higher levels in TCD4, TCD8, and monocyte cells, in
addition to serum and plasma from patients with heart disease and
possibly represent worsening of cardiac function (Souza et al, 2014;
Alvarado-Arnez et al., 2018; Almeida et al., 2018; Curvo et al., 2018).

TNF was described in 1973 as an endotoxin that caused necrosis in
tumors in vitro (Carswell et al., 1975). Highly inflammatory and
considered the most pleiotropic cytokine, TNF performs functions in
several cell types and is associated with several infectious, autoimmune,

lastic, and i y pathologies (Sedger and Mcdermott,

2014, Jang et al., 2021). TNF is expressed initially as a transmembrane
protein (mTNF) in several immune cells, such as monocytes/macro-
phages, NK cells, and T lymphocytes, in addition to endothelial cells,
fibroblasts, and cardiomyocytes (Issuree et al., 2013). By the action of
the TNF-converting enzyme (TACE), mTNF is converted into soluble
TNF (sTNF), which is the circulating form with an endocrine capacity to
act in distant locations (Sedger and Mcdermott, 2014). The sTNF and
mTNF bind to transmembrane receptors, TNFR1 or CD120a and TNFR2
or CD120b, with mTNF a more powerful binder for TNFR2, and sTNF for
TNFR1. TNFR1 is found constitutively in most cells, while TNFR2 has a
much more restricted expression in immune cells (Holbrook et al.,
2019). These receptors can also be cleaved and become soluble type 1
and 2 receptors (STNFR 1/2) which are considered potent natural TNF
inhibitors since they can compete for the binding site of TNF (Ahmad
et al., 2018).

It has been demonstrated in vivo that the TNF/TNFR1 route plays an
important role in T. cruzi infection since TNFR1-knockout mice do not

Immunobiology 227 (2022) 152166

were included in the study after serological confirmation and imaging
examinations, such as: Echocardiogram (ECHO), Electrocardiogram
(EKG), Chest and Esophagus X-Rays. Thus, the patients were classified as
T. cruzi-infected individuals in the indeterminate form (IND) (n = 51,
age range: 30-75 years old), with reactive serology and conventional
EKG, normal chest, esophagus, and colon radiological study; T. cruzi-
infected individuals of the mild heart form (CARD 1) (n = 39, age range:
41-88 years old) with altered EKG and ECHO, ventricular function >
45% and absence of heart failure; T. cruzi-infected individuals of the
severe heart form (CARD 2) (n = 42, age range: 24-76 years old) with
altered EKG and ECHO but already with compensated heart failure
(Table 1). Additionally, 20 non-infected individuals (NI, age: Min-Max:
18-38 years) were included in the study as negative controls, who did
not live in an area endemic to Chagas disease, had never received blood
transfusion; and presented a “non-reactive” serological test for Chagas
disease.

Blood collection and serology -Ten milliliters of blood were collected in
tubes without anticoagulants to obtain serum. The samples were ali-
quoted and stored at —20 °C in the serum bank of the Reference Service
in Chagas Disease (RSCD) of the Instituto Aggeu Magalhaes (IAM). The
confirmation of the infection was performed through the use of two
immune-enzymatic tests: conventional ELISA, using a commercial
Chagas III ELISA test kit (Biochile, Grupo Bio, Santiago, Chile); and re-
combinant ELISA, using a commercial Wama Imuno-ELISA kit (Wama
Diagnostica, Sao Carlos, Brazil) according to the manufacturers’
guidelines.

Quantification of soluble TNF receptors (sTNFRI and sSTNFR2) and TNF
in serum samples by Cytometric Bead Array (CBA) - The levels of sSTNFR1,
sTNFR2 and TNF were quantified in the serum samples of individuals
through the Human Flex TNF, sTNFR1 and sTNFR2 Cytometric Bead
Array (CBA) system (Catalog No. 558273, 560,156 and 560155; Becton
Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) following the manufacturer’s
instructions. The beads were acquired within 24 h using the FACScalibur
flow cytometer (Becton Dickinson) and analyzed through the FCAP
Array version 3.01 software (Becton Dickinson). The threshold standard
curve detection for TNF, sSTNFR,1 and sSTNFR2 were 3.08, 1.81, and 2.27
pg/mlL, respectively.

