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oxido nitrico e os isotipos de IgG especificos nas
formas clinicas da doenca de Chagas cronica
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RESUMO

A doenca de Chagas ¢ uma importante doenca parasitria cronica, que acomete cerca de 9-11 milhdes de pessoas na América Latina. Provavelmente,
uma combinacdo de fatores relacionados a0 parasito e ao hospedeiro podem ser os responsdveis pela patogénese na fase cronica da doenca. Dentre
os fatores relacionados ao hospedeiro, a resposta imunoldgica é um parimetro de especial interesse. Objetivamos avaliar os niveis plasmticos das
citocinas interferon gama, interleucina 10, fator de necrose tumoral alfa e das imunoglobulinas G total, 3 e 4, por ELISA e do 6xido nitrico, pela reacio
de Griess, entre individuos soronegativos e soropositivos para Trypanosoma cruzi, com as formas clinicas cardiaca, indeterminada e digestiva. Os
individuos soropositivos para Trypanosoma cruzi produziram niveis significativamente mais elevados de imunoglobulinas G total e G3. Individuos
com a forma digestiva apresentam niveis mais elevados de imunoglobulina G4 e interleucina 10. Entretanto, tais individuos apresentaram menores
niveis de oxido nitrico do que controles. Os resultados sugerem que os maiores niveis de IL-10 observados nos individuos com a forma digestiva
poderiam contribuir com os maiores niveis de IgG4 especificos observados.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas. Imunoglobulinas. IFN-y. IL-10. TNF-o.. Oxido nitrico.

ABSTRACT

Chagas disease is an important chronic parasitic disease that affects around 9-11 million people in Latin America. A combination of parasite and
host-related factors are probably responsible for pathogenesis in the chronic phase of the disease. Among the host-related factors, the immunological
response is a parameter of special interest. Our aim here was to evaluate the plasma levels of the cytokines interferon gamma, interleukin 10 and tumor
necrosis factor alpha and the immunoglobulins total IgG and its subclasses 3 and 4, by means of ELISA, and the levels of nitric oxide by means of the
Griess reaction, among individuals who were seropositive for 7rypanosoma cruzi, presenting the cardiac, indeterminate and digestive clinical forms
of the disease, and among seronegative individuals. The seropositive individuals produced significantly higher levels of total IgG and IgG-3. Individuals
with the digestive form presented higher levels of IgG-4 and interleukin 10. However, these individuals presented lower levels of nitric oxide than the
controls did. The results suggest that the higher levels of interleukin 10 observed among individuals with the digestive form may contribute towards
the higher levels of the specific IgG-4 that were seen.
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Na década de 90, a doenca de Chagas foi considerada pelo Banco
Mundial como a doenca parasitiria mais importante na América
Latina, com impacto socioecondmico consideravelmente maior
do que os efeitos combinados de outras infec¢bes parasitdrias®.
A doenca, cujo agente etioldgico é Trypanosoma cruzi,
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foi descrita em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas®
e é endémica na América Latina'®. A prevaléncia global da doenga
foi reduzida de 16-18 milhdes de individuos infectados na
década de 90 para aproximadamente 9 milhdes e pode diminuir
ainda mais devido as alteracdes geogrificas e ao resultado de
medidas de controle*'. Apresenta as fases aguda e cronica.
Atualmente, a maioria dos pacientes encontra-se na fase cronica,
principalmente na forma indeterminada seguida pelas formas
clinicas, cardiaca, digestiva, mista (ocorréncia simultanea das
formas cardiaca e digestiva)®. Provavelmente, uma combinacio
de fatores relacionados ao parasito e a0 hospedeiro podem ser
os responsdveis pela patogénese da fase cronica da doenga'.
Dentre os fatores relativos a0 hospedeiro, a resposta imunoldgica
éum parametro de especial interesse. Varios estudos em modelos
experimentais e em humanos tém relatado o papel de citocinas
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como TNF-or7 226 TFN-y® '8 TL-10' * na regulagio da resposta
imunoldgica na doenca de Chagas. Intermedidrios reativos
do nitrogénio, como o ¢xido nitrico (NO) tém sido descritos
como moléculas fundamentais na resisténcia 2 infeccio por
Trypanosoma cruzi na fase aguda da doenca’ **’. Na fase cronica,
altos niveis plasmaticos de NO foram observados em pacientes
com a forma cardiaca descompensada quando comparados com
pacientes com cardiopatia mais branda, sugerindo papel do NO
sistémico na cardiopatia dilatada'’.

