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Resumo

A doenca de Chagas (DC) é uma doenca tropical negligenciada transmitida por
vetores causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. A patologia € endémica
nas Américas, mas devido as migracfes, a doenc¢a adquiriu importancia global.
A maioria dos individuos infectados permanece assintomatica, entretanto,
cerca de um terco dos pacientes progride para a fase crénica sintomatica, que
inclui sintomas digestivos e/ou cardiacos. Apesar do conhecimento atual, o0s
mecanismos envolvidos na patogénese da DC ainda ndo estdo totalmente
elucidados. A hipétese integrativa permite avaliar como multiplos mecanismos
contribuem para a génese dos sintomas presentes na DC. Assim, o objetivo do
nosso estudo foi avaliar de forma integrativa a importancia de fatores
relacionados ao hospedeiro e o parasita em pacientes com diferentes sintomas
da DC crénica. O estudo foi realizado com 176 pacientes, agrupados segundo
o perfil clinico. A carga parasitaria, os eventos de integracdo KDNA e a
quantidade de LINE-1 foram avaliados por qPCR. A producdo de anticorpos
especificos contra o parasita e contra autoantigenos, cardiacos e intestinais,
foram avaliadas por ELISA. A dosagem de citocinas foi realizada por citometria
de fluxo. Nossos resultados confirmaram que a carga parasitaria € 0
tratamento com o farmaco tripanocida durante a fase crénica nao influenciam o
perfil clinico dos pacientes. Da mesma forma, a analise de citocinas
demonstrou a predominancia do perfil pré-inflamatério nos grupos estudados.
Ademais, todos os pacientes produziram anticorpos contra o parasita, e contra
autoantigenos cardiacos e intestinais, independentemente dos sintomas. Tais
achados sugerem que nenhum desses fatores influencia significativamente a
patogénese da DC quando analisados de forma independente. No entanto,
mediante as andlises de correlagédo, foi possivel detectar diferentes padrées de
citocinas nos pacientes avaliados. Os individuos assintomaticos apresentaram
uma producdo mais equilibrada de citocinas pré6 e anti-inflamatérias. Além
disso, 0 aumento dos niveis de IL-10 e IL-4 foram associados ao aumento da
producdo de anticorpos contra o T. cruzi e contra antigenos proprios, e o perfil
de producao de anticorpos autoreativos diferiu entre os pacientes sintomaticos.
Finalmente, os eventos de integracdo do KDNA néo se correlacionaram com a
gravidade dos sintomas, sugerindo que o sitio de integracdo deve ser o fator
determinante. Dessa forma, nossos resultados fortalecem a hipétese de que
processos patogénicos multiplos influenciam o desenvolvimento das diferentes
formas clinicas da CD, apoiando o uso de abordagens integrativas para criar
uma assinatura clinica para pacientes crénicos com CD.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, fisiopatologia, andlise de correlacao,
integracdo do KDNA, autoimunidade, anélise multiparmétrica.



Abstract

Chagas disease (CD) is a vector-borne neglected tropical disease caused by
the protozoan Trypanosoma cruzi. It is endemic in the Americas, but it has
spread all over the world due to migrations. CD presents different clinical forms;
following infection, while most individuals remain asymptomatic, about a third
will progress to symptomatic chronic phase, which includes digestive and/or
cardiac symptoms. Despite current knowledge, the mechanisms underlying the
symptomatic forms of CD's are not fully elucidated. The integrative hypothesis
proposes that multiple mechanisms contribute to the genesis of chronic,
symptomatic CD. In the present study, we analyzed different host- and parasite-
related factors to develop an integrative analysis to how they relate to the
different manifestations of chronic CD. The study was conducted with 176
patients, grouped according to clinical profile. Parasite load, KDNA integration,
and LINE-1 quantification were assessed by qPCR. Antibody reactivity against
parasite-, cardiac- and intestinal-specific antigens were evaluated by ELISA.
Cytokine production was measured by flow cytometry. Our data confirms that
parasitic load and trypanocide treatment received during the chronic phase did
not influence the patients' clinical profile. Similarly, cytokine analysis
demonstrated a pro-inflammatory profile in all CD patients. All patients
produced antibodies against the parasite, as well as cardiac and intestinal self-
antigens, regardless of the symptoms. Such findings suggest that none of these
factors significantly influence CD pathogenesis when taken independently.
Nevertheless, using correlation analyses, we detected different cytokine
patterns in the different clinical forms of CD, the asymptomatic patients
presenting a more balanced production of pro- and anti-inflammatory cytokines.
Furthermore, increased IL-10 and IL-4 levels were associated with the
production of antibodies against parasite and host antigens, the profile of
autoreactive antibody production differs among symptomatic patients. Finally,
kKDNA integration events failed to correlate with symptom severity, possibly
suggesting that the site of integration may be a determining factor in this sense.
Taken together, our results strengthen the notion that multiple pathogenic
processes influence CD clinical forms, supporting the use of integrative
approaches to create a clinical signature for chronic CD patients.

Keywords: Trypanosoma cruzi, pathophysiology, correlation analysis, KDNA
integration, autoimmunity, multiparametric analysis.
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I.  INTRODUCAO

1. Histéria da Doenca de Chagas

Durante uma campanha antimalarica no norte de Minas Gerais, em
1908, o médico e pesquisador Carlos Chagas foi procurado por um trabalhador
local que relatou a presenca de um inseto hematofago grande que tinha habitos
noturnos e era comumente encontrado dentro de casas da regido. Ao dissecar
o inseto, Chagas descobriu a presenca de grande quantidade de
tripanossomas no intestino posterior, o qual ele nomeou de Trypanosoma cruzi,
em homenagem ao meédico e bacteriologista Oswaldo Cruz, seu mentor.
Chagas sabia que estava diante de um organismo potencialmente patogénico
de uma doenca infecciosa humana, mas ainda ndo sabia do que exatamente
se tratava (KROPF E SA, 2009; LIDANI et al, 2019; STERVEDING, 2014).

A descoberta aconteceu em 1909, quando Carlos Chagas examinou
uma menina de 2 anos, chamada Berenice, que apresentava febre, linfonodos
inchados e aumento do baco e figado. Além dos sintomas clinicos, foi
identificada a presenca do T. cruzi circulante no sangue periférico da menina.
Chagas descreveu com riqueza de detalhes, o agente etiolégico (T. cruzi), o
vetor (barbeiro) e a fase aguda da doenca, que ficou conhecida como doenca
de Chagas (DC) (KROPF E SA, 2009; LIDANI, 2019; STERVEDING, 2014).

2. Epidemiologia

A DC foi descrita inicialmente como um problema de saude em paises
da América do Sul, principalmente no Brasil e na Argentina. Entretanto nas
Gltimas décadas, o padrdo epidemiolégico da doenca mudou principalmente
devido a mobilidade populacional, urbanizagcdo e movimentos migratérios
(Figura 1). Consequentemente, casos frequentes da DC estdo sendo
reportados em paises da Europa, América do Norte e até na Asia. A
Organizacdo Mundial de Saude estima que existam de 6 a 7 milhdes de
pessoas infectadas no mundo, nimero que pode ser muito maior devido a alta
taxa de pessoas ndo diagnosticadas ou nao tratadas. Ademais, cerca de 75
milhbes de pessoas vivem em areas sob o0 risco de adquirir a infecgédo
(MARTINEZ et al, 2019; OMS, 2020).
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Expansao mundial da doeng¢a de Chagas
(casos estimados)

América do Norte
30 - 500.000

Europa
70 - 120.000

Ameérica do Sul oy Australia
8 - 10 milhdes — 1.500

Figura 1. Expansdo mundial da doenca de Chagas (Adaptado de: Martinez et al, 2019)

A DC ¢é considerada uma das principais doencas tropicais
negligenciadas da América Latina, afetando principalmente comunidades em
vulnerabilidade social que recebem pouca atencdo governamental. No Brasil,
durante a década de 1950, a DC foi considerada uma doenca endémica rural e
seu principal modo de transmissdo era por vetores. Entretanto, a
industrializacéo brasileira resultou em um grande processo de urbanizagdo com
grandes movimentos migratorios, levando a DC aos centros urbanos e fazendo
gue esta passasse a representar um importante problema econémico brasileiro
e de saude da América Latina. Iniciativas da OMS em parceria com governos
latino-americanos ajudaram a reduzir significativamente o nimero de casos
agudos da doenga. Com medidas preventivas para evitar a presenca de
triatomineos nas residéncias, observou-se uma diminuicdo acentuada dos
vetores em ambientes domiciliares. A isso somou-se as acgfes de triagem de
doadores de sangue, o que também contribuiu para uma drastica redu¢do no
ndamero de novos casos da DC. Em 2006, o Brasil recebeu o certificado

internacional pela interrupgéo da transmissdo da DC por transfusdo de sangue
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e interrupgédo da transmissao vetorial causada pelo principal vetor, o Triatoma
infestans (RASSI et al, 2009; MONGE-MAILLO & LOPEZ-VELEZ, 2017;
VIZZONI, 2018).

Entretanto, o desequilibrio causado pelas mudancas ambientais e da
biodiversidade associada a presenca de atividade humana proxima a ciclos
silvestres resultou em um aumento de casos relacionados a via de transmisséo
por meio de alimentos ou bebidas contaminados pelo T. cruzi. No Brasil, mais
especificamente na regido amazonica, a transmissdo oral apresenta grande
importancia como uma das principais formas de transmissdo da DC
(SANGENIS et al., 2016). Os principais alimentos e bebidas associados a
infeccdo aguda chagasica séo caldo-de-cana, acgai, &gua contaminada, palmito
e suco de goiaba (SILVA-DOS-SANTOS et al, 2017; COURA, 2014; PACHECO
et al., 2021).

A situacdo da DC em outros paises da América Latina também é
alarmante. A doenca é considerada endémica no México, entretanto, segundo
a OMS, ha uma alta taxa de subnotificacdo, sendo o pais com mais nameros
de novos casos anuais causados por transmissdo congénita e o segundo com
mais casos pela via de transmisséo vetorial. A estimativa é que existam 1,1
milhdo de infectados pelo T. cruzi no territério mexicano. A Guatemala, El
Salvador e Honduras sdo responsaveis por 85% das notificacdes da DC,
devido a migracdo de individuos infectados pelo T. cruzi, sendo a transfusdo
sanguinea a principal via de transmissdo nesses paises (CONNERS et al,
2017; ROJO-MEDINA et al, 2018).

Além disso, a DC pode ser encontrada em paises ndo endémicos. Nos
EUA, estima-se que existam 3 milhdes de pessoas com a doenca de Chagas
cronica (DCC) originarias de paises endémicos. Um pequeno numero de
infeccbes adquiridas no proprio pais foi relatado, embora o ciclo selvagem
tenha sido descrito ha algum tempo no sul dos EUA, em especial no Texas,
com alguns casos agudos autdctones. Entre os anos de 2007 e 2013 nos EUA,
foram identificados 1.752 casos de doadores de sangue positivos na sorologia
para DC, dentre os quais mais de 100 eram provenientes do Texas
(MONTGOMERY et al, 2016; BERN & MONTGOMERY, 2009).
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Na Europa, estima-se que existam 59 a 108 mil casos de individuos
infectados pelo T. cruzi. Porém, apenas uma pequena proporcdo foi
diagnosticada. Espanha e Italia lideram o ranking de infec¢fes, com a maioria
dos casos documentados referentes a casos cronicos, apesar de alguns
individuos terem apresentado a fase aguda da infeccdo. Até os anos 1980, ja
havia sido notificado na Europa Ocidental casos da DC transmitidos pela
transfus@o sanguinea, transmissdo congénita e acidentes de trabalho. Devido a
um aumento acentuado de migrantes, principalmente para a Espanha, nos
anos 1990, a legislacéo europeia foi alterada em relacdo a triagem de doadores
de sangue e tecido devido ao risco de transmissdo da DC (ANDRADE et al,
2014; ALBAJAR-VINAS & JANNIN, 2011).

3. Trypanosoma cruzi

O T. cruzi, agente causador da DC, é um protozoario hemoflagelado,
pertence ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, ordem
Kinetoplastida familia Trypanosomatidae. E um parasito intracelular obrigatorio
gue pode infectar a maioria das células nucleadas, apresentando preferéncia
por linhagens das células musculares e macrofagos. O parasito exibe um ciclo
de vida heteroxénico (Figura 2), alternando formas intracelulares e
extracelulares entre hospedeiros vertebrados e invertebrados (RASSI et al,
2010).