Statistical Analysis - Variables were presented as descriptive mea-
sures: mean, median and standard deviation. The distribution of the data
was evaluated by the D’ Agostino-Pearson test, where it was verified that
the data were non-parametric. Later, the Kruskal-Wallis test was used to

survive infection due to high parasitemia, immune imbalance, and
cachexia (Kroll-Palhares et al., 2008; Villar et al., 2013). In addition,
soluble receptors limit the deleterious activity of TNF (Truyens et al.,
1999). In humans, TNF seems to be an important inflammatory mediator
during the chronic phase of Chagas
disease. Therefore, evaluating soluble receptors, which are inhibitors of
this cytokine, may improve the understanding of the chronic clinical

ini pathological mect

1 the difference between the groups. Once the association was
verified, the Mann-Whitney test was used for quantitative comparisons
of receptors and cytokine between groups. The evaluation of correla-
tions between TNFR1/2 versus TNF, TNFR1 versus TNFR2 and TNFR1/

evolution of the infection as well as the search for new i logical
biomarkers.

2. Materials and methods

Population and study site - This study was conducted in accordance
with the recommendations of the FIOCRUZ/PE committee (CAAE:
0022.0.095.000-07 and 0032.095.000-10). All subjects signed written
informed consent forms in accordance with the the guidelines of CNS
Resolution 466,/2012 of the National Health Council/Ministry of Health
of Brazil.. One-hundred and thirty-two patients chronic with Chagas
disease were selected at the Outpatient Clinic for Chagas Disease and
Cardiac Insufficiency of the Cardiac Emergency Department of Per-
nambuco (PROCAPE)/University of Pernambuco (UPE). Individuals
who had received previous treatment with Benznidazole and/or who
presented with digestive complaints were excluded from the study. The
clinical classification was performed by cardiologists following the II
Brazilian Consensus on Chagas disease (Dias et al., 2016). Individuals

Table 1
pidemiol I and clinical characterization of patients.
NI IND CARD 1 CARD 2
Number of patients 20 51 39 42
Region *
Agreste = 9(17.6%) 10 13 (31%)
(25.6%)
Mata - 7 (13.7%) 12 13 (31%)
(30.8%)
Metropolitan 19 7(13.7%)  5(12.8%) 4 (9.40%)
(95%)
Sertao - 20 9(23.1%) 6 (14.3%)
(39.2%)
Other states 1 (5%) 8 (15.7%) 3(7.69%) 6(14.3%)
Echocardiogram LVEF - 66.9+50 632+74 39+129"
(%) won

NI: not infected; IND: indeterminate form; CARD 1: mild cardiac form; CARD 2:
severe cardiac form. LVEF: Left ventricular ejection fraction.” results presented
as frequency.
*, P < 0.0001, CARD 2 vs IND; “*# P < 0.0001, CARD2 vs CARD1 (Mann-
Whitney test).
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2, and TNF versus left ventricular ejection fraction (LVEF) was per-
formed using the Spearman correlation test. Statistical analysis was
performed using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad, San Diego,
CA, USA) and data were considered significant when p < 0.05.

3. Results

Chagas disease patients have increased soluble TNF receptors levels - We
found that sSTNFR1 and sTNFR2 are elevated in chronic carriers of
Chagas disease when compared to non-infected individuals (NI) (Fig. 1b
and 1c) (p < 0.0001). We analyzed the serological concentration of these
receptors in the presence of heart disease by comparing the IND group
with the CARD groups (CARD1 and 2), but differences between the clinic
forms were not statistically significant.