Estudos relativos 2 produco de anticorpos durante a fase cronica
tém sido enfatizados na andlise dos isotipos de IgG°. Na doenga de
Chagas, a demonstragdo clara da participagdo da imunidade humoral
na resisténcia 2 infeccio experimental por Trypanosoma cruzi foi
evidenciada em um estudo de transferéncia passiva de anticorpos.
0Os resultados sugerem que a imunidade humoral participa da
resposta imune protetora contra 7rypanosoma cruzi''. Alguns
estudos tentaram correlacionar o perfil dos isotipos dos anticorpos
anti-Trypanosoma cruzi com as diferentes manifestacoes clinicas da
doenca de Chagas, demonstrando que a produgio de anticorpos é
importante na resisténcia e patogénese da doenca de Chagas'*°.

Dessa forma, os objetivos foram avaliar os niveis plasmaticos
das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10, do 6xido nitrico e das
imunoglobulinas IgG total, 1gG3 e IgG4 nos individuos com as
formas clinicas cardiaca, digestiva e indeterminada da doenga
de Chagas cronica; comparar a producdo dessas substincias
por individuos com as diferentes formas clinicas com individuos
soronegativos para Trypanosoma cruzi e associar as produgdes
plasmdticas com as formas clinicas cardiaca, digestiva e
indeterminada da doenca de Chagas cronica.

MATERIAL E METODOS

Individuos. Foram selecionados plasmas de 80 individuos,
sendo 20 com a forma cardiaca, 20 com a forma digestiva, 20 com
a forma indeterminada da doenga de Chagas cronica e 20 com
sorologia negativa para Trypanosoma cruzi, todos procedentes
de regifio endémica para a doenca de Chagas. A presenga de
infeccfio por Trypanosoma cruzi foi confirmada por pelo menos
dois testes sorologicos (ELISA e hemaglutinacio indireta). A
classificagio quanto as formas clinicas se deu apés avaliagdo
clinica dos pacientes, eletrocardiograma convencional e estudo
radioldgico do esdfago e célons e torax*!°. O estudo foi aprovado
pelo comité de ética da UFTM, protocolo 819.

Quantificacio dos niveis plasmaticos de TNF-o., IFN-y,
IL-10. As citocinas foram dosadas por ELISA. A sensibiliza¢ao
foi realizada com 50ul por poco (concentra¢io de 1ug/ml) de
anticorpos especificos para cada citocina em uma placa de ELISA
(Nunc Maxshorp), com incubagio a 4°C por aproximadamente
18 horas. Em seguida, foi realizada a curva padro. 200ul de
cada amostra foram diluidos em PBS/BSA 2% volume/volume e
incubados a 4°C por cerca de 18 horas. A deteccio foi realizada
com 80ul de anticorpo monoclonal biotinilado, anti TNF-o. ou
IFN-y ou IL-10 por pogo, em uma concentragio de 1ug/ml,
diluido em PBS/BSA 2%, incubados por 2 horas a 37°C. Em
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seguida, foi adicionada a streptoavidina conjugada a fosfatase
alcalina (Pierce), em uma dilui¢io de 1:2.000 em PBS/BSA 2%,
incubados por 2 horas a 37°C. A revelagdo aconteceu pela adicio
de pNitrofenil fosfatolmg/ml diluido em tampzo dietanolamina
pH 9,4. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Biorad 2550
READER EIA) em filtro de 405nm.