O inseto da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, ao fazer o
repasto sanguineo em um mamifero infectado, ingere formas tripomastigotas
sanguineas que se diferenciam em formas epimastigotas no intestino médio. O
flagelado multiplica-se sob forma epimastigota, que migram para o intestino
posterior do vetor, aderem a mucosa, sofrem um processo de diferenciacao e
tornam-se tripomastigotas metaciclicos. Durante repasto sanguineo, o vetor
libera em suas fezes as formas metaciclicas infectantes que penetram a pele
lesionada ou mucosa do hospedeiro vertebrado. Nos mamiferos, uma vez que
tenham invadido as células hospedeiras, os parasitos escapam do vacuolo
parasitéforo para o citosol, diferenciam-se em amastigotas ovoides e se
dividem por fissdo binaria. ApOs varios ciclos de reproducdo assexuada

(aproximadamente 4-7 dias), as amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas
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moveis flageladas e nédo replicantes, que promovem a lise celular, e os
parasitos sdo liberados para o meio extracelular e invadem outras células,
espalhando-se sistematicamente pelo sangue e fluidos dos tecidos. O ciclo é
completado quando o mamifero infectado é picado por outro triatomineo,
ingerindo novamente formas tripomastigotas circulantes, que chegam ao
intestino do inseto (MACHADO et al, 2012; RASSI et al, 2010; TEIXEIRA et al,
2012; TAYLOR et al, 2020).
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Fases no inseto vetor

Fases no mamifero hospedeiro

Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (1) O vetor ingere formas tripomastigotas do
T.cruzi presentes no sangue periférico de mamiferos infectados. (2) Tripomastigotas (3) No
intestino médio do inseto, se diferenciam em epimastigotas e algumas esferomastigotas. (4)
Epimastigotas se multiplicam. (5) No intestino posterior se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicas. (6) O inseto vetor libera em suas fezes formas tripomastigotas, perto do local da
picada. (7) Forma tripomastigota metaciclica. (8) Infectam macréfagos. (9) Tripomastigotas se
diferenciam em amastigotas. (10) Amastigotas evadem o vacUolo parasitéforo. (11)
Multiplicacdo das amastigotas no citoplasma. (12) Amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas. (13) Tripomastigotas rompem as células e sado liberadas no meio extracelular.
(14) Formas amastigotas e tripomastigotas. (15) A. Tripomastigotas e B. Amastigotas, infectam

macréfagos (Adaptado de Texeira et al, 2012).
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4. DNA nuclear do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi apresenta DNA genémico (nDNA) organizado em um nucleo
envolto por membranas contendo poros, tipica de eucariotos. A cromatina dos
tripanossomas se difere de outros eucariotos superiores e até mesmo de outros
protistas em relacdo a sua organizacdo. Os cromossomos nao se condensam
durante a divisdo celular, apesar da existéncia de histonas, proteinas essas
que sao fosforiladas e que se ligam fracamente a cromatina. Além disso, a
cromatina do T. cruzi apresenta-se pouco compactada quando comparada a
cromatina de mamiferos, o que a torna fragil tanto fisica como enzimaticamente
(TEXEIRA et al, 2011).

O sequenciamento completo do genoma do T. cruzi foi representado
pela cepa CL Brener, onde foi revelado que o tamanho do genoma diploide
seja entre 106,4 e 110,7 Mb, e pelo menos 50% do genoma é composto por
sequencias repetitivas, principalmente por grandes familias de genes que
codificam proteinas de superficie, retrotransposons e repeticdes
subteloméricas. O parasito possui cerca de 22.570 proteinas dos quais

aproximadamente 12.570 representam copias alélicas (El SAYED et al, 2005)
5. DNA do Cinetoplasmo

O T. cruzi, assim como todos cinetoplastideos, possui uma mitocéndria
Gnica e grande que contém uma rede concatenada de DNA, denominada DNA
do cinetoplasmo (KkDNA). O kDNA representa de 15% a 30% do DNA celular
total e é composto por dois tipos de moléculas circulares denominadas de
minicirculos e maxicirculos, que se diferem em fungéo e tamanho (TEIXEIRA et
al, 2011; TOMASINI, 2018; GONCALVES et al, 2018).

Os maxicirculos possuem cerca de 20.000 pb de tamanho e o namero
de copias varia de 20 a 50. Podem ser considerados analogos ao DNA
mitocondrial dos demais eucariotos, visto que codificam produtos génicos
tipicos dessa organela como rRNAs, RNAs guias (JRNAS). A falta de alguns
elementos chaves para a tradug¢do, como codons de iniciacdo ou ORFs (Open
Reading frames) ou fases abertas de leitura continuas é resolvido através da

editoracdo dos mRNAs realizada pelos gRNAs, que consiste na insercdo ou
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delecdo de residuos de uridina em sitios especificos do transcrito, gerando a
formacdo de novas ORFs (WESTENBERGER et al, 2006;.SOUZA, 2009;
DALIRY et al, 2011).

Os minicirculos estao presentes em dezenas de milhares de copias com
tamanho aproximado de 1,4 kb. Cada um deles é organizado em quatro
regides altamente conservadas localizadas 90° entre si, e quatro regides
hipervaridveis intercaladas entre as regies conservadas (Figura 3). Nas
regides conservadas, existem trés blocos com sequéncias comuns entre 0s
minicirculos, os blocos de sequéncias conservadas (CSB). CSB-1 e CSB-2
apresentam homologia interespécie inferior, enquanto CSB-3 ou a sequéncia
de minicirculo universal €& conservada dentro da maioria dos
tripanossomatideos. As regifes flanqueadas pelas regiées conservadas dos
minicirculos sdo muito heterogéneas e tém sido utilizadas para investigar
variacfes dentro das espécies (BOTERO et al, 2018; RUSMAN et al, 2019).

. ~1.4kb .

- Sequéncia variavel do minicirculo

mmm Sequénciaconservada dominicirculo

CsB3 csB2 CsSB1

Figura 3: Esquema de um minicirculo de kDNA e os blocos de sequéncias conservadas
(CSBs). O minicirculo de kDNA tem aproximadamente 1.4 kb e apresenta regides de DNA
conservado (azul escuro) intercaladas por DNA variavel (azul claro). O esquema de uma regido
conservada demonstra a localizacdo de cada bloco de sequéncia conservada (CSB) (setas)
(Aragéo, 2013).
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6. Unidades de tipagem discreta

O T.cruzi é caracterizado por uma grande variabilidade intraespecifica
genética e fenotipica. A nomenclatura consensual reconhece seis unidades de
tipagem discretas (DTU) que vao de TCl a TCVI, e uma sétima proposta que
ainda esta em debate, o Tcbat. Essa classificacdo € muito utilizada como
referéncia em estudos epidemioldgicos, entretanto ndo existe consenso sobre
qual o melhor método para a identificacdo dos diferentes DTUs. Muitos autores
acreditam que diversidade genética pode influenciar no curso da infeccdo bem
como induzir respostas distintas nos individuos infectados, caracterizando
diferentes formas clinicas da doenca (REIS-CUNHA et al, 2018).

As relacdes evolutivas entre os DTUs e a evolucado do T. cruzi continuam
sendo amplamente estudadas. Varios estudos reconheceram a clonalidade,
hibridacdo e trocas genéticas convencionais e ndo convencionais, além da
extraordinaria plasticidade do genoma do T. cruzi, como mecanismos de
evolugdo. As relagbes evolutivas entre os DTUs ainda n&o foram totalmente
elucidadas mas dois deles (TcV e TcVI) tém origem hibrida com Tcll e Tclll.
Além disso, existem apontamentos que Tclll e TclV também teriam origem

hibrida entre Tcl e Tcll, apesar de existir controversas (BRENIERE et al, 2016).

Correlactes entre DTUSs, distribuicdo geografica, espécies hospedeiras e
patogenicidade ainda sdo controversas. Na América Central a prevaléncia de
infeccbes humanas séo causadas por cepas TCI, enquanto infecces humanas
por Tcll, TcV e TcVI sdo mais comuns no cone sul da América do Sul, em
paises como Argentina, Chile, Paraguai, Bolivia e Brasil, e estédo classicamente
relacionados a casos graves da doenca. Casos de infec¢cdes por TcVI ja foram
descritas também na Colémbia. Enquanto que Tclll e TclV sdo comumente
associados a ciclos silvestres, embora relatos tenham descrito a ocorréncia na
regido amazonica, Coldmbia e Venezuela. Apesar de diversos estudos tenham
proposto essas e outras correlagbes, o estudo sobre os DTUs e sua
prevaléncia ainda requer maiores esclarecimentos (BARNABE et al, 2011;
ZINGALES et al, 2012; LIMA et al, 2014; MESSENGER et al, 2016; REIS-
CUNHA et al, DARIO et al, 2016; 2018; RODRIGUES-DOS-SANTOS et al,
2018;)
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7. Manifestacdes clinicas

A DC tem curso classico de infec¢do (Figura 4) com uma fase aguda ou
inicial, seguida da fase cronica que pode ser categorizada em indeterminada,
digestiva, cardiaca e mista (manifestacGes cardiodigestivas). A fase aguda é
geralmente assintomética e caracterizada por alta parasitemia e subsequente
producdo de anticorpos. Entretanto, alguns individuos infectados podem
apresentar manifestacdes clinicas durante a fase aguda, sendo as mais
recorrentes, sinais e sintomas virais inespecificos, incluindo febre, mal-estar e
linfadenopatia. Por esse motivo, muitos pacientes ndo sdo diagnosticados
nesta fase da DC, pois ndo procuram atendimento médico. Uma pequena parte
dos pacientes, menos de 10%, apresenta sinais e sintomas mais
caracteristicos da infec¢do pelo T. cruzi, como noédulo inflamatério no local da
inoculacdo (chagoma de inoculacdo), sinal de Romafa (inchacgo periorbital em
tecidos moles ap0s o parasito penetrar a conjuntiva), arritmias e anormalidades
transitérios no eletrocardiograma (ECG), e, em formas mais graves, podem
apresentar miocardite e meningoencefalite (MALIK et al, 2015; NUNES et al,
2013; MACHADO et al, 2012).

A infec¢do segue o curso crénico com escassez de parasitos no sangue
periférico e nos tecidos. A maioria dos pacientes evolui para uma fase cronica
indeterminada com auséncia de sintomas e presenca de anticorpos especificos
para o T. cruzi. Cerca de um tergo dos individuos infectados progride para uma
fase crbnica determinada, durante a qual surgem sinais e sintomas, podendo
eles serem cardiacos, digestivos ou, ainda, cardiodigestivos (ROSA et al, 2018;
ALVAREZ et al, 2014; TEIXEIRA et al, 2006).

O envolvimento gastrointestinal pode variar entre 5 e 35% dos pacientes,
sendo esta taxa mais baixa em paises ndo endémicos. As manifestacfes
gastrointestinais crbnicas da DC s&o descritas nas glandulas salivares,
esbfago, esfincter inferior do esbdfago, estbmago, intestino delgado, célon,
vesicula biliar e arvore biliar, e sdo principalmente o resultado de lesdes no
sistema nervoso entérico, podendo ser desenvolvida dilatagdo do trato
gastrointestinal (megacolon, mesaesdfago, megaestdmago, megaduodeno,

megajejuno) e disturbios motores gastrointestinais, como acalasia do cardio,
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disturbios de esvaziamento gastrico, transito intestinal e colon alterados e
disttrbios motores das vesicula biliar (MATSUDA et al, 2009; SANCHEZ-
MONTALVA et al, 2016).

Aproximadamente 30% dos pacientes com a DC na fase indeterminada
progridem para a forma cardiaca, que é caracterizada por um remodelamento
cardiaco que inclui fibrose, uma resposta inflamatéria robusta e alteracdes
estruturais/funcionais, e estdo associadas a arritmias, insuficiéncia cardiaca,
morte subita e a alta taxa de morbidade e mortalidade. Os disturbios da
conducdo atrioventricular e intraventricular sdo comuns na cardiopatia
chagasica e geralmente estdo relacionados a disfuncao sistélica ventricular e
arritmias ventriculares. O bloqueio do ramo direito é a anormalidade
eletrocardiografica mais comum observada na DC e esta tipicamente associada
ao hemibloqueio anterior esquerdo e batimentos prematuros ventriculares. O
blogueio do ramo esquerdo € menos comum e esta associado a um pior
prognoéstico (LEDOUX et al, 2019; BARBOSA et al, 2015; BRITO & RIBEIRO,
2018).

A fase cronica pode ser ainda classificada em estagios de envolvimento
cardiaco conforme recomendacdes internacionais adaptadas a etiologia
chagasica em estagios A, B, C e D. No estagio A, estdo os pacientes sem
sintomas presentes ou pregressos de insuficiéncia cardiaca (IC) e com
eletrocardiograma (ECG) e radiografia de térax normais. No estagio B, os
pacientes com cardiopatia estrutural que nunca tiveram sinais ou sintomas de
IC. Esse estagio se divide em B1, pacientes com alteracdes no ECG, mas sem
disfuncdo ventricular, e o estagio B2, onde estdo o0s pacientes que ja
apresentam disfuncdo ventricular. No estagio C, estdo os pacientes com
sintomas prévios ou atuais de IC e que possuem disfuncdo ventricular. No
estagio D, os pacientes encontram-se com sintomas de IC em repouso,
refratarios ao tratamento clinico maximizado e necessitando de intervencdes
especializadas e intensivas (ANDRADE et al, 2011).
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Figura 4: Curso natural da infec¢cdo por Trypanosoma cruzi. Transmissédo do T. cruzi por
(1) via vetorial, (2) transplante de 6rgéos, (3) via oral ou (4) via congénita. O periodo de
incubacéo dura de 5 a 10 dias seguido pela fase aguda da doenca, que perdura de 4 a 8
semanas, e tem como caracteristica formas tripomastigotas circulantes com alta parasitemia e
presenca de anticorpos IgM. A maioria dos pacientes tém sintomas inespecificos como febre e
anorexia, ou sdo assintoméaticos, podendo desenvolver o chagoma de inoculagéo ou sinal de
Romafia. Na fase crbnica a parasitemia cai abaixo de niveis detectaveis microscopicamente,
com a presenca de anticorpos anti-T. cruzi IgG. Nessa fase a maioria das pessoas infectadas
entre em uma forma assintomatica conhecida como indeterminada e nunca desenvolvem
sintomas relacionados a doenca de Chagas. Cerca de 30-40% das pessoas cronicamente
infectadas apresentardo algumas manifesta¢des clinicas, incluindo cardiacas, digestivas ou
cardiodigestivas (Adpatada de: LIDANI et al, 2017).