sTNFR1 and sTNFR2 levels were increased in all clinical forms, but
STNFR1 correlates negatively with TNF in serum of patients with inde-
terminate form- We correlated the levels of TNF with its receptors in the
IND and CARD clinical forms (Table 2). We found a low negative cor-
relation (r = —0.38; p = 0.0058) between sTNFR1 and TNF, suggesting
that as sTNFR1 increases, TNF levels decrease in IND group. There was
no significant correlation between sTNFR2 and TNF in chronic in-
dividuals and neither between sTNFR1 and TNF in CARD 1 and CARD 2.
‘When correlating sTNFR1 versus sTNFR2, we found a positive correla-
tion in chronic T. cruzi-infected individuals, but the group with severe
heart disease (CARD 2) presented a higher rank (R) when compared to
IND and CARD 1, making for a moderate correlation (r: 0.50) (Fig. 2). To
evaluate the relationship of sTNFR1 and sTNFR2 with the degree of
cardiac dysfunction (sSTNFR vs %LVEF) we made a correlation with data
on the percentage of left ventricular ejection fraction (%LVEF). How-
ever, no statistically significant correlation was found.

Concentration of TNF below the detection limit - We analyzed the serum
levels of TNF, which not only did not present any statistical difference
among the groups but also their levels remained below the detection
limit (3.08 pg/mL). Although there was no statistically significant dif-
ference among the groups evaluated (Fig. 1a), the IND form had lower
TNF levels (Median: 0.39 pg/mL) when compared to non-infected in-
dividuals and cardiac forms (Median: 0.48 and 0.45 pg/mL, respec-
tively) (Fig. 1a).

4. Discussion

Previous studies demonstrated that the TNF/TNFR1 route has an
important role in controlling parasitemia, induction of inflammation,
cachexia, and survival of T. cruzi-infected animals (Truyens et al. 1999;
Kroll-Palhares et al., 2008). Further, it is known that soluble TNF re-
ceptors (STNFR1 and sTNFR2) neutralize cytokine and are potent nat-
ural endogenous inhibitors of TNF (Van Zee et al., 1992). Herein, we
aimed to dose sTNFR1 and sTNFR2 receptors in chronic Chagas disease
individuals of Chagas disease to understand their role in the molecular
mechanisms of TNF and determine if these molecules could be relevant
immunological biomarkers of Chagas disease severity and/or prognosis.

The results showed that individuals with chronic Chagas disease
have higher levels of soluble TNF than non-infected individuals (Fig. 1b
and 1c). Since Chagas disease is a chronic inflammatory pathology, this
finding is expected and corroborates with in studies of other chronic
autoimmune inflammatory diseases (Arias et al., 2014; Kim et al., 2016)
and parasitic infection (Bessa et al., 2012; Rostami et al., 2016).

Our findings corroborate ex-vivo studies that reported sSTNFR2 levels
much higher in plasma and serum from infected humans (Garcia et al.
2008). Gonzalez et al. (2018) found that TNFR2 levels were higher in
peripheral blood cells of patients with the indeterminate or cardiac form
of Chagas disease compared to non-infected individuals. (Fig. 1¢) On the
other hand, the authors found no statistically significant difference in
the plasma levels of TNF nor TNFR1 among the patients with different
clinical forms of chronic Chagas disease, nor between the Chagas disease
group and control group.
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Mocelin et al. (2005) did not find any statistically significant dif-
ference in the plasma levels of STFNR1 between T. cruzi-infected and
non-infected individuals. However, the small number of patients and the
technique used by the authors may have biased the study. To evaluate
the soluble receptors and TNF, we used a CBA kit that presents some
advantages over Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

TNFR1 is important in recruiting neutrophils and macrophages, but
not lymphocytes to the inoculum site, since mice deficient in TNFR1 did
not present these cells from the innate immune response at the inoculum
sites (Aliberti et al, 2001). In cardiac tissues from TNFR1” -deficient
mice showed a decrease in TCD4 and TCD8 lymphocytes, demonstrating
the role of the receptor in inducing myocarditis, especially composed of
lymphocytes during acute infection (Kroll-Palhares et al, 2008).
Although we did not study the expression of transmembrane receptors
(mTNFR) and there was no statistically significant difference among the
clinical forms of Chagas disease (IND, CARD1 and CARD2), the mean
levels of sSTNFR1 tend to increase in these groups of patients (Fig. 1a).