Dosagem dos niveis plasmaticos de IgG total, IgG3 e
IgG4. A placa de ELISA (Nunc Maxshorp, EUA) foi sensibilizada com
antigenos brutos de Trypanosoma cruzi obtidos pela suspensdo de
formas epimastigotas da cepa Y em tampdio tris-HCl contendo NP40
(Sigma, EUA) e TLCK (Sigma, EUA) como inibidor de protease.
Cada pogo recebeu 100pL do antigeno na concentragio de 1ug/
mL diluido em tampdo de carbonato/bicarbonato pH 9,2 sendo
em seguida incubada a 4°C por aproximadamente 18 horas. Apds
bloqueio com PBS contendo 2% de soroalbumina bovina (Sigma,
EUA), procedeu-se a incubacio com as mostras de soro diluidas
a 1:500 para as andlise de IgG total anti-Trypanosoma cruzi e
1:100 para os ensaio de IgG3 e IgG4. As placas foram lavadas e em
seguida, para o ensaio de IgG total, foram acrescentados 100uL
da PBS/BSA 1% mais proteina A conjugada a peroxidase (Sigma,
EUA). Para os ensaios de IgG3 e IgG4, foram adicionados 100uL
da solu¢do PBS/BSA mais anti-IgG3 ou anti-IgG4 conjugados
a biotina. As placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 3 horas e, apés lavagem, foram novamente incubadas com
estreptoavidina conjugada a peroxidase. Finalmente, as placas
foram lavadas e incubadas com ortofenil diamino, 1mg/ml diluido
em tampao tris-HCl pH 7,2 contendo 0,05% de H,0,. A absorbancia
foi determinada apés a adigdo de 50l solucio de 4cido sulfirico
em filtro de 495nm.

Dosagem de nitrito/nitrato pela reacdo de Griess. A
concentragio de nitrito/nitrato foi determinada pela reacio de
Griess ap6s reducio enzimdtica de nitrato a nitrito com a enzima
nitrato redutase em solucdo de reducdo. Para tal reacdo foram
utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato (Nunc-Maxsorp,
EUA) onde foram depositados 50uL de cada amostra em duplicata.
A reducio de nitrato nas amostras de plasma foi realizada pela
incubagiio com tampéo de reduciio contendo nitrato redutase (Sigma,
EUA) a 37°C por aproximadamente 18 horas. Seguiu-se a detecgio
do nitrito com a adi¢fio 50uL de reagente de Griess (preparado
pela mistura de volumes iguais de sulfanilamida a 1% em H,PO, a
2,5% e 0,1% de nafitiletilenodiamida em 4gua). Ap6s 10 minutos,
absorbancia foi medida a 540nm usando um leitor automdtico de
microplacas (Biorad 2550 READEREIA). As concentragdes de nitrito
foram calculadas por extrapolagio para uma curva padrio de NaNO,
e os dados expressos em umoles de nitrito e nitrato.

Andlise estatistica. A andlise estatistica foi realizada por
meio do programa Statview (Abaccus EUA). A verificacdo da
distribuicio normal das varidveis quantitativas foi feita pelos
testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As varidveis
que apresentaram distribuicio nfo normal foram analisadas
pelos testes de Mann-Whitney para comparacdo de dois grupos
independentes e Kruskal-Wallis para a comparagio de trés
grupos independentes. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor
do que 5% (p<0,05).
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FIGURA 1

A): Niveis plasmdticos de IgG total, IgG3 e IgG4 em invididuos soronegativos para Trypanosoma cruzi (controles) e soropositivos para Irypanosoma cruzi (pacientes). Os
resultados sao expressos em absorbancia. A linha horizontal representa a mediana, as barras os percentis 25% e 75% e as linhas verticais os percentis 10% e 90%. * p<0,0001
para IgG total e 1gG3 (Teste de Mann-Whitney).