8. Diagndstico e Tratamento

Para o diagnéstico da DC, é necessaria a avaliacao clinica do paciente e
antecedentes epidemioldgicos, levando em consideracdo a fase da infeccéo
para a tomada de decisdo e escolha do teste. Durante a fase aguda, devido a
parasitemia elevada, a microscopia convencional para visualizacdo do parasito
circulante em sangue periférico continua sendo o padrdo ouro para diagndstico
da DC. Entretanto, durante a fase crbnica, quando a parasitemia € baixa,
podem ser realizados testes de pesquisa indireta do parasito como
xenodiagndéstico e hemocultura; porém esses métodos apresentam muitas

limitagbes quanto ao tempo de execucdo e baixa sensibilidade. Assim, os
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testes para pesquisa de anticorpos especificos contra o T. cruzi sao
preconizados rotineiramente no diagnéstico da DC crbnica e em triagens de
banco de sangue. As principais técnicas empregadas sdo imunofluorescéncia
indireta, ensaio imunoenzimatico e hemaglutinacéo indireta. A OMS aconselha
0 uso de pelo menos dois ensaios, baseados em fundamentos distintos, para
um diagndstico confiavel. O diagndstico molecular pode ser feito pela técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e utilizado de forma complementar
ao diagnostico sorolégico inconclusivo, devido a alta sensibilidade e
especificidade quando mantidos os padrbes de qualidade dos reagentes
(BALOUZ et al, 2017; ABRAS et al 2016; SANTOS et al, 2016).

Apesar da DC ter sido descrita ha mais de um século, seu tratamento
ainda € muito limitado, com apenas dois medicamentos disponiveis, 0
benznidazol e o nifurtimox, farmacos que foram desenvolvidos ha mais de 40
anos (DIAS et al, 2019). Ambos os medicamentos produzem efeitos colaterais
significativos, baixa eficacia para fase crbénica da infeccdo e tolerabilidade
extremamente baixa. O farmaco mais adotado no Brasil € o benznidazol devido
a sua menor incidéncia de efeitos colaterais e menor duracdo de terapia. O
principal efeito colateral € a dermatite alérgica, que leva muitos pacientes a
interrupgéo do tratamento. O consenso brasileiro para o uso do medicamento
refere-se a fase aguda da infeccdo, quando a reducdo da carga parasitaria
pode representar uma melhor evolucdo clinica do individuo. Entretanto, a
eficacia do benznidazol no tratamento de pacientes na fase crbnica, com a
interrupcdo da progressdo da doenca, ndo foi demonstrada, evidenciando a
necessidade do desenvolvimento de novos farmacos, mais seguros e eficazes
para o tratamento da DC (MOLINA et al., 2014; LAURIA-PIRES et al., 2000;
MUNOZ-SARAVIA et al., 2011; MORILLO et al.,2015; PINHEIRO et al, 2017).

9. Ativacdo do sistema imunoldgico pelo Trypanosoma cruzi

A resposta imunitaria do hospedeiro vertebrado ao T. cruzi depende de
respostas imunes inata e adaptativa (figura 5), desencadeadas no inicio da
infecc@o. Macrofagos, células dendriticas, células natural killer (NK) e linfécitos
B e T atuam em conjunto para controlar a replicacdo do parasito, poréem nao

sdo capazes de erradicar por completo o patégeno (JUNQUEIRA et al, 2010).
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Os fagécitos, em especial macréfagos, neutréfilos e células dendriticas
sdo a primeira linha de defesa contra os patdgenos apds atravessarem a
barreira epitelial. Essas células expressam receptores de membrana que
reconhecem padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS), dentre
esses, 0s mais relevantes no reconhecimento do T. cruzi sdo os Toll-like
(TLRs). Uma das principais formas que os macréfagos contribuem para a
formacao de uma resposta imunitaria ao parasito € a secrecao de citocinas, em
particular IL-12, que sinalizam a resposta imunitaria em direcdo a perfis pro e
anti-inflamatoérios. Além disso, a sintese de TNF-a pelos macrofagos intensifica
a producéo do oxido nitrico com atividade microbicida. Ademais, a secrec¢do de
IL-12 também ativa as células NK. Contudo, essa acdo inflamatéria causa
danos aos tecidos do hospedeiro sendo necessario um mecanismo de controle
da resposta imunitaria com citocinas anti-inflamatérias ou reguladoras, como
IL-4 e IL-10 (VIRGILIO et al, 2014; FURLAN et al, 2018).

As células dendriticas também sédo ativadas pela presenca de PAMPs e
desempenham um elo entra a resposta imunitaria inata e a adaptativa. A IL-12
produzida por essas células atua na diferenciacdo e expansédo clonal de
linfocitos T para um perfil Thl, assim como TCD8+, e de linfécitos B. Sabe-se
que o T. cruzi modula a funcdo das células dendriticas através de fatores
secretados pelo parasito que induzem um perfil tolerogénico com a diminuicéo
de IL-12 e TNF-a e alteracdo na sua capacidade de apresentar antigenos (VAN
OVERTVELT et al, 1999).

No inicio da infeccao, as células NK desempenham um papel central na
resposta imunitaria inata, e um dos principais mecanismos efetores é a
citotoxicidade direcionada para eliminacdo de células infectadas ou
danificadas. S&o responsaveis por produzirem IFN-y, que direciona macréfagos
a produzirem o6xido nitrico, e influenciam na diferenciacao de linfocitos T para
um perfil Thl. Todas as fung@es citotdxicas e modulatorias das células NKs séo
reguladas positivamente por citocinas, principalmente IL-12, IL-15, IL-18, que
aumentam a capacidade citotdéxicas e a producdo de IFN-y (ACEVEDO et al,
2018; CARDILLO et al, 2015).
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Os linfocitos TCD8+ ativam mecanismos efetores de macréfagos para
destruicdo de formas amastigotas e tripomastigotas fagocitadas, além de
desenvolverem inimeros mecanismos com atividade citotdxicas, incluindo
secrecdo de citocinas, como IFN-y e também por meio de atividades citoliticas
com a secrecao de perforinas e granzinas, que destroem as células infectadas

com amastigotas.

Alguns componentes do sistema imune, como a IL-10 na fase aguda e
IL-4 na fase crbnica, atuam de maneira sinérgica e benéfica no controle do
processo inflamatério. Citocinas como IL-4, que induz a expansao dos linfocitos
Th2 e alta quantidade de IL-10. TGF-B e IL-10 possuem acao anti-inflamatoria
e sdo capazes de inibir a ativacdo dos macrofagos induzido por INF- vy, inibindo
a liberacdo da diferenciacéo de linfocitos Thl e a liberacdo metabdlicos téxicos,
estando assim associados ao aumento na susceptibilidade a infeccao
(GUEDES et al, 2009; RIOS et al, 2020).

Os anticorpos anti-T. cruzi sédo indispensaveis no controle da infeccéo e,
apesar de ndo eliminarem o parasita de forma eficaz, modelos experimentais
demonstraram maiores taxas de sobrevivéncia nos animas que produzem
anticorpos quando comparados com animais nocauteados e incapazes de
produzir anticorpos. Estudos recentes apontam que a maioria dos linfécitos B
nao sintetizam anticorpos especificos durante os primeiros dias de infeccao,
ocorrendo esse fenbmeno apenas no final da fase aguda. Diferentes
imunoglobulinas, principalmente 1gG, estdo envolvidas na eliminacéo local e
sistémica do parasito através do complemento, aglutinacdo e citotoxicidade.
Dessa forma, o papel protetor de anticorpos estd associado a capacidade de
reconhecerem antigenos, formarem agregados que fixam o complemento,
aumentando a opsonizacdo e 0s mecanismos citotéxicos (KUMAR et al, 1998;
BERMEJO et al, 2010).
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Figura 5. Resposta imunolégica ao Trypanosoma cruzi. Células do sistema imune inato
(macréfagos, células dendriticas e células NK) atuam como linha de frente no combate ao
parasito e secretam IL-12, IFN-y e TNF-a. A IL-12 participa na ativagdo de células NK, que
liberam IFN-y e estimulam a producdo de O6xido nitrico pelos macréfagos que
consequentemente destroem os parasitos. A producdo de TNF-a também favorece esse
mecanismo. As células dendriticas atuam na resposta imunitaria adquirida favorecendo a
diferenciag8do de linfocitos Thl, T CD8+ e linfocitos B. Os linfocitos T CD8+ favorecem a
eliminagdo do parasito pela destruicdo de células infectadas com formas amastigotas
(Adaptada de: JUNQUEIRA et al, 2010).

10.Patogénese da doenca de Chagas

A patogénese da DC é multifatorial, com interagbes complexas entre
patdogeno e hospedeiro ainda pouco compreendidas. Varias teorias tentam
explicar as lesdes presentes na fase conica da infec¢cdo, com mecanismos que
incluem dano ao tecido mediado diretamente pelo parasito, dano celular

ocasionado por efeitos de respostas imunes ndo especificas,
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microvasculopatia, que leva a isquemia e inflamacdo do tecido, e
autoimunidade, que pode desencadear outros mecanismos patogénicos.
Assim, as trés principais teorias que utilizam esses processos para elucidar a
patogénese da DC s&o: a teoria da persisténcia do parasito, a teoria da
autoimunidade e a teoria integradora (BONNEY E ENGMAN, 2008;
GUTIERREZ et al, 2009; NUNES et al, 2013; ANDRADE et al, 2014, WESLEY
et al., 2019).

9.1 Persisténcia do parasito

A primeira hipotese que tenta explicar a génese da doenca é
fundamentada na persisténcia do parasito, uma vez que o T. cruzi tem tropismo
por células musculares, em especial as cardiacas. Durante a infeccédo, as
formas tripomastigotas invadem células do hospedeiro (macrofagos, células da
neuroglia central e periférica, fibroblastos e células musculares estriadas e
lisas), e se transformam em amastigotas que sofrem divisdo binaria,
ocasionando a ruptura das células, liberando antigenos parasitarios e ativando
a resposta imunitaria inflamatoria. Essa hipotese se sustenta na deteccdo do
parasito nos tecidos de pacientes infectados pelo T. cruzi, que sao identificados
por técnicas moleculares, como a PCR. A infiltracdo cardiaca exacerbada por
leucécitos também pode causar ruptura mecanica dos midcitos seguido de
infiltracdo mononuclear e fibrose (TEIXEIRA et al, 2006; TEIXEIRA et al, 2011).

A presencga do T. cruzi no tecido adiposo foi relatada nas décadas de
1970 (SHOEMAKER et al, 1970; SHOEMAKER et al, 1974) e 1990
(ANDRADE, 1995), em especial em adipécitos. Estudos demonstraram que o
tecido adiposo € um repositorio inicial e que o parasito € capaz de persistir no
hospedeiro, resultando em um estado inflamatério crénico através de uma
superregulacao de mediadores inflamatérios, incluindo citocinas e quimiocinas.
(FERREIRA et al, 2011).

Essa hipdtese tem sustentacdo na deteccéo do parasito nos tecidos de
pacientes cronicos, o uso de imagens de bioluminescéncia altamente sensiveis
que detectam o parasito expressando luciferase permitiu acompanhar por
tempos prolongados a infecgdo em modelos murinos, o que corroborou com

novas informagdes sobre a distribuicdo tecidual o T.cruzi. Durante a fase
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cronica do DC o T. cruzi teria tropismo por tecidos do sistema gastrointestinal e
ndo se localizaria no coragdo, apesar dos animais desenvolverem
caracteristicas cardiopatia relacionada a DC. A descricdo de que o tecido
adiposo e o intestino atuam como reservatérios do T. cruzi permitiu a
elaboracdo de uma nova proposta sobre a persisténcia do parasito, sugerindo
gue ocorram migracdes eventuais para o tecido cardiaco (LEWIS et al., 2014;
SILBERSTEIN et al., 2018).

Ademais, esses dados corroboram com achados recentes que
demonstram que formas amastigotas podem permanecer em estado de
dorméncia por um periodo prolongado, e posteriormente se transformam em
tripomastigotas, reiniciando novos ciclos de infeccdo no hospedeiro
(SANCHEZ-VALDEZ et al, 2018).

Outro mecanismo que o T. cruzi pode induzir dano a célula hospedeira é
através do estresse oxidativo. Complexos respiratorios mitocondriais de células
infectadas apresentam dano oxidativo com aumento de superdxido e espécies
reativas de oxigénio (ROS) no coracéo, levando a apoptose de cardiomiocitos
(BONNEY & ENGMAN, 2015).

Assim, a persisténcia do parasito e a qualidade da resposta imunitaria
determinariam a extensao do dano tecidual, entretanto, essa teoria ndo explica
a baixa letalidade nos pacientes com a DC aguda, quando a parasitemia é
muito elevada, em contrapartida aos pacientes com a cardiomiopatia cronica,
que apresentam carga parasitaria frequentemente indetectaveis, mesmo em
cortes histologicos das lesdes. Dessa forma, a rejeicdo das células sem a
presenca do T. cruzi reforca o envolvimento dos mecanismos de
autoimunidade na patogénese da DC (TEXEIRA et al, 2006).

9.2 Autoimunidade

Doencas autoimunes s&@o consequéncias de uma resposta imunitaria
contra autoantigenos que resulta de uma disfuncdo ou dano eventual no tecido
alvo. Apesar de a maioria das doencas autoimunes terem causa desconhecida,
€ possivel que uma infeccdo parasitaria possa ser o evento desencadeante.