We observed a moderate correlation between sTNFR1 and sTNFR2
levels in the chronic clinical forms of Chagas disease (Fig. 2). However,
the correlation between sTNFR2 and sTNFR1 was slightly higher in the
more severe cardiac form than in the mild cardiac form (Fig. 2c¢), which
could lead to regulatory effects on TNF activity and thus attenuate its
deleterious actions on the cardiac tissue. This idea can also be supported
by the correlations made between sTNFR and left ventricular ejection
fraction (STNFR1 versus % LVEF; sTNFR2 versus % LVEF), which is
considered the most important parameter in the assessment of ventric-
ular systolic function and the best prognostic indicator of survival in
cardiac patients. In other words, receptors do not correlate with cardiac
damage, but can act as regulators, as they increase in the most severe
cardiac form.

In analyzes of other heart functions, Silva et al. (2020) found that
high plasma levels of sSTNFR are associated with systolic dysfunction and
cardiac dilation in patients with Chagas heart disease.

TNF plays a beneficial role during the acute phase in infected ani-
mals, but it also triggers harmful effects such as cachexia and death. In
general, these effects are limited by the endogenous action of its soluble
receptors and determine the outcome of the infection. sSTNFR2 has been
found to be more associated with a neutralizing activity of the cytokine
TNF in mice plasma. Low STNFR/TNF ratios were associated with
mortality and cachexia in untreated infected animals and those treated
with anti-TNF TN3 antibody (Truyens et al., 1999).

We analyzed the correlation between sTNFR1 and TNF in individuals
with the chronic forms of the disease and found a moderate negative
correlation: while sTNFR1 levels increase, TNF levels decrease
(Table II). It is well established that the indeterminate form represents a
balance between host and parasite. Given this, our findings support the
hypothesis that thesTNFR1 receptor regulates TNF activity in in-
dividuals with the indeterminate form by attenuating the damaging ef-
fects of TNF on organs target by the disease and, consequently, delaying
the progression of the disease to a more severe form. (Dutra etal., 2014),

Studies using plasma or cell culture supernatant collected from
humans have shown that TNF levels increase in patients with CCC
compared to patients with the IND form and that this increase is directly
related to cardiac damage (Alvarado-Arnez et al., 2018). We did not find
higher levels of TNF in the CARD 1 and CARD 2 groups (Fig. 1a).

As the serum concentration of TNF in our study were below the
threshold stipulated by the kit, we plotted samples never frozen or
frozen only once to rule out the hypothesis of cytokin degradation e
during the experiment. We also ruled out the possibility of any defect on
the CBA Flex TNF kit because the curve was linear (R = 98.96%).
Therefore, we believe that the consumption of TNF occurred in the
inflamed sites of the organism, especially in patients with chagasic heart
disease, Furthermore, the effects of dilution in blood and a targeted
release of TNF in organs, especially the heart, may not be reflected in
circulatory levels (Garcia et al., 2008),

Recent studies have shown that plasma levels of TNF do not present
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Fig. 1. A) TNF levels not change in patients with Chagas disease and remain below the detection limit. B) e C): Soluble TNF receptors increase in serum of patients of
Chagas disease. Legend: Groups NI (n = 20), IND (n = 51), CARD 1 (n = 39) and CARD 2 (n = 42). The lines represent the median of each group and the statistical
differences are indicated by the bars represented by *: P < 0.05 and **: P

< 0.0001. NI vs All chagasic patients: p < 0.0001.
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Table 2
Correlation between serological concentration of sSTNFR1 and sTNFR2 vs TNF in carriers of chronic Chagas disease.
IND CARD 1 CARD 2 ALL
r P r P r P r P
sTNFR1 vs TNF —0.38 0.0058 0.16 0.3256 0.05 0.7426 -0.19 0.0240
STNFR2 vsTNF 0.24 0.0820 0.22 0.5251 0.20 0.1942 0.11 0.1873