B): Niveis plasmaticos de IgG total, IgG3 e IgG4 em invididuos soronegativos para Irypanosoma cruzi (controles) e soropositivos para Trypanosoma cruzi (pacientes) com
as formas clinicas indeterminada, cardiaca e digestiva. Os resultados sdo expressos em absorbancia. A linha horizontal representa a mediana, as barras os percentis 25% e 75%
e as linhas verticais os percentis 10% e 90%. * p=0,0016 para IgG4 (Teste de Kruskal-Wallis).
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que no grupo de individuos chagisicos (p<0,0001). Os niveis de
IgG4 foram significativamente mais elevados em pacientes com a
forma digestiva em relacio aos pacientes com as formas cardiaca,
indeterminada e controles (p= 0,0016) (Figura 1B).

As dosagens plasmadticas de IFN-y, IL-10 e de TNF-a
(Figura 2A) ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre controles e individuos soropositivos para
Trypanosoma cruzi (p=0,3271, p=0,0742, p=0,3825,
respectivamente) . Quando a produgio das citocinas IFN-y, IL-10
e TNF-o. foi comparada no grupo controle e nos individuos com
as formas clinicas indeterminada, cardiaca e digestiva no foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na produgao
de IFN-y e de TNF-o. (p=0,7782, p=0,2029) (Figura 2B). No
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FIGURA 2

2A): Niveis plasmdticos de IFN-y, IL-10 e TNF-o. em invididuos soronegativos para
Trypanosoma cruzi (controles) e soropositivos para Trypanosoma cruzi (pacientes).
Os resultados sao expressos em pg/mL. A linha horizontal representa a mediana, as
barras os percentis 25% e 75% e as linhas verticais os percentis 10% e 90%.

2B): Niveis plasmaticos de IFN-y, IL-10 e TNF-o. em invididuos soronegativos para
Trypanosoma cruzi (controles) e soropositivos para Irypanosoma cruzi (pacientes) com
as formas clinicas indeterminada, cardiaca e digestiva. Os resultados sdo expressos em pg/
mL. Alinha horizontal representa a mediana, as barras os percentis 25% e 75% e as linhas
verticais os percentis 10% e 90%. *p=0,0085 para IL-10 (Teste de Kruskal-Wallis).
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entanto, a citocina IL-10 foi produzida em niveis significativamente
mais elevados nos individuos com a forma digestiva quando
comparados com o grupo cardiaco, indeterminado e controle
(p=0,0085) (Figura 2B).

Quanto 2 dosagem de NO, esta foi significativamente maior
no grupo controle (p=0,015), comparado com os individuos
soropositivos para Trypanosoma cruzi (Figura 3A). Comparando
os pacientes agrupados pela forma clinica, observaram-se niveis
significativamente menores no grupo com a forma digestiva
comparados a0 grupo controle (p=0,046) (Figura 3B).
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FIGURA 3

3A): Niveis plasméticos de 6xido nitrico em invididuos soronegativos para 7rypanosoma
cruzi (controles) e soropositivos para Trypanosoma cruzi (pacientes). Os resultados sio
expressos em uMol. A linha horizontal representa a mediana, as barras os percentis 25% e
75% e as linhas verticais os percentis 10% e 90%. *p=0,015 (Teste de Mann-Whitney).

3B): Niveis plasmiticos de oxido nitrico em invididuos soronegativos para
Trypanosoma cruzi (controles) e soropositivos para Irypanosoma cruzi (pacientes)
com as formas clinicas indeterminada, cardfaca e digestiva. Os resultados sdo expressos
em uMol. A linha horizontal representa a mediana, as barras os percentis 25% e 75%
e as linhas verticais os percentis 10% e 90%. * p=0,046 (Teste de Kruskal-Wallis).
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DISCUSSAO

Conforme esperado, os niveis plasmdticos de IgG total
nos individuos infectados por Trypanosoma cruzi foram
mais elevados do que nos controles (Figura 1A). A dosagem
plasmatica de IgG3 foi maior nos individuos soropositivos do que
nos individuos controle (Figura 1A), confirmando resultados de
outros estudos’ ', Nesse aspecto, a utilizagdo da IgG3 poderia ser
sugerida como marcador para a fase cronica da doenca de Chagas.
Entretanto, os niveis plasmdticos de IgG4 ndo diferiram entre
controles e individuos infectados por Trypanosoma cruzi. Ainda,
néo foi possivel observar associagdo entre os niveis plasmaticos
de IgG total ou IgG3 com alguma das formas clinicas da doenca
de Chagas cronica, concordando com dados da literatura’®
(Figura 1B). Em relacio 2 1gG4, foi observado que os individuos
com a forma digestiva produzem niveis mais elevados em
comparacgio aos demais grupos estudados (Figura 1B). A IgG4
¢ um isotipo que é induzido por uma resposta do tipo Th2 e,
recentemente, foi observado que pacientes com megaesdfago
apresentaram maior capacidade de producio de IL-4 do que
aqueles com a forma indeterminada®.