Uma resposta imunitaria eficiente poderia resultar na reducdo substancial do
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namero de parasitos com um menor dano tecidual em pacientes
assintomaticos. Por outro lado, uma resposta imunitaria inadequada poderia
levar a persisténcia do parasito com consequentes lesfes teciduais. A hipotese
da autoimunidade foi sugerida pioneiramente por Santos-Buch e Teixeira
(1974), onde foi observado a interacdo citotoxica de linfécitos auto-reativos de
coelhos infectados pelo T. cruzi que rejeitavam e destruiam células
embrionérias alogénicas de coracao de coelho ndo parasitado. Além disso, a
hipétese de autoimunidade sugere que dano desencadeado pelo parasito
levaria a exacerbacdo da resposta imunitaria e quebra da autotolerancia,
resultando em reacdo imunoldgica indesejada contra moléculas proprias. Entre
0S mecanismos utilizados para elucidar a questdo estdo o mimetismo
molecular, mecanismos de ativacdo bystander e mutacbes resultantes da
integracdo do kDNA do T. cruzi no genoma do hospedeiro (ALBERT et al,
1999; ENGMAN E LEON, 2001; TEIXEIRA et al., 1983; CUNHA-NETO et al;
1996).

9.3 Mimetismo molecular

No mimetismo molecular, antigenos préprios do hospedeiro, como a
proteina ribossomal B13, apresentam semelhancas imunolégicas com
antigenos do agente infeccioso, o que leva a quebra de tolerancia a
autoantigenos por células T, e a resposta imunitaria que é gerada contra o
patdogeno reage de forma cruzada com estruturas do hospedeiro causando
danos aos tecidos. A demonstracdo de células T CD4+ de camundongos com
miocardite chagasica capazes de induzir dano cardiaco para camundongos
saudaveis corroboram com essa hipotese (ALBERT et al, 1999; ENGMAN E
LEON, 2001; TEIXEIRA et al., 1983; CUNHA-NETO et al; 1996).

No entanto, ndo existe consenso sobre as semelhancas moleculares
desencadearem dano cardiaco por reacdo inespecifica, visto que, quando
camundongos foram inoculados com parasito morto por aguecimento, ndo se
verificou dano cardiaco com a mesma intensidade que o observado com a

inoculagao com parasito vivo (BONNEY et al, 2013).

31



9.4 Ativacao Bystander

Respostas autoimunes por mecanismos de ativacdo bystander poderiam
ser desencadeadas por meio da exposicdo de proteinas intracelulares apés
danos ao tecido induzido pela persisténcia do parasito, com consequente
liberacdo de autoantigenos em um ambiente altamente inflamatério. Essa
ativacdo pode ser resultante de uma citélise do miocéardio devido a infec¢éo, o
que levaria a liberacao de proteinas préprias. Os niveis elevados de proteinas
do miocardio somados ao ambiente pro-inflamatério podem causar um
aumento de auto peptidios, estimulando a expansao de células T auto reativas.
Além disso, a presenca constante de antigenos do parasito pode desencadear
respostas imunes mediadas por células T CD4+ e CD8+, capazes de lesar as
células infectadas e ainda, as células ndo-infectadas. Esse estimulo
imunologico pode superar o limiar de autotolerancia e desencadear a producao
de autoanticorpos (BONNEY E ENGMAN, 2008; LEON E ENGMAN, 2001;
TEIXEIRA et al, 2011; KIERSZENBAUM, 1999).

9.5 Integracédo do kDNA

Outra vertente do estudo da autoimunidade da DC é a hipGtese que a
patogénese ocorra em decorréncia de mutacdes causadas pela integracao do
KDNA do T. cruzi no genoma do hospedeiro. (TEIXEIRA et al., 1983;
TEIXEIRA, 1986). Em pesquisas iniciais desenvolvidas por meio de técnicas de
citogenéticas e hibridizagdo in situ, foi observada a presengca do KDNA do T.
cruzi associado aos cromossomos de macrofagos de camundongos infectados.
Em 1994, Teixeira et al. demonstraram a integracdo do kDNA em cultura de
macrofagos originados de humanos infectados. Mais tarde, a integracdo do
kKDNA de T. cruzi foi observada tanto no genoma de hospedeiros humanos
infectados, como no genoma de coelhos e aves infectadas em laboratorio.
Além disso, os estudos do grupo sugerem que o principal sitio de integracéo do
kKDNA no genoma do hospedeiro séo os elementos retrotransponiveis LINE-1
(TEIXEIRA et al, 1991; TEIXEIRA et al, 1994; NITZ et al, 2004; HECHT et al,
2010; TEIXEIRA et al, 2006; TEIXEIRA et al, 2011).

Nos experimentos realizados em aves isogénicas, foi possivel observar

as integracdes do KDNA de T. cruzi nos animais mutados e na progénie. Além
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disso, as aves mutadas apresentavam manifestacdes clinicas como
cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca, semelhantes as observadas em
humanos com DC (NITZ et al, 2004; TEIXEIRA et al, 2011). Posteriormente
foram realizados estudos em células germinativas de humanos e a integracéo
do kKDNA foi igualmente observada. Os elementos retrotransponiveis LINE-1
foram novamente reconhecidos como o sitio preferencial de integracdo do
kDNA no genoma humano (HECHT et al, 2010).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um protocolo de
gPCR que permitiu a quantificacdo das integracdes de kDNA no genoma do
hospedeiro (WESLEY et al., 2019). Verificou-se que o benznidazol elimina a
infeccdo, porém nao previne a integracdo do KDNA, e que o AZT, uma droga
inibidora de retrotransposicdo, foi eficaz na diminuicdo do numero de

integracdes no genoma da célula hospedeira. (MORAES, 2016).

10. Retroelementos Line-1

Os elementos que se movem no genoma via RNA e usam a
transcriptase reversa, sdo conhecidos como retrotransposons. Os
retrotransposons sao divididos em dois grupos, elementos com longas
repeticbes terminais (LTR) e elementos ndo LTR (HANCKS E KAZAZIAN,
2016; MUNOZ-LOPEZ et al, 2016; RICHARDSON et al, 2015; GARCIA-PEREZ
et al, 2016).

O grupo de retrotransponsons LTRs sdo abundantes no genoma de
eucariotos. A estrutura e modo de replicacdo sao similares a de retrovirus e por
isso sdo conhecidos como retrovirus endogenos. Os dois grupos de
retroelementos ndo-LTRs de maior prevaléncia nos mamiferos sdo os SINEs
(sequencias repetitivas curtas) e LINEs (sequencias repetitivas longas)
(CASSE et al, 2006; FINNEGAN, 2012).

Dentro da familia dos LINEs, destaca-se o LINE-1 (L1), o mais
abundante, representando aproximadamente 17% de todo o genoma de células
eucaridticas. Apesar da maioria dos LINEs-1 estarem inativos devido a
mutacfes pontuais, truncamentos e rearranjos, 0s elementos ativos possuem
aproximadamente 6 kb, sendo compostos por uma extremidade 5 UTR onde
encontra-se o promotor da RNA polimerase Il, duas fases de leitura aberta
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(ORF1 e ORF2), uma extremidade 3’-UTR e uma calda poli-A. A ORF1 codifica
uma proteina com afinidade por RNA e com atividade de chaperona, essencial
na atividade de retransposi¢cdo do L1. A ORF2 codifica uma proteina com
atividades de endonuclease e transcriptase reversa. O processo de
mobilizacdo do L1 inicia-se quando o RNA intermediario € transcrito a partir da
acdo da RNA Polimerase Il, por meio de um promotor atipico localizado dentro
da sequéncia transcrita que ira garantir que o LINE possa ser transcrito
independentemente do local de integracdo. Esse RNA intermediario também ira
atuar como mMRNA e codifica proteinas importantes para a transposicdo, as
proteinas se ligam ao mRNA L1 e formam um complexo de ribonucleoproteinas
que, finalmente, migrara para o nucleo, onde a nova insercdo de L1 sera
realizada por transcricdo reversa. (HANCKS E KAZAZIANE, 2016; SCOTT E
DEVINE, 2017).

Enquanto algumas insergbes de LINEs e SINEs regulam a expresséo
génica, em outros momentos, a retrotransposicdo pode ser deletéria,
originando algumas doencas. As insercdes de LINEs e SINES estédo envolvidas
em centenas de doencas genéticas, gerando alterac6es na metilacdo do DNA e
como consequéncia o inicio de diversos processos neoplasicos. Ou ainda a
recombinacdo homdéloga mediada por LINE/SINE, leva a perda de sequéncias
de DNA e instabilidade genbmica por delecbes e rearranjos, tendo como
consequéncia a geracdo de diferentes tipos de cancer e doencas genéticas,
como o cancer de proéstata, deficiéncia do complexo de piruvato desidrogenase,
13 leucemias, sindrome de Alport, cancer de mama, cancer colorretal
hereditario ndo poliposico, doenga de Von Hippel-Lindau (ELBARBARY et al,
2016).

11.Teoria integradora da patogénese da doenca de Chagas

Recentemente, foi proposta uma teoria integradora para esclarecer a
guestdo da patogénese da DC (Figura 6). Essa hipotese propde que multiplos
mecanismos atuam conjuntamente na génese das lesdes presentes na DC
cronica. Apo6s invadir as células hospedeiras, o T. cruzi se multiplica e se
dispersa por todo corpo, ativando o sistema imune inato e o adaptativo com a
producédo de citocinas pro inflamatérias, como INF-y e TNF, além de anticorpos

IgM, na tentativa de eliminar o parasito. Sinergicamente, a medida que as
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células séo invadidas, os minicirculos de kDNA s&o transferidos para o genoma
do hospedeiro, o0 que pode apresentar um mecanismo adaptativo do T. cruzi. A
presenca de parasitos na medula 0ssea resulta na alteracdo de células B
imaturas e na reducdo de células B maduras, o que estaria favorecendo a
persisténcia do parasito em estado de laténcia. Além disso, foi observada uma
correlacdo entre IL-4 e a carga parasitaria no intestino, o que néo foi visto no
coracdo e na medula éssea. Os autores sugerem que a IL-4 favoreceria a
localizacdo do parasito no intestino evitando respostas autoimunes. Dessa
forma, o INF-y teria um o papel crucial na resposta imunoldgica contra o
parasito e também na producdo de anticorpos autoreativos. A quebra do
equilibrio entre IL-4 e INF-y levaria a interrupcao da laténcia do T. cruzi, que
poderia migrar novamente para medula 6éssea e retomar o processo patologico,
com a integracao do kDNA, producao de autoanticorpos, inflamacéao crénica do
tecido e lesdo (WESLEY et al, 2019).
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Figura 6. Teoria integradora da patogénese da doenca de Chagas. Durante a fase aguda
da doenca de Chagas, o T. cruzi se multiplica e se espalha pelo corpo, ativando o sistema
imune e consequente producédo de citocinas préinflamatoias e IgM. A medida que o parasito
invade as células do hospedeiro, os minicirculos de kDNA sé&o transferidos para o genoma do
hospedeiro. Parasitos presentes na medula 6ssea comprometem a producdo de células B
maduras e favorecem a persisténcia do parasito em estado de laténcia no intestino. O equilibrio

entre IL-4 e IFN-y pode ser decisivo, o desequilibrio dessas citocinas leva a interrupcdo do
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estado de laténcia do T. cruzi que podera migrar para medula 6ssea novamente e retomar o

processo patolégico (Wesley et al, 2019).
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[I. Justificativa

A DC é um importante problema de saude publica mundial. Ndo ha
vacina para auxiliar na prevengao e controle da doenga e os medicamentos
disponiveis ndo sdo eficazes na fase cronica da infeccdo, além de
apresentarem efeitos colaterais graves. Os esforcos para gerar novas terapias
sao dificultados por limitacdes da compreensdo da biologia do parasito e dos
mecanismos patogénicos. Isso reflete em mudltiplas teorias que tentam explicar
0S processos envolvidos nas lesbes caracteristicas da DC, ora ressaltando a
importancia do parasito e, em outros momentos, indicando a participacdo de
respostas autoimunes. Apesar de distintas, tais teorias ndo sdo excludentes e

necessitam ser avaliadas de maneira integrada.

Assim, é imprescindivel aprofundar o conhecimento relacionado a
patogénese da doenca, avaliando a acdo conjunta de diversos fatores na
génese das lesdes teciduais e consequentemente, na diversidade das
manifestacdes clinicas presentes na DC. Identificar tais fatores podera auxiliar

no processo de elaboracdo de novas estratégias para o tratamento.
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[ll.  Objetivos
1. Geral

Estudar a patogénese da doenca de Chagas de forma integrativa, avaliando a
influéncia de fatores relacionados ao parasito e ao hospedeiro nas diversas

manifestacdes clinicas durante a fase crénica da doenca de Chagas.

2. Especificos

o Avaliar a influéncia da carga parasitaria na evolugéo clinica da doenga
de Chagas cronica,;

o Detectar o acumulo de integrac6es de kDNA de T. cruzi no genoma dos
pacientes e avaliar se est4 associado a progresséo da doenca;

o Quantificar as sequéncias de retroelementos LINE-1 no genoma dos
pacientes com diferentes sintomas da DC cronica,

o Avaliar a producéo de citocinas nas diferentes apresentacdes clinicas da
doenca de Chagas crénica;

o Detectar e associar a producdo de anticorpos anti-T. cruzi e de
autoanticorpos com as manifestacbes cardiacas, digestivas,
cardiodigestivas e com a forma indeterminada da doenca de Chagas
cronica;

o Realizar a analise de correlacdo dos fatores associados ao parasito e ao
hospedeiro nas diferentes apresentacées clinicas da doenca de Chagas

cronica.
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V. Metodologia

1. Grupo experimental

Foram coletadas amostras de sangue de 176 pacientes com diagnéstico
sorologico positivo para Doenca de Chagas, atendidos no ambulatério de
Doencas Infecto-parasitarias do Hospital Universitario da UNB (HUB) de abril

de 2016 a maio de 2017. Os critérios de inclusao foram:

e Ser maior de 18 anos;

e Ter em seu prontuario comprovacao do diagnostico da DC através
de pelo menos dois testes sorologicos positivos, entre os quais
imunoenzimético (ELISA), imunofluorescéncia indireta, e/ou
hemaglutinagdo indireta;

e Estar em acompanhamento regular ou em primeira consulta no
HUB.