Legend: r: Spearman rank; p: p value.
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Fig. 2. Both receptors increase in the serum of patients with Chagas disease
with a strong correlation in the most severe clinical form. Legend: IND: inde-
terminate form; CARD 1: mild heart form; CARD 2: severe heart form.

significant changes in chronic T. cruzi-infected individuals (Gonzalez
etal., 2018), with a difference only in the group without the disease and
that the levels of this cytokine in T. cruzi-infected individuals are below
the detection limit for TNF (3 pg / mL), the same detection limit found in
our results (Gomez-Olarte et al., 2019). Other studies have measured the
levels of IFN-y and TNF in serum of patients with different clinical forms
of Chagas disease. Serum levels of TNF and IFN-y did not differ among
clinical forms nor severity deegre of the disease (Vasconcelos et al.,
2015). Our results corroborated these findings and showed that those
with the IND form have the lowest levels of TNF.

Individuals with the IND form present a less inflammatory profile but
with persistence of the parasite (Curvo et al., 2018). We also believe that
this decrease in TNF is related to the lack of activation of a Th1 profile or
that other cell profiles, such as Th17, contribute more to the intracellular
elimination of T. cruzi. Therefore other cytokines should be evaluated,
such as IL-10 and IL-17 (Cai et al., 2016). In in vitro models, IL-10 acts
inhibiting the pro-inflammatory activity of TNF indirectly by increasing
soluble receptors and decreasing transmembrane receptors or by
directly inhibiting TNF release (Joyce et al., 1994).

5. Conclusion

All findings suggest the importance of the endogenous balance of
soluble TNF receptors, which may indicate protection to patients with
chronic Chagas disease. In addition, the TNF/TNFR1 route seems to be
paramount in the course of the disease in humans. Our results on TNF
cytokine corroborate other recent studies and highlight the complexity
of the immune response against T. cruzi in chronic CD. As perspectives,
we aim to address the mechanisms of TNFR activity in the peripheral
blood cell from Chagas disease patients. Studies on cytokine profiles and
frequency of receptors involved in apoptosis would also contribute to a
better understanding of the immunopathology of chronic Chagas
disease.

CRediT authorship contribution statement

Diego José Lira Torres: Conceptualization, Methodology, Software,
Validation, Formal analysis, [nvestigation, Data curation, Visualization.
Tiago Ribeiro de Arruda: Methodology, Validation. Michelle da Silva
Barros: Formal analysis, Data curation, Investigation. Juliana Prado
Gongales: Formal analysis, Data curation, Investigation. Ana Karine
Aratijo Soares: Validation. Kamila Kassia dos Santos Oliveira:
Methodology, Validation. Leyllane Rafael Moreira: Methodology,
Validation. Carolina Medeiros: Methodology. Maria da Gloria Aur-
eliano Melo Cavalcanti: Methodology. Silvia Marinho Martins:
Methodology. Cristina Carrazzone: Supervision. Wilson Oliveira: .
Joseli Lannes-Vieira: Conceptualization, Formal analysis, Writing -
review & editing. Virginia Maria Barros de Lorena: Conceptualization,
Methodology, Resources, Data curation, Writing — review & editing,
Supervision, Project administration, Funding acquisition.

Declaration of Competing Interest

The authors declare that they have no known competing financial
interests or personal relationships that could have appeared to influence
the work reported in this paper.

177



D.J.L. Torres et al.

Acknowledgements

The authors are ful to all the pati who vol 1 in the
study; to the Outpatient Clinic of Chagas Disease and Heart Failure of the
Emergency Department of Pernambuco (PROCAPE); and to the Instituto
Aggeu Magalhaes for all the technical and scientific support. In addition,
the authors are grateful for the financial support of the following in-
stitutions: the Coordination for the Improvement of Higher Level
Personnel (CAPES); the National Council for Technological Develop-
ment (CNPq) (Universal/CNPq 474926/2012-5); and the Program of
Excellence in Research of the Foundation for the Support of Science and
Technology of Pernambuco (Proep-Facepe APQ-1703-2.11/15).