Quando foram avaliados os niveis plasmaticos das citocinas, foi
observado que o IFN-y tem niveis plasmdticos maiores que a IL-10
e TNF-o., porém ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre controles e individuos soropositivos para
Trypanosoma cruzi (Figura 2A). Por outro lado, quando os
niveis de citocinas foram comparados quanto a forma clinica,
observou-se que a IL-10 estd significativamente mais elevada em
pacientes com a forma digestiva. Niveis aumentados de IL-10
chamam a atencfo para as propriedades imunomoduladoras que,
tanto poderiam regular o processo inflamatério, quanto permitir
o escape do parasito. Os maiores niveis de IL-10 observados nos
individuos com a forma digestiva poderiam também contribuir
para os maiores niveis de IgG4 especificos, aqui observados,
visto que a IL-10 poderia estar inibindo os efeitos do IFN-y
e, indiretamente, favorecendo um desvio Th2. Deve ainda ser
considerado que a avaliagio dos niveis plasmaticos de citocinas
representa uma abordagem sistémica, devendo ser considerados
os efeitos de sua dilui¢do no sangue e ainda a possibilidade da
contribuicio por outros sitios inflamados do organismo. Niveis
semelhantes aos encontrados neste estudo foram observados
anteriormente®. Dados da literatura demonstraram maior
producio plasmdtica de TNF-o. em pacientes indeterminados’ e
cardiacos’®. Em relacdo a dosagem de 6xido nitrico, individuos
do grupo controle apresentaram niveis mais elevados do que
individuos infectados por Trypanosoma cruzi. Avaliando-se a
forma clinica desenvolvida, individuos com a forma digestiva
apresentaram menores niveis em relacio aos dos grupos
cardiaco, indeterminado e controle (Figura 3B). Todavia, dados
da literatura demonstraram maiores niveis de NO em pacientes
cardiacos, mas nenhum aumento significativo em pacientes
digestivos'”. Essas diferencas poderiam ser explicadas com base
na modulagdo positiva de TNF-o. sobre NO*, e ndo havendo
aumento de TNF-ou nos pacientes digestivos seria esperado que
néo houvesse aumento significativo de NO. Pérez-Fuentes e cols'

demonstraram aumento simultineo de TNF-o. e NO em pacientes
cardiacos'’, enquanto no presente estudo, foi observada diminuicao
de NO em pacientes digestivos, com aumento de IL-10 (Figura
2B). Altos niveis de IL-10 podem contribuir com a persisténcia de
parasitos', estimulacio antigénica persistente, levando s lesdes
teciduais. Isso poderia ser comprovado pelo achado de menores
niveis sistémicos de NO em individuos com a forma digestiva,
somados a altos niveis de IL-10. As diferencas observadas entre
o presente estudo e aquele conduzido por Pérez-Fuentes e cols'’
podem ser decorrentes da diferenca de endemicidade da doenga
de Chagas no Brasil e México.

Pode-se concluir que a dosagem plasmatica de IgG3 especifica
poderia ser utilizada como marcador de fase cronica. Ainda, os
maiores niveis de IL-10 observados nos individuos com a forma
digestiva poderiam contribuir com os niveis elevados de 1gG4
especificos, inibindo, indiretamente, os efeitos de IFN-y, favorecendo
um desvio Th2. Esse desvio Th2 ajudaria na manutencfo do parasito
e conseqiiente desenvolvimento das lesGes de fase cronica.
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