Foram critérios para exclusdo ter valvopatias de repercussdo pelo
menos moderada, doenca arterial coronaria, hipertensdo arterial grave,

diabetes mellitus descompensada ou alguma outra doenca infecto-contagiosa.

Todos os pacientes foram convidados a participar da pesquisa durante a
consultas clinicas no servico de infectologia, receberam informacdes sobre o
estudo e, apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), foram encaminhados para coleta de sangue periférico e agendamentos

de exames cardiolégicos e raio X de torax.

Todos os individuos estavam na fase cronica da infeccdo e eram
provenientes de diferentes localidades: Bahia, Ceara, Goias, Distrito Federal,
Goiéas, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Tocantins,
sendo o estado da Bahia com maior niumero de representantes, 99 pacientes.
A média de idade dos pacientes era de 46,8 anos.

Os pacientes foram divididos em trés grupos de acordo com a apresentacao
clinica (Tabela 1). O grupo cardiaco foi composto por 49 pacientes, dentre eles,
17 haviam realizado tratamento com Benznidazol. O grupo Indeterminado foi

constituido por 115 individuos, dentre eles, 38 passaram por tratamento. No
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grupo digestivo, se enquadraram 22 pacientes, onde 6 foram tratados com
benznidazol. E por fim, o grupo de apresentacdo mista foi composto por 9
pacientes com manifestacdes cardiacas e digestivas, e 3 haviam realizado

tratamento.

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais de acordo com a apresenta¢ao clinica

Formaclinica Feminino/Masculino Média de idade Tratados com

Benznidazol

84/31 (115) 47,3
17/13 (30) 45,1 11
12/10 (22) 45,8 6
4/5 (9) 49,0 3

Foi coletado sangue da veia braquial seguindo todos os padrbes de
qualidade pré-analitica. Os tubos de coleta utilizados foram tubos com tampa
roxa (EDTA) e tubos com tampa vermelha e aro amarelo contendo gel
separador. Apds a coleta, as amostras foram armazenadas em caixa de
transporte contendo gelo e temperatura entre 2° e 4°C até a chegada no
Laboratdrio Interdisciplinar de Biociéncias (LabIBC) da Universidade de Brasilia

(UNB), onde foram processadas para extracao de DNA e separacao de soro.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia com namero de parecer 1.521.680.

2. Extracdo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada com o kit Wizard Genomic DNA
Purification da Promega, de acordo com as instru¢des do fabricante. Apos a
extracdo, o DNA foi quantificado no aparelho Nanovue (GE life Science). A
qualidade do DNA extraido foi testada a partir de PCR utilizando primers para o
gene da B-actina e a visualizacdo dos produtos amplificados foi feita pela
eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) 0,8%, corado com Brometo de
Etidio 0,5 mg/mL, em tampao de TAE (Tris acetato 90mM pH 8,0; EDTA
24Mm). O DNA foi mantido a — 20 °C até o momento do uso.
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3. PCR quantitativa (qPCR)

Os dados das gPCRs foram analisados por quantificagdo absoluta. Para
isso, foram construidas curvas padrao a partir de diferentes concentracdes de
DNA de T. cruzi. Foram realizadas diluicdes seriadas de DNA do parasito (de
10° a 107 parasitos equivalentes /100ng de DNA para o nDNA, e de 10° a 107
parasitos equivalentes /100ng de DNA para o KDNA). A curva padrao do nDNA
apresentou eficiéncia de 96.4%, Rz = 0.953 e slope de —-3.41, enquanto a de
kDNA apresentou eficiéncia de 96.6%, R? = 0.951 e slope de —3.41 (Figura 7).
Essas curvas foram salvas e utilizadas para a quantificacdo de todas as
reacfes de gPCR através do uso da equacédo da reta (y = a+b, onde y € o Cq
da amostra; x € a quantidade do produto amplificado a ser calculada; a é o
coeficiente angular da reta e b é o coeficiente linear).

nDNA 45 v =-34102x + 27,993 kDNA a v =-3,4072x + 32,833
" R =0,9525 o R = 09505
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Figura 7: Curvas padrdo de qPCR para nDNA e KDNA. As curvas foram obtidas a partir de
diferentes concentra¢des do Trypanosoma cruzi.

A gPCR para amplificacdo de nDNA do T.cruzi foi utilizada para a
determinacdo da carga parasitaria e usou os iniciadores TcZ3 (5' TGC ACT
CGG CTG ATC GTT T 3') e TczZ4 (5'-ATT CCT CCA AGC AGC GGA TA 3'),
gerando um produto de aproximadamente 168 pb (NDAO et al., 2000). Cada
reacdo continha 100 ng de DNA molde, 0,2 uM de cada iniciador, 10 yL de
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA), em um
volume final de 20uL. As qPCRs foram realizadas em placas de 96 pocos
(Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp®), em triplicata, no termociclador
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7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA), nas seguintes
condigdes:

50 °C/10 min

95 °C/10 min

95 °C/15 seg

60 °C/45 seg X 40

72 °C/10 seg

Para a quantificacdo dos minicirculos de kDNA, foram utilizados os
iniciadores S36 (5'GGT TCG ATT GGG GTT GGT G3’) e S67rev (5°GAA CCC
CCC TCC CAA AAC C3’), gerando um produto de cerca de 250pb (Hecht et al,
2010). As demais condicdes da reacao foram as mesmas da qPCR de nDNA,

nas seguintes condicdes:

50 °C/2 min
95 °C/10 min
95 °C/15 seg
60 °C/45 seg X40

72 °C/10 seg

Com a utilizagcdo do sistema SYBR Green, foi possivel obter a curva de
dissociacao (Melting curve) no final dos ciclos de amplificacdo da gPCR. Essa
curva indica o ponto correspondente a temperatura de dissociacdo dos
iniciadores especificos para as sequéncias-alvo pesquisadas. A curva de
dissociacdo € essencial para verificar se a amplificacdo foi especifica, com a
formacao do produto de PCR desejado. Neste caso, a curva de dissociagéo

apresenta um pico unico. O aparecimento de varios picos na curva sugere a
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formacao de produtos inespecificos na reacdo ou dimeros de iniciadores. Além
disso, para quantificar as integracbes do KDNA do T. cruzi foi utilizado
protocolo padronizado por Moraes, 2016, onde a razdo kDNA/nDNA representa

0 acumulo de integracdes de kDNA no genoma hospedeiro.

Para quantificacdo de LINE-1 no genoma de pacientes com a DC,
realizamos um gPCR foram utilizados iniciadores L1-ORF1 (5-ACA CCT ATT
CCA AAA TTG ACC AC-3 ') e L1-ORF1-REV (5-TTC CCT CTA CAC ACT GC
TTTGA-3 '), conforme descrito por Sunami et al, 2008. As reacdes foram
padronizadas com 2 uyL de DNA, 0,8 uM de cada primer, 10 yL de Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, EUA), em um volume
final de 20 pL. As condi¢cbes da reacéo foram:

50 °C/2 min
95 °C/10 min
95 °C/30 seg
64 °C/30 seg X35

72 °C/30 seg

4. Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatico Indireto (ELISA)

Os soros dos pacientes foram obtidos a partir de 3 mL de sangue,
coletados sem anticoagulante e em tubo com gel separador. A separacao do
soro foi realizada apos centrifugacao dos tubos por 15 min a 10000 rpm. Os
soros foram armazenados a — 20 °C até o momento do uso. Para determinar o
titulo de anticorpos anti-T.cruzi, anti-proteinas cardiacas e intestinais
produzidos pelos pacientes, as amostras de soro foram submetidas a técnica

de Ensaio de Imunoabsorcdo Enziméatica Indireto (ELISA) (Lauria-Pires,2000).

Para a producéo de antigenos totais de T. cruzi, foram centrifugados 1
mL das formas epimastigotas de T. cruzi crescidas em meio Minimo Essencial
(DMEM) (4.500 rpm por 10 minutos), o sedimento foi lavado trés vezes com
PBS 1X pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline, 58,44M NaCl; 74,55M KCI,
136,09M KH2PO4; 141,96M Na2HPOa4) e o pellet foi ressuspendido em 3 mL de
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agua Milli-Q. As células foram lisadas por congelamento (-20°C) e
descongelamento (temperatura ambiente) por trés ciclos e centrifugadas
novamente (14.000 rpm, por 10 minutos). Apds esse procedimento, foi
determinada a concentracdo proteica do antigeno total de T. cruzi por

espectrofotometria, com o NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Science, UK).

Para a producdo de antigenos cardiacos e intestinas, foram
centrifugados 20 pL de células cardiacas (cardiomidcito), derivadas da linha
celular DF-19-9-11T de células-tronco pluripotentes induzidas, que foram
diferenciadas em cardiomiécitos usando o protocolo GiWi (LIAN et al., 2013;
ZHANG et al., 2019) (> 80% puro), e 20 pL de células epiteliais intestinais
(CACO-2) crescidas em DMEN 10% (4.500 rpm por 10 min), lavadas por trés
vezes com PBS 1X pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline, 58,44M NaCl; 74,55M
KCI; 136,09M KH2PO4; 141,96M Naz2HPO4) e ressuspendidos em 3 mL de agua
Milli-Q. As células foram lisadas por congelamento (-80° C) e descongelamento
(37° C) por trés ciclos e centrifugadas novamente (14.000 rpm, por 10 minutos).
ApoOs esse procedimento, foi feita a quantificacdo da concentracdo proteica do
antigeno por meio de espectrofotometria, com o NanoVue Plus® (GE
Healthcare Life Science UK).

Sensibilizacdo das placas: As placas de fundo chato com 96 pocos
foram sensibilizadas com os antigenos extraidos (0,2 ug/pog¢o de antigeno de
T. cruzi solubilizado em tampéo PBS 1X pH 7,4; 0,5 pg/pogco de antigeno
cardiaco solubilizado em tampdo PBS 1X pH 7,4; 2ug/pogo de antigeno
intestinais solubilizado em tampédo PBS 1X pH 7,4) em um volume de 50
ML/poco e incubadas overnight em camera Umida, a 37°C. Para retirar o
excesso de antigeno, as placas foram lavadas com PBS-Tween (PBS com
0,05% de Polissorbato 20) e, posteriormente, foram acrescentados 150 pL de
PBS- Leite 1X (pH 7,4, com 5% de leite desnatado) para bloquear a adesao de
proteinas nos sitios inespecificos. Entdo, foram incubadas novamente por 1
hora a temperatura ambiente em cadmara umida e, posteriormente, lavadas com

PBS-Tween por trés vezes.

Incubacdo do 1° anticorpo: os soros dos pacientes foram diluidos na
razdo 1:100 em PBS- Leite 1X (pH 7,4, com 2% de leite desnatado) e foram
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adicionados 50 uL/pogo, em triplicata. Seguiu-se com a incubacédo por 1 hora e
meia a 37°C, em camara Umida. O excesso de soro diluido foi descartado e
foram realizadas trés lavagens com PBS-Tween.

Incubacéo do 2° anticorpo: Depois, as placas foram incubadas com o
anticorpo secundario, Anti-lgG humana (Sigma-Aldrich®) conjugado a enzima
peroxidase, diluido 1:5000em PBS-Leite 1X (pH 7,4, com 2% de leite
desnatado), adicionando 50 pL/pogo, seguindo com a incubagdo na camara

umida nas mesmas condi¢des usadas para o 1° anticorpo.

Revelacdo da reacdo: Adicionou-se 50 uL/pogo da solugéo reveladora
(Sigma) composta pelo cromogeno pnPP (p-nitrofenol fosfato), diluido em
Tampéo de Dietanolamina pH 9,8 (C4H11NO2, MgCl2). A placa foi incubada por
12 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz e a leitura foi realizada
a 490 nm no espectrofotdbmetro (BioTeK®- Synergy HT).