References

Chagas disease in Latin America: an epidemiological update based on 2010 estimates.
Relev Epidemiol Hebd. 2015;90: 33-43. Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/25671846.

Pérez-Molina, J.A., Molina, 1., 2018. Chagas disease. Lancet 391 (10115), 82-94.

Echavarria, N.G., Echeverria, L.E., Stewart, M., Gallego, C., Saldarriaga, C., 2020. Chagas
disease: chronic Chagas cardiomyopathy. Curr. Probl. Cardiol. 1, 100507.

Lidani, K.C.F., Andrade, F.A., Bavia, L., Damasceno, F.S., Beltrame, M.H., Messias-
Reason, L.J., Sandri, T.L., 2019. Chagas disease: from discovery to a worldwide
health problem. Front. Public Health 7, 166. https://doi.org/10.3389/
fpubh.2019.00166. PMID: 31312626; PMCID: PMC6614205.

Dutra, W.0., Menezes, C.A.S., Villani, F.N.A,, et al., 2009. Cellular and genetic
mechanisms involved in the generation of protective and pathogenic immune
responses in human Chagas disease. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 104 (1), 208-218.

Gutierrez, F.R.S., Guedes, P.M.M., Gazzinelli, R.T., Silva, J.S., 2009. The role of parasite

pathogenesis of Chagas heart disease. Parasite Immunol. 31 (11),

Pérez, A.R., Silva-Barbosa, S.D., Roggero, E., Calmon-Hamaty, F., Villar, S.R.,
Gutierrez, F.R., et al., 2011. Inmunoendocrinology of the thymus in Chagas disease.
NeurolmmunoModulation 18 (5), 328-338.

De Bona, E., Lidani, K.C.F., Bavia, L., Omidian, Z., Gremski, L.H., Sandri, T.L., Messias
Reason, 1.J., 2018. Autoimmunity in chronic Chagas disease: a road of multiple
pathways to cardiomyopathy. Front. Immunol. 9, 1842.

Pérez-Mazliah, D., Ward, A.L, Lewis, M.D., 2021. Host-parasite dynamics in Chagas
disease from systemic to hyper-local scales. Parasite Immunol. 43, e12786 htips://
doi.org/10.1111/pim.12786.

Acevedo, G.R., Girard, M.C., Gomez, K.A., 2018. The unsolved jigsaw puzzle of the
immune response in Chagas disease. Front. Immunol. 9, 1929.

Lorena, V.M., Lorena, L.M., Braz, $.C., Melo, A.S., Melo, M.F., Melo, M.G., et al., 2010.
Cytokine levels in serious cardiopathy of Chagas disease after in vitro stimulation
with recombinant antigens from Trypanosoma cruzi. Scand. J. Immunol. 72 (6),
529-539.

Souza, G.R., Gomes, J.A.S., Fares, R.C.G,, et al., 2014. Plasma cytokine expression is
associated with cardiac morbidity in Chagas disease. PLoS ONE 9, 1-9.

Alvarado-Arnez, 1.E., Batista, A.M., Alves, S.M., Melo, G., Lorena, V.M.B., Cardoso, C.C.,
et al., 2018. Single leotid | hi of cytoki lated genes and
association with clinical outcome in a Chagas disease case-control study from Brazil.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz 113 (6), €170489.

Almeida, MS., Lorena, V.M.B., Medeiros, C.A., et al., 2018. Alternative Th17 and CD4+
CD25+ FoxP3+ cell frequencies increase and correlate with worse cardiac function
in Chagas cardiomyopathy. Scand. J. Immunol. 87, 1-11.

Curvo, E.O.V., Ferreira, R.R., Madeira, F.S., et al., 2018. Correlation of transforming
growth factor-p1 and tumour necrosis factor levels with left ventricular function in
Chagas disease. Mem. Ins Oswaldo Cruz. 113, 1-8.

Carswell, EA., Old, 1.J., Kassel, R.L., Green, S., Fiore, N., Williamson, B., 1975. An
endotoxin-induced serum factor that causes necrosis of tumors. Proc. Natl. Acad. Sci.
72, 3666-3670.