O ponto de corte das amostras foi estabelecido por meio da férmula
[(média dos controles negativos x 2) — (média dos brancos)] (Nybo, 2010). A
partir do valor do ponto de corte, foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram uma densidade 6ptica (DO) 10% acima desse valor e negativas,

aguelas com DO 10% abaixo do ponto de corte.
5. Dosagem de citocinas

Foi realizada a dosagem de interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-17A (IL-17A), fator de
necrose tumoral (TNF) e interferon-y (IFN-y) com o kit Cytometric Bead Array
(CBA) human Th1/Th2 Cytokine Kit (BD Bioscience), respeitando as
recomendacdes do fabricante. Inicialmente, adicionou-se 25 pyL dos soros em
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL devidamente identificados. Além dos soros,
também foram adicionados os controles da reacdo que foram preparados por
meio de diluicdo seriada a partir do Top Standard, incluido no kit. Em
sequéncia, foram adicionados 25 pL de capture beads e 25 pyL de Human
Th1/Th2 PE Reaction Reagent. Os tubos foram incubados por trés horas a
temperatura ambiente em local sem exposicdo de luz. Apés o periodo de
incubagéao, adicionou-se 500 yL de Wash Buffer em cada tubo e centrifugou-se

a 200 x g por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionaram-se
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mais 250 yL de Wash Buffer em cada tubo, ressuspendendo o precipitado.
Duzentos microlitros do conteudo total dos tubos foram transferidos para uma
placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em citdbmetro D LSRFortessa™. Os

dados foram analisados no software FCAP 3.0 (BD Biosciences®, USA).
6. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o SAS® (v.9.4, cary,
Carolina do Norte), considerando-se 5% de nivel de significancia. Os dados
foram submetidos & andlise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.
Comparacdes considerando as formas de apresentacdo da doenca como fator
fixo foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis com posterior comparacao 2
a 2 pelo teste de Wilcoxon. Para as variaveis qualitativas, foram realizadas
analises de frequéncia utilizando o teste do qui-quadrado. N&o obstante,
analise de correlacéo foi efetuada a fim de evidenciar as correlacfes entre as
variaveis estudas em cada grupo experimental. Por dltimo, os dados foram
submetidos a analise de componentes principais no intuito de descrever

graficamente a variacdo do conjunto de variaveis.
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V. Resultados

1. Quantificacdo da carga parasitaria e sua influéncia na evolucao
clinica da doenca de Chagas crbnica

Para quantificar a carga parasitaria do T. cruzi, foi realizada PCR
quantitativa com primers especificos para o DNA nuclear do parasito e,
posteriormente, foi analisado se esta carga parasitaria estava diretamente
relacionada com o surgimento e agravamento dos sintomas clinicos na fase
cronica da infeccdo. No grupo dos indeterminados, a média da quantidade de
parasitos detectados foi de 0,54 * 2,34 parasitos equivalentes/100 ng de DNA.
No grupo dos pacientes com manifestagfes digestivas, a média foi muito
similar: 0,54 % 2,35 parasitos equivalentes /100 ng de DNA. De interesse, em
72,72% desses pacientes, ndo foi possivel detectar carga parasitaria. No grupo
cardiaco, a média da quantidade de parasitos detectados foi a menor (0,25 £
2,37 parasitos equivalentes /100 ng de DNA), enquanto o grupo da forma mista
da infeccéo teve uma maior concentracdo de parasitos detectados, com média
de 1,3 + 0,99 parasitos equivalentes / 100 ng de DNA. Apesar das diferentes
concentragbes do DNA do T. cruzi identificadas nos pacientes, os dados n&o
apresentaram diferenca significativa, como demonstrado na figura 8A. Foi
analisada também a carga parasitaria entre pacientes tratados e nao tratados
com Benznidazol e novamente ndo se observou diferenca estatistica entre os

grupos (Figura 8B).
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Figura 8: Determinacdo da carga parasitaria em pacientes com doenca de Chagas
crdnica. A) Carga parasitaria entre os grupos com diferentes manifestacdes clinicas. B) Carga
parasitaria entre pacientes tratados e nao tratados com Benznidazol.

2. Acumulo de integracbes de kDNA de Trypanosoma cruzi no

genoma dos pacientes com doenca de Chagas cronica

Com o intuito de quantificar as integracdes do kDNA do T. cruzi no genoma
do hospedeiro e avaliar como essas integracdes estariam influenciando no
surgimento e gravidade das manifestacdes clinicas, foram utilizados primers
especificos para regides conservadas de kDNA. Para calcular a quantidade de
sequéncias de kDNA integradas no genoma dos pacientes, foi utilizada a razéo
KDNA/NnDNA, e dessa forma, foi possivel excluir as sequéncias de kDNA
presentes no parasito. O ponto de corte utilizado foi de 0,9, por ser a maior
razdo KDNA/nDNA encontrada nos pools das diferentes cepas de T. cruzi
testadas (Figura 9). Quando avaliados qualitativamente, 81,8% dos 176
pacientes apresentaram integracdes do kKDNA, sendo que, no grupo dos
cardiacos, 70% tiveram integracbes detectadas, 85,22% no grupo dos
indeterminados, 77,28% no grupo das manifestacdes digestivas e 88,89% no
grupo da manifestacdo mista. Analisando os dados quantitativamente, o grupo
indeterminado teve maior quantidade de integracbes (14.136,16 + 51.756,5),
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seguido do grupo cardiaco (10.096,82 + 52.184,66), digestivo (5.468,12 +
52.622,89) e misto (231,4 £ 59.561,87) (Figura 10A).

14 4

1.2

=
-

Razdo kDNA/NDNA
=

04

0.2

Colombiana ClBrener Y

Figura 9: Determinacdo da razdo kDNA/nDNA em pools de amastigotas de Trypanosoma
cruzi. A propor¢cdo de DNA mitocondrial (kDNA) e DNA nuclear (nDNA) das linhagens
Colombiana, CL Brener e Y de T. cruzi foi determinada mediante amplificacdo das sequéncias-
alvo por gPCR. Valores superiores a razdo méaxima obtida para cada cepa representa o ponto
de corte a partir do qual se considerou que ocorreu integragdo dos minicirculos de kDNA no

genoma do hospedeiro.

Quando realizada uma analise de dois em dois grupos (Wilcoxon), foi
possivel observar diferenca significativa (p<0,05) entre a quantidade de
integracdo do grupo da forma indeterminada em relacdo ao grupo da forma
cardiaca, sendo o mesmo observado ao se comparar o grupo indeterminado e

0 grupo da forma mista (Figura 10A).
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3. Quantificacdo de retroelementos LINE-1 no genoma dos pacientes

com doenca de Chagas cronica

Para avaliar se a infeccdo pelo T. cruzi influencia a quantidade de
retroelementos LINE-1, principal sitio de integracdo do KDNA no genoma
humano (HECHT et al, 2010) foi realizada uma gPCR utilizando primers
especificos para a enzima transcriptase reversa do LINE-1 humano. Entretanto,
nossos resultados ndo mostraram diferenca estatistica na quantidade de LINE-
1 entre os pacientes com diferentes formas de apresentacao da doenca (Figura
10B).
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Figura 10: Quantificacdo de integrac6es de KDNA e elementos LINE-1 no genoma de
pacientes com doenca de Chagas cronica. A) O acumulo das integragfes de kDNA foi
avaliada em pacientes com diferentes apresentacdes clinicas da doenca de Chagas
(indeterminada, digestiva, cardiaca e mista). O grupo da forma indeterminada difere
estatisticamente do grupo da forma cardiaca (p<0,05) e do grupo da forma mista (p<0,05). B)
Quantificacao de retroelementos LINE-1 no genoma dos pacientes. N&o foi possivel observar

diferenca estatistica entre os grupos.
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4. Quantificacdo das citocinas produzidas por pacientes com

diferentes manifestagdes clinicas da doenca de Chagas

Para quantificar concentracdes plasmaticas de interleucinas e citocinas
pré inflamatorias e anti-inflamatérias envolvidas no processo da resposta
imuninitaria do hospedeiro ao T. cruzi, realizamos, por citometria de fluxo, a
dosagem de IL-2 (envolvida no processo anti e pré-inflamatério), IL-6, IL-17A,
TNF-a e INF-y (relacionadas a uma resposta pré-infamatoria), e IL-4 e IL-10,

(implicadas em uma resposta anti-inflamataoria) (Figura 11).

Em relagdo a concentragdo de IL-2, foi observada diferenca estatistica
apenas entre o grupo formado por pacientes com a forma indeterminada (0,10
+ 1,03 pg/mL) e o grupo de individuos com forma mista (0,84 + 1,12 pg/mL),
com p<0,05 (grupo cardiaco: 0,55 + 1,02 pg/mL; digestivo: 0,54 + 1,04 pg/mL).
Ja em relacdo a producdo de IL-6, IL-17A e INF-y, ndo houve diferenga

significativa entre os pacientes com diferentes manifestacdes clinicas.

Também foram quantificadas as concentracdes plasmaticas de TNF-q,
observando-se que os pacientes com a forma digestiva (1,37 + 1,73 pg/mL)
apresentavam maiores concentracfes de producdo dessa citocina em relacéo
aos demais pacientes, com diferenca estatistica quando comparado ao grupo
de individuos com a forma indeterminada (0,05 * 1,35 pg/mL; p<0,05),

sugerindo a acdo de um processo inflamatoério mais acentuado nesse grupo.

Finalmente, quando quantificadas as citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e
IL-10), nao foi identificada diferenca significativa na producdo dessas citocinas

entre os pacientes dos grupos estudados.
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Figura 11: Quantificacdo das citocinas pro- e anti-inflamatorias produzidas por pacientes
na fase crénica da doenca de Chagas. Avaliacdo da producéo de citocinas circulantes, por
citometria de fluxo, em pacientes com diferentes apresentagdes clinicas da doenca de Chagas.
Os valores em cada retangulo representam a média de produgédo de cada citocina para seu
respectivo grupo. Os asteriscos representam a diferenca estatistica das concentracdes de
producdo de determinada citocina entre os diferentes grupos. A saber, a quantificacdo de IL-2
demonstrou diferenca estatistica entre o grupo de forma indeterminada e o grupo de forma
Mista (p<0,05). A gquantificacdo de TNF-a nos grupos experimentais demonstrou diferenga

estatistica entre o grupo de forma Digestiva e o grupo de forma Indeterminada (p<0,05).

5. Avaliagdo de marcadores da resposta imunitaria humoral ao
Trypanosoma cruzi e a autoantigenos

Para avaliar a resposta imunitaria humoral nos pacientes estudados,

realizamos a quantificacdo de anticorpos especificos para o T. cruzi e também

de anticorpos séricos contra antigenos de células cardiacas e intestinais pelo

método de ELISA. Como todos os pacientes se encontravam na fase crénica

da infeccao, foi realizada apenas a quantificacdo de anticorpos do tipo IgG. Em
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relacdo a resposta humoral contra o T. cruzi, verificou-se a presenca de
anticorpos especificos em todos os pacientes testados, mas sem diferenca
estatistica entre os grupos (forma indeterminada: 1,13 + 0,53 U/uL; cardiaca:
1,25 + 0,53 U/uL; digestiva: 1,25 + 0,53 U/uL; mista: 1,24 + 0,55 U/uL) (Figura
12A).

Ao analisar a producao de autoanticorpos do tipo 1gG, observamos que
todos os pacientes apresentavam anticorpos reagentes contra antigenos
extraidos de células cardiacas (forma indeterminada: 0,33 = 0,13 U/uL;
cardiaca: 0,37 + 0,13 U/uL; digestiva: 0,34 + 0,13 U/uL; mista: 0,30 + 0,11
U/uL) e de células intestinais (forma indeterminada: 0,36 + 0,24 U/uL; cardiaca:
0,45 + 0,24 U/uL; digestiva: 0,48 = 0,24 U/uL; mista: 0,50 = 0,26 U/uL),
entretanto, a analise estatistica ndo mostrou diferencas entre o0s grupos
(Figuras 12B e 12C).
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Figura 12: Quantificacdo de anticorpos do tipo IgG em pacientes com doenca de Chagas
crdnica. A) Quantificacdo de anticorpos especificos ao Trypanosoma cruzi. B) Quantificacdo
de autoanticorpos contra antigenos extraidos de células cardiacas. C) Quantificacdo de auto-

anticorpos a antigenos extraidos de células intestinais.

6. Analise de correlacao

A interacdo entre os diversos fatores avaliados neste estudo, em
pacientes com diferentes manifesta¢des clinicas da doenca de Chagas, foi
verificada através de uma analise de correlacdo. Inicialmente, foi analisada a

correlacdo entre os diferentes valores quantitativos obtidos no estudo sem
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separacao dos pacientes segundo a apresentacao clinica. Assim, na Figura 13,
observamos uma correlacdo entre a carga parasitdria e quantidade de
anticorpos especificos contra o T. cruzi (p < 0,05), bem como entre a
quantidade de integracdes com a producédo de IFN- y e IL-6 (p < 0,05). De
interesse, as citocinas e interleucinas avaliadas apresentaram diferentes
correlagdes com significancia estatistica, a saber: a maior producédo de TNF-a
esta relacionada a uma maior producao de IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4 (p < 0,001) e
IL-17A (p < 0,05). O mesmo foi observado com a IL-2, onde sua maior
producdo estava relacionada ao aumento na producao de IL-17A (p < 0,001),
IFN-y e IL-6 (p < 0,05). O aumento de IL-6 mostrou correlagdo com a producao
de IL-17A, INF-y e TNF-a (p < 0,001). Ja a interleucina anti-inflamatéria IL-10
apresentou correlacdo com a maior producéo de IL-4 (p < 0,05). Ademais, foi
observada correlacdo entre a quantidade de retroelementos LINE-1 com a
producdo de autoanticorpos contra proteinas de células cardiacas (p < 0,05),
INF-y (p <0,01) e IL-6 (p < 0,05).
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Figura 13: Correlacdo entre pardmetros quantitativos avaliados nos pacientes com
diferentes apresentagdes clinicas da Doenga de Chagas. ***: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05.
CP: quantificacdo de DNA nuclear; I: quantificacdo de integracdes do kKDNA no genoma do
hospedeiro; quantidade de LINE-1: LINE-1; IgG_TC: Anticorpos IgG especificos para o
Trypanosoma cruzi; IgG_C: Autoanticorpos anti proteinas de células cardiacas; IgG_I: Auto-
anticorpos anti proreinas de células intestinais; IL-17A: Interleucina 17A; IFN: Interferon v;
TNF: Fator de necrose tumoral a; IL-10: Interleucina 10; IL-6: Interleucina 6; IL-4: Interleucina 4;
IL-2: Interleucina 2.

6.1.Analise de correlacdo de fatores avaliados em pacientes com a

forma indeterminada da doenca de Chagas

A andlise de correlagdo realizada com os dados quantitativos dos
pacientes com a forma indeterminada (Figura 14) demonstrou relagéo
significativa entre interleucinas pré-inflamatoérias, tais como: IL-2 X IL-17A
(p<0,001), IL-2 X INF-y (p<0,001), IL-2 X TNF-a (p<0,05), IL-6 X IL-17A
(p<0,05), IL-17A X INF-y (p<0,001). Entre as citocinas anti-inflamatorias,
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apenas a IL-10 teve relacao significativa com outras citocinas, IL-6 (p<0,001) e
IL-2 (p<0,05).

Observados o0s parametros da resposta imunitaria humoral, ficou
evidenciado que a producdo de auto-anticorpos contra proteinas de células
intestinais se correlacionou as interleucinas inflamatorias IL-2 (p<0,05) e TNF-a
(p<0,01).