Sedger, L.M., Mcdermott, M.F., 2014. TNF and TNF-receptors: from mediators of cell
death and inflammation to therapeutic giants - past, present and future. Cytokine
Growth Factor Rev. 25, 453-472.

Jang, D.-I, Lee, A.-H., Shin, H.-Y., Song, H.-R., Park, J.-H., Kang, T.-B., Lee, S.-R.,
Yang, S.-H., 2021. The role of tumor necrosis factor alpha (TNF-u) in autoimmune

Immunobiology 227 (2022) 152166

disease and current TNF-a inhibitors in therapeutics. Int. J. Mol. Sci. 22, 2719.
https://doi.org/10.3390/ijms22052719.

Issuree, P.D., Maretzky, T., Mcilwain, D.R., et al., 2013. IRHOM2 s a critical pathogenic
mediator of inflammatory arthritis. J. Clin. Invest. 25, 1-5.

Holbrook, J., Lara-Reyna, S., Jarosz-Griffiths, H., McDermott, M.F., et al., 2019. Tumour
necrosis factor signalling in health and disease. F1000Res 8, 1-12.

Ahmad, S., Azid, N.A., Boer, J.C., Lim, J., Chen, X., Plebanski, M., et al., 2018. The key
role of TNF-TNFR2 interactions in the ofallergic infl ion: a review.
Front. Immunol. 9 (2572), 1-10.

Kroll-palhares, K., Silvério, J.C., Da silva, A.A., et al., 2008. TNF/TNFR1 signaling up-
regulates CCR5 expression by CD8+ T lymphocytes and promotes heart tissue
damage during Trypanosoma cruzi infection: beneficial effects of TNF-« blockade.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz 103, 375-385.

Villar, S.R., Ronco, M.T., Bussy, R.F., et al., 2013. Tumor necrosis factor-« regulates
glucocorticoid synthesis in the adrenal glands of Trypanosoma cruzi acutely-infected
mice. The role of TNF-R1. PLoS ONE 8, 1-13.

Truyens, C., Torrico, F., Lucas, R., De Baetselier, P., Buurman, W.A., Carlier, Y., 1999.
The endogenous balance of soluble tumor necrosis factor receptors and tumor
necrosis factor modulates cachexia and mortality in mice acutely infected with
Trypanosoma cruzi. Infect. Immun. 67, 5579-6558.

Van Zee, K.J., Kohno, T., Fischer, E., Rock, C.S., Moldawer, L.L., Lowry, S.F., 1992.
Tumor necrosis factor soluble receptors circulate during experimental and clinical
inflammation and can protect against excessive tumor necrosis factor alpha in vitro
and in vivo. PNAS 89, 4845-4849.

Arias, J., Valero, N., Mosquera, J., et al., 2014. Increased expression of cytokines, soluble
cytokine soluble is ligand and is in dengue. Virology
452-453, 42-51.

Kim, H.L., Lee, J.P., An, J.N., et al., 2016. Soluble tumor necrosis factor receptors and
arterial stiffness in patients with coronary atherosclerosis. Am. J. Hypertens. 1-6.

Bessa, T.F., Cordeiro, C.A., Gongalves, R.M., et al., 2012. Increased serum levels of
soluble tumor necrosis factor receptor-2 (sSTNFR2) in patients with active
toxoplasmic retinochoroiditis. Braz J Infect Dis 16, 540-544.

Rostami, M.N., Jasbi, E.S., Khamesipour, A., Mohammadi, A.M., 2016. Tumour Necrosis
Factor-alpha (TNF-u) and its soluble receptor type 1 (STNFR 1) in human active and
healed leishmaniases. Parasite Immunol. 38, 255-260.

Silva, H.T., Costa, H.S., Lima, V.P., et al., 2020. Plasma levels of soluble TNF receptors
are associated with cardiac function in patients with Chagas heart disease. Int. J.
Cardiol. 316, 101-103.