A quantidade de integracdes de KDNA no genoma dos pacientes se
associou diretamente com a producdo de IL-2 e IL-6 (p<0,05), além de
apresentar uma correlacdo negativa com a producdo de TNF-a (p<0,01).
Ademais, houve correlacdo negativa entre a quantidade de LINE-1 e a

producdo de auto-anticorpos anti-proteinas de células intestinais (p<0,05).
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Figura 14: Correlacdo entre pardmetros quantitativos avaliados nos pacientes com a
forma indeterminada da doenca de Chagas. ***: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05. CP:
quantificacdo de DNA nuclear; I: quantificacdo de integracbes do kDNA no genoma do
hospedeiro; LINE-11; IgG_TC: Anticorpos IgG especificos para o Trypanosoma cruzi; IgG_C:
Autoanticorpos anti proteinas de células cardiacas; IgG_|: Autoanticorpos anti proteinas de
células intestinais; IL-17A: Interleucina 17A; IFN: Interferon y; TNF: Fator de necrose tumoral q;
IL-10: Interleucina 10; IL-6: Interleucina 6; IL-4: Interleucina 4; IL-2: Interleucina 2.

6.2.Analise de correlagdo dos fatores analisados em pacientes com

forma cardiaca da doenca de Chagas

A anadlise de correlacdo dos fatores analisados nos pacientes com a
forma cardiaca (Figura 15) identificou que a maior producédo de interleucinas

pro inflamatoérias se associava da seguinte forma, quanto maior a producéo de
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IFN-y, maior a produgdo de IL-17A (p<0,001). Esta ultima também teve
correlagdo com a IL-2 (p<0,01). Houve relagdo da maior producao de IL-2 com
TNF-a (p<0,05) e o mesmo ocorreu entre a IL-6 e a IL-10 (p<0,05). A maior
producdo de autoanticorpos contra células cardiacas mostrou associacdo com
0 aumento de anticorpos especificos contra o T. cruzi (p<0,05), bem como a
maior producdo desses anticorpos associava-se a maior producdo de

anticorpos anti-proteinas de células intestinais (p<0,05).

Além disso, observamos que, juntamente com uma resposta imunintaria
mediada por citocinas pré-inflamatérias, estava ocorrendo um equilibrio na
resposta adaptativa com a producao citocinas anti-inflamatoérias, onde a IL-4 se
corelacionou com a maior producdo de TNF-a e IL-6 (p<0,05). Ainda, foi
observado que a maior producdo de IL-4 estava relacionada com maior
producdo de IL-10 (p<0,001), outra interleucina anti-inflamatéria.
Interessantemente, quanto maior a producdo de autoanticorpos anti-proteinas
de células intestinais, maior era a producdo de IL-4 e IL-10 (p<0,05). J&4 em
relacdo a producdo de autoanticorpos anti-proteinas de células cardiacas,
estes apresentaram relacdo com a producao de IL-10 (p<0,05). A producao de
anticorpos especificos contra o T. cruzi mostrou correlacdo negativa com a
producdo de TNF-a (p<0,01).
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Figura 15. Correlagdo entre pardmetros quantitativos avaliados nos pacientes com a
forma cardiaca da doenca de Chagas. ***: p<0,001; **; p<0,01; *: p<0,05. CP: quantificacédo
de DNA nuclear; I: quantificacdo de integracdes do kDNA no genoma do hospedeiro; LINE-1;
IgG_TC: Anticorpos IgG especificos para o Trypanosoma cruzi; IgG_C: Autoanticorpos anti-
proteinas de células cardiacas; IgG_|: Autoanticorpos anti-proteinas de células intestinais; IL-
17A: Interleucina 17A; IFN: Interferon y; TNF: Fator de necrose tumoral a; IL-10: Interleucina
10; IL-6: Interleucina 6; IL-4: Interleucina 4; IL-2: Interleucina 2.
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6.3.Analise de correlacdo dos fatores analisados nos pacientes com a

forma digestiva da doenca de Chagas

Na forma digestiva da DC, a andlise de correlagdo (Figura 16) entre os
valores numéricos dos parametros estudados demonstrou que quanto maior a
producado de IL-17A, maior a producéo de IFN-y, IL-6, IL-2 (p<0,001) e TNF-a
(p<0,01). O mesmo ocorreu com a IL-2, que se relacionou a uma maior
producédo de INF-y, TNF-a (p<0,001) e IL-6 (p<0,01). A maior producéo de IL-6
também estava relacionada ao aumento da producéo de IFN-y (p<0,001) e de
TNF-a (p<0,01), e, uma maior quantificagdo de TNF-a, estava associada ao
aumento na quantidade de IFN-y produzido (p<0,01). Finalmente, a analise
mostrou que o aumento da producao de IL-2 (p<0,05) e TNF-a (p<0,01) foi
relacionado ao aumento da producao da interleucina anti-inflamatoria, 1L-4.

Em relacdo a resposta imunitaria humoral, foi observado que quanto
maior a producdo de anticorpos especificos para o T. cruzi, menor a producdo
de autoanticorpos contra proteinas de células intestinais (p < 0,001). O mesmo
foi observado entre a IL-10 e a producdo de autoanticorpos contra proteinas de

células intestinais e cardiacas (p<0,05).

A quantidade de integracdbes de kDNA no genoma dos pacientes
apresentou relacao diretamente proporcional a quantidade LINE-1 (p < 0,05) e
a producdo de IL-2, IL-6, IL-17A, IFN-y (p<0,001), e TNF-a (p<0,01). A
quantidade de LINE-1 no genoma dos hospedeiros se correlacionou
positivamente com a producdo de autoanticorpos anti-proteinas de células

cardiacas (p<0,01).
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Figura 16. Correlagdo entre parametros quantitativos avaliados nos pacientes com a
forma digestiva da doenca de Chagas. ***: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05. CP: quantificagéo
de DNA nuclear; I: quantificacdo de integrac6es do kDNA no genoma do hospedeiro; LINE-1;
IgG_TC: Anticorpos IgG especificos para o Trypanosoma cruzi; IgG_C: Autoanticorpos anti-
proteinas de células cardiacas; IgG_|: Autoanticorpos anti-proteinas de células intestinais; IL-
17A: Interleucina 17A; IFN: Interferon y; TNF: Fator de necrose tumoral a; IL-10: Interleucina
10; IL-6: Interleucina 6; IL-4: Interleucina 4; IL-2: Interleucina 2.
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6.4. Analise de correlacdo dos fatores estudados em pacientes com a

forma mista da doenca de Chagas

A analise de correlagdo dos valores quantitativos dos parametros
estudados nos pacientes com a forma mista da infeccédo pelo T. cruzi (Figura
17) mostrou que quanto maior a producdo de INF-y, maior a producédo de
interleucinas relacionas a uma resposta pro-inflamatoria: IL-2, IL17A (p<0,01) e
IL-6 (0,05). Ademais, o aumento da producdo de autoanticorpos contra
proteinas de células cardiacas apresentou uma correlacdo negativa com a
producdo de IL-2 (p<0,05). De interesse, o aumento da produgcédo de
autoanticorpos contra proteinas de células intestinais, apresentou uma relacao
negativa a producéo de autoanticorpos contra proteinas de células cardiacas
(p<0,05) e com 0 aumento da quantidade de integra¢cdes de kDNA (p<0,05).
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Figura 17. Correlagdo entre parametros quantitativos estudados nos pacientes com a
forma mista da doenca de Chagas. ***: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05. CP: quantificacéo de
DNA nuclear; I: quantificacdo de integracfes do KDNA no genoma do hospedeiro; LINE-1;
IgG_TC: Anticorpos IgG especificos para o Trypanosoma cruzi; IgG_C: Autoanticorpos anti-
proteinas de células cardiacas; IgG_|: Auto-anticorpos anti-proteinas de células intestinais; IL-
17A: Interleucina 17A; IFN: Interferon y; TNF: Fator de necrose tumoral a; IL-10: Interleucina
10; IL-6: Interleucina 6; IL-4: Interleucina 4; IL-2: Interleucina 2.
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VI. Discussao

A DC é um importante problema de saude publica em paises da América
Latina e vem sendo extensivamente estudada por mais de 100 anos. Ainda
gue muito conhecimento tenha sido adquirido ao longo desse tempo, diversos
aspectos de sua patogenia ainda ndo foram elucidados. Em especial, ainda
nao se sabe definir quais pacientes infectados pelo T. cruzi permanecerdo
assintomaticos e quais evoluirdo para manifestacdes cardiacas e/ou digestivas
(BONNEY et al, 2018).

Nas ultimas décadas, varias hipoteses foram propostas para explicar o
surgimento dos sintomas da DC (KIERSZENBAUM, 1999 ; ENGMAN E LEON,
2002 ; BILATE et al., 2003; CUNHA-NETO et al., 2006, 2009 ; HYLAND E
ENGMAN, 2006 ; MARIN-NETO et al., 2007 ; BILATE E CUNHA-NETO,
2008 ; BONNEY E ENGMAN, 2008, 2015 ;SCHARFSTEIN et al., 2009 ; DE
BONA et al., 2018 ; BONNEY et al., 2019; DE SOUZA-BASQUEIRA et al.,2020;
LIZARDO et al.,, 2021), sendo as mais aceitas a teoria da persisténcia do
parasito e a teoria da autoimunidade. Entretanto, nenhuma delas conseguiu
esclarecer por completo como ocorre a progressdao da doenca, muito
provavelmente por avaliarem os diferentes mecanismos da patogénese de
maneira isolada, sem vislumbrar a complexa contribuicdo de diferentes fatores
do parasito e do hospedeiro (BONNEY et al.,, 2019). A esse respeito, a
necessidade de se se associar dois ou mais estimulos para que se inicie o
efeito deletério a saude é conhecida em varias doencas, como ha asma e na
miocardite autoimune (ROOT-BERNSTEIN E FAIRWEATHER., 2015; ROOT-
BERNSTEIN E FAIRWEATHER., 2014; ROJAS et al., 2018). Tais estimulos
podem apresentar pesos distintos no surgimento das manifestacées clinicas,

sendo classificados como elementos primarios ou secundarios de patogenia.

Neste contexto, o presente trabalho vem se somar a artigos recentes
(WESLEY et al., 2019; SANTI-ROCCA et al., 2019; SANTI-ROCCA et al., 2017)
gue demonstram que a analise conjunta de aspectos relacionados ao T. cruzi e
ao hospedeiro é de extrema importancia para identificar aqueles que, em
associacao, contribuem para o desfecho da DC. Outrossim, vale ressaltar que

os demais estudos foram realizados em modelo experimental, sendo este o
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primeiro trabalho a realizar a analise multiparamétrica da patogénese da DC

em humanos.

1. Persisténcia do parasito

A hipodtese de que a parasitemia teria um papel direto na manutencéo da
inflamacéo crénica e consequente surgimento de dano tecidual € o cerne da
teoria da persisténcia do parasito (CRUZ et al, 2016, Teixeira et al., 2011).
Entretanto, contradiz-se a esse racional o fato de o surgimento de
manifestacdes clinicas da fase crbénica da infec¢do ocorrer no periodo em que
observado declinio da carga parasitaria (CHAO et al., 2020). Em nosso estudo,
analisamos a carga parasitaria em amostras de sangue periférico de pacientes
cronicamente infectados pelo T. cruzi e observamos que 134 das 176 (76,1%)
amostras analisadas apresentaram carga parasitaria indetectavel pela gPCR,
corroborando com o que é descrito na literatura (DUFFY et al; 2013; D’AVILA et
al; 2018; OLIVEIRA et al; 2020).

Consistentemente com outros estudos (PIRON et al, 2007;
QVARNSTROM et al, 2012; MUNOZ et al, 2017; HERNANDEZ et al, 2017;
MOREIRA et al, 2013; MELO et al, 2015), a analise estatistica de nossos
grupos demostrou ndo haver diferenca significativa entre a carga parasitaria de
pacientes com a forma indeterminada e pacientes com manifestacdes clinicas.
E importante ressaltar, entretanto, que a quantificacdo de parasitos circulantes
nao reflete de maneira fidedigna o que é observado nos tecidos. Caldas et al,
2012, tracaram estratégias de PCR para quantificacdo do T. cruzi em amostras
de sangue e tecidos de camundongos, nas fases aguda e cronica da infecgao.
Os autores observaram que na gPCR, durante a fase aguda, a quantidade de
parasitos no sangue era maior do que no coragdo, ja na fase crénica, os
resultados demonstraram que o coragdo apresentava maior carga parasitaria

do que o sangue.

Em relagdo ao uso de Benznidazol, 66 dos 120 pacientes de nosso
estudo realizaram o tratamento com o medicamento ha pelo menos uma
década, ja no estagio cronico da infeccdo. Ao compararmos a carga parasitaria
dos pacientes tratados e ndo tratados nos diferentes grupos, ndo observamos

diferenca estatistica, o que corrobora com o ensaio clinico multicéntrico

65



“Beznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis” (BENEFIT), que
demonstrou ndo haver melhorias clinicas em individuos com problemas
cardiacos ja estabelecidos (Morillo et al, 2015). Isso sugere que, apesar de ndo
existir DC sem a presenca do parasito, este ndo teria um papel primario na
patogénese da doenca, o que é reforcado pelo fato de a carga parasitaria nao
se correlacionar com nenhum outro aspecto avaliado em nosso estudo, exceto

a producéao de IgG contra o préprio T. cruzi.