Garcia, M.M., Derissio, A.M., Villalonga, X., Mengoni, E., Cardon, L.R., 2008. Soluble
tumor necrosis factor (TNF) receptors (STNF-R1 and -R2) in pregnant women
chronically infected with Trypanosoma cruzi and their children. Am. J. Trop. Med.
Hyg. 78, 499-503.

Gonzilez, F., Villar, S., D"Attilio, et al., 2018. Dysregulated network of immune,
endocrine and metabolic markers is associated to more severe human chronic chagas

i pathy. ion 25, 119-128.

Mocelin, A.O., Issa, V.S., Bacal, F., Guimaraes, G.V., Cunha, E., Bochi, EA., 2005. The
influence of aetiology on infl; y and activation in patients
with severe heart failure: a prospective study comparing Chagas heart disease and
idiopathic dilated cardiomyopathy. Eur. J. Heart Fail. 7, 869-873.

Aliberti, J.CS., Souto, J.T., Marino, A.P.M.P., et al., 2001. Modulation of chemokine
production and inflammatory responses in interferon-y- and tumor necrosis factor-

1-deficient mice during 7r. cruzi infection. Am. J. Pathol. 158,
1433-1440.

Dutra, W.0., Menezes, C.A.S., Magalhaes, L.M.D., 2014. GOLLOB KJ immunoregulatory
networks in human Chagas disease. Parasite Immunol. 36, 377-387.

Gomez-Olarte, S., Bolanos, N.L, Echeverry, M., Rodriguez, A.N., Cuéllar, A., Puerta, C.J.,
etal., 2019. Intermediate monocytes and cytokine production associated with severe
forms of Chagas disease. Front. Immunol. 10, 1671.

Vasconcelos, R.H.T., Azevedo, E.A.N., Diniz, G.T.N., Cavalcanti, M.G.A.M., Oliveira, W.,
Morais, C.N.L., et al., 2015. Interleukin-10 and tumor necrosis factor-alpha serum
levels in chronic Chagas disease patients. Parasite Immunol. 37 (7), 376-379.

Cai, C.W., Blase, J.R., Zhang, X., Eickhoff, C.S., Hoft, D.F., et al., 2016. Th17 Cells are
more protective than Th1 cells against the intracellular parasite Trypanosoma cruzi.
PLoS Pathog. 12 (10), €1005902.

Joyce, D.A., Gibbons, D.P., Green, P., Steer, J.H., Feldmann, M., Brennan, F.M., 1994.
Two inhibitors of pro-inflammatory cytokine release, interleukin-10 and interleukin-
4, have contrasting effects on release of soluble p75 tumor necrosis factor receptor
by cultured monocytes. Eur. J. Immunol. 24, 2699-2705.

178



179

ANEXO A
—
Q. \/,
Comité de Etica
em Pesquisa
DECLARACAO

s

O CEP-IAM/Fiocruz, declara para os devidos fins, que o projeto abaixo
discriminado, atende as exigéncias legais ¢ demais solicitagdes demandadas por
este Comité de Etica, para que possa dar inicio a pesquisa, a partir de 05 de
fevereiro de 2020.

Titulo da Pesquisa: Prospecgiio de biomarcadores de evolugdo clinica e de tratamento
etiologico na doenga de Chagas '

Pesquisador Responsivel: Virginia Maria Barros de Lorena

Instituigdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

CAAE: 20049919.5.0000.5190

Numero do Parecer: 3.822.710

Recife, 07 de fevereiro de 2020

Maria Alperice Lopes da Silva
Coordenagio CEP/IAM

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fore: (81) 2101.2639

Fax: (81) 3453.1911 | 2101,2639

Recife - PE - Brasil FOCRUZ
comitedeetica@cpaam.fiocruz.br Ministério da Savde




	22dc9fb925a10b1e0edc918005f82600797ca51893680a500d8da682209191a8.pdf
	a75161ba116d263d60bc81fb195f106fb2c24f086421b5923bc78153cdaec055.pdf
	22dc9fb925a10b1e0edc918005f82600797ca51893680a500d8da682209191a8.pdf