2. Integracdo do kDNA e mobilizagéo de LINE-1

Dentre os mecanismo sugeridos para explicar a resposta autoimune da
DC, a teoria da integracdo do kDNA do parasito no genoma do hospedeiro tem
sido sustentada por evidéncias experimentais usando diferentes metodologias,
como FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), Southern blotting genémico
(TEIXEIRA et al, 1991, 1994 ; SIMOES-BARBOSA et al, 2006 ), PCR e suas
variagdes (HECHT et al, 2010, GUIMARO et al, 2012). Interessantemente, a
integracdo do KDNA ja foi demonstrada em coelhos, camundongos, galinhas e
humanos (NITZ et al, 2004, HECHT et al, 2010 TEXEIRA et al, 2011;
GUIMARO et al, 2014), sugerindo que tal fendmeno tenha um carater universal
nas infecgdes pelo T. cruzi. A esse respeito, Wesley et al. (2019) propdem que
a transferéncia do kDNA do T. cruzi para o genoma da célula-alvo seja um
mecanismo adaptativo a invasdo e sobrevivéncia do parasito nas ceélulas

hospedeiras.

Em nosso estudo, a andlise das integracbes do kDNA nos diferentes
grupos identificou quantidades significativamente maiores no grupo de
pacientes indeterminados em relacdo aos pacientes com as apresentacfes
cardiacas e mistas. Tal achado poderia indicar um papel irrisério da
transferéncia do kDNA na patogénese da DC. Entretanto, ndo podem ser
ignoradas as pesquisas realizadas em modelos ndo permissivos a infecgédo do
T. cruzi (aves congénitas) que demonstraram que, mesmo na auséncia do
parasito, 0os animais que continham as integracdes de kDNA em seu genoma
desenvolviam uma cardiomiopatia similar a de pacientes com DC (TEXEIRA et
al., 2011, 2012). Desta forma, € possivel que, ndo o acumulo de sequéncias de

KDNA integradas, mas principalmente o sitio de inser¢cdo no genoma, tenha
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uma maior influéncia no surgimento das manifestacbes clinicas. Em
consonancia com isto, sabe-se que a transferéncia horizontal de DNA para
sitios especificos é crucial no desenvolvimento, emergéncia e recorréncia de
varias doencas, como cancer, doencas genéticas, metabdlicas e
neurodegenerativas (EMAMALIPOUR et al., 2020).

Ademais, a analise individualizada desse fendbmeno parece ser muito
simpldria para ajudar na compreensdo da patogénese da DC, visto que uma
série de correlacbes com os demais parametros investigados neste estudo
puderam ser identificadas, principalmente em relacéo a producéo de citocinas,
sugerindo que a integracdo pode estar atuando na modulacao do perfil Th1/Th2

dos pacientes com DC.

Considerando que as sequéncias de kDNA integram-se
preferencialmente em retrotransposons LINE-1 (HECHT et al, 2010), elementos
moveis que correspondem a 17% do genoma humano e cuja mobilizacdo esta
associada ao surgimento de diversas doencgas, como hemofilia e cancer (PACO
et al., 2015; LANDER et al.,, 2001; ZHANG et al.,, 2020), n6s também
realizamos a quantificacdo desses elementos no genoma dos pacientes dos
diferentes grupos, ndo sendo possivel identificar diferencas significativas entre
eles. Entretanto, ao se observar sua correlagdo com os demais parametros,
verificamos que, em pacientes sintomaticos, o aumento de L1 parece contribuir
para 0 quadro de autoimunidade, associando-se a um aumento de
autoanticorpos contra antigenos cardiacos, IFN-y e IL-6. A esse respeito, a
desregulacéo do funcionamento de L1 também ja foi associada, por exemplo, a
geracdo de anticorpos contra componentes nucleares proprios, mediada pela

via de IFN-y, em pacientes com lupus (KELLY et al., 2018).

7

Outro achado interessante € que, em pacientes com a forma
indeterminada da DC, uma maior quantidade de LINE-1 se correlacionou, de
maneira inversamente proporcional, a producdo autoanticorpos contra
antigenos intestinais e ndo houve associacdo com a secrecao de citocinas pro-
inflamatorias. Visto que € neste grupo de pacientes que encontramos uma
maior quantidade de integracdes de KDNA, é possivel que, inicialmente, a

insercdo do kDNA em retroelementos L1 altere sua atividade, tornando o
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ambiente celular mais propicio ao parasito. Isto ajudaria a explicar por que o
intestino € um dos principais reservatérios do T. cruzi no organismo (LEWIS et
al., 2014; SILBERSTEIN et al., 2018).

3. Resposta Imunitaria

Apoés a infeccdo, o T. cruzi induz uma resposta imunitaria inata e
adaptativa em seu hospedeiro, a qual desempenha um papel importante
durante as fases aguda e crbnica da doenca. Essa resposta, entretanto, ndo é
suficiente para eliminacdo total do parasito, fato explicado pelo extenso
processo de coevolucdo entre o parasito e seu hospedeiro, o qual possibilitou
que o T. cruzi desenvolvesse varios mecanismos de escape, visando se manter
no organismo sem causar grandes danos ao hospedeiro (ACEVEDO et al,
2018).

Em nosso estudo, realizamos a dosagem de alguns marcadores de
interesse da reposta imune inata e adaptativa. Ao compararmos os diversos
grupos de pacientes infectados com o grupo de pacientes nao infectados,
observamos baixas concentracdes de secrecdo de citocinas, o que demonstra
que a producdo exacerbada ndo seria o fator determinante na patogénese da

DC, como ja sugerido na teoria de ativacido bystander (GINORES et al, 2005).

Ainda assim, foi possivel se notar um perfil distinto de producédo de
citocinas para cada conjunto de pacientes analisado, apesar de poucas
diferencas estatisticas terem sido identificadas entre os grupos (IL-2: grupo
indeterminado  versus misto, p<0,05; TNF-a, grupo digestivo versus
indeterminado, p<0,05). Interessantemente, pacientes com a forma
indeterminada da DC produzem menores quantidades da maioria das citocinas
avaliadas, seja Thl, Th2 ou Th17, o que corrobora com os achados de Llaguno
et al., 2019, que sugerem que pacientes assintomaticos com DC crénica
apresentam uma proporcdo mais equilibrada de citocinas pr6- e anti-
inflamatodrias. Tais resultados demonstram que, nesta fase da doenca, o
sistema imune parece nao reconhecer o parasito como algo a ser combatido e,

COmMo consequéncia, isto acaba por amenizar as respostas autoimunes.

Em contrapartida, observamos uma maior producdo de citocinas,

especialmente das pro-inflamatorias, em pacientes com a forma digestiva da
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DC. De maneira similar aos nossos dados, Ribeiro et al., 2008, verificaram que
a producdo basal de IFN-y era maior na forma digestiva quando comparada
com a forma indeterminada da DC. Assim, os autores sugerem que individuos
com a forma digestiva da DC né&o sofrem supresséo imunoldgica para conter a
resposta Thl e isso favorece uma resposta inflamatéria que pode contribuir

para as lesdes mioentéricas.

Fato é que a definicdo de um perfil de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatorias em pacientes com diferentes formas clinicas da DC é bastante
controverso. Trabalhos anteriores demonstram que formas cardiacas
apresentam concentracfes mais elevadas de IFN-y ou TNF-a associadas a
concentracfes mais baixas de IL-4 ou IL-10, enquanto concentracdes elevadas
de IL-10 associadas a concentracdes moderados de IFN-y eram observados na
forma indeterminada (CORREA-OLIVEIRA et al, 1999; GOMES et al, 2003;
WESLEY et al.,, 2019), diferindo dos resultados de nosso estudo. Outros
trabalhos apresentam correlagcbes opostas entre a gravidade da doenca e a
baixa producdo de citocinas pré-inflamatérias (LAUCELLA et al, 2004).
Corroborando com nossos resultados, Ward et al, 1999, ndo observaram
diferenca na producgdo de citocinas entre pacientes com diferentes formas da

infeccéo.

O assunto torna-se mais peculiar ao analisarmos a correlacdo das
citocinas entre si e com os demais parametros investigados neste estudo. Em
pacientes com a forma indeterminada da DC, observamos uma forte
associacao entre INF-y, IL-17 e IL-2, sugerindo a participacdo de uma resposta
pré-inflamatéria. Igualmente, uma correlacdo robusta € observada entre IL-10 e
IL-6. A esse respeito, sabe-se que o equilibrio entre essas duas citocinas serve
como marcador para se estabelecer o equilibrio da resposta Thl/Th2,
indicando se o organismo estd preparado para combater o patégeno, ao
mesmo tempo em que evita a exacerbacdo da resposta pro-inflamatéria
(MOCELIN et al., 2005; MARIN-NETO et al., 2007).

Ja na analise de correlagdo em pacientes sintomaticos, as correlacdes
de maior robustez foram verificadas entre as citocinas do perfil Thl, indicando

um nitido perfil pré-inflamatério nesses pacientes. De interesse, ndo se
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verificou correlacdo de IL-10 com nenhuma citocina do perfil Thl, apenas com
IL-4, demonstrando que ndo estd havendo um controle adequado das
respostas proé-inflamatérias. Em conjunto, tais dados ajudam a explicar o
surgimento de respostas autoimunes (YUSOFF et al., 2019; MAHLANGU et al.,
2020).

Destrinchando o perfil de citocinas de acordo com a apresentacao
clinica, torna-se evidente a distincdo entre as correlacfes estabelecidas em
cada grupo. Em pacientes com DC cardiaca, é observada uma correlacao
altamente significativa entre INF-y e IL-17. A associagao entre essas citocinas
ja foi estabelecida como fonte primaria de dano tecidual em outras patologias,
como na cirrose causada pelo virus da hepatite B (CHEN et al., 2013; GUEDES
et al., 2012). Destaca-se também o fato de que, nesses pacientes, as citocinas
anti-inflamatérias estdo correlacionadas apenas entre elas, sem associacao
com nenhuma citocina pro-inflamatéria. Novamente, isso indica que IL-10 e IL-

4 estdo atuando pouco para o controle do processo inflamatério.

Pacientes com a forma digestiva da DC apresentam uma gama de
associagdes entre a citocinas do perfil Thl e nenhuma correlacéo € observada
para IL-10 e IL-4, que apenas se associa, de maneira positiva, a TNF-a. Esta
Gltima correlacdo poderia ser considerada inesperada, visto que IL-4 é capaz
de suprimir a expressdo do mRNA de TNF-a (ESSNER et al., 1989;
WOODWARD et al., 2010). Entretanto, ela pode indicar que a medida que o
organismo tenta combater o patégeno com a secrecdo de TNF-a, mais IL-4 é
produzida para contrabalancear a resposta inflamatoria. Ainda assim, neste
cenario, continuamos observando a pouca participacdo de citocinas anti-
inflamatérias, porém, num ambiente onde a interacdo de citocinas proé-

inflamatoérias estd muito mais acentuada.

Finalmente, ao avaliarmos os pacientes com apresentacao mista da DC,
verificamos uma auséncia de correlacdo com citocinas anti-inflamatorias, fato
que se torna mais critico ao verificarmos a nao produgédo de IL-4 pelos
pacientes deste grupo. Ademais, nota-se que as principais correlagbes foram
estabelecidas com o INF-y (com IL-17, IL-2 e IL-6), uma citocina sintetizada por

células NK ou linfocitos T ativados e que esta profundamente relacionada com
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o desenvolvimento de varias doencas autoimunes, como lapus, artrite
reumatoide, diabetes mellitus (VAKALOGLOU et al., 2011; NORDMARK et al.,
2012; LI et al.,2013; JIANG et al., 2020). PEREIRA et al (2018) notaram uma
maior expressdo de INF-y em pacientes com a forma mista da DC em
comparacdo com aqueles da forma indeterminada, as alteracOes
fisiopatolégicas do sistema digestivo durante o curso da infec¢ao pelo T. cruzi
resultam na destrui¢cdo do sistema nervoso entérico. O processo inflamatorio ao
redor dos neurbnios leva a degeneragdo, reduzindo o numero de células

nervosas e levando ao desenvolvimento de megacélon e megaesofago.

4. Resposta Imunitaria Humoral

Dosagens producdo de anticorpos do tipo IgG especificos contra o T.
cruzi realizada por testes sorologicos ja estdo bem fundamentadas na DC
(KELLY et al., 2021). Em nosso estudo, os resultados do ELISA comprovam e
evidenciam que esses pacientes ja tiveram contato com o parasito e que ndo
existem diferencas estatisticas entre os titulos de anticorpos anti-T. cruzi
produzidos pelos pacientes dos diferentes grupos, o que foi semelhante a
estudos anteriores (NUNES et al., 2013; NORMAN et al., 2019). Tais achados
sugerem que a reacao cruzada de anticorpos produzidos contra o parasito ndo
parece representar um mecanismo primario de inducdo da patogénese da DC,

como sugerido pelas teorias de mimetismo molecular.

Ineditamente, também realizamos o teste de ELISA para dosagem de
autoanticorpos contra proteinas de cardiomiécitos e proteinas de CACO-2.
Nossos resultados demonstraramque, independentemente da apresentacao
clinica, detectou-se a producdo de autoanticorpos cardiacos e intestinais em
todos os pacientes, sem diferencas estatisticas entre os grupos. Desta forma, é
possivel que nossos dados estejam refletindo um processo basal de
autoimunidade, que é sugerido por alguns autores, no qual os autoanticorpos
podem se acumular em tecidos intestinais e cardiacos lesados, provendo uma
limpeza das células deterioradas. Assim, a resposta autoimune detectada pode
estar associada tanto a lesdo tecidual, como a reparacao do tecido (WESLEY
et al, 2019; NAHRENDOREF et al, 2007; RAMOS et al, 2012; NUNES-SILVA et

al, 2017). E importante ressaltar que, por utilizarmos como alvo o extrato de

71



proteinas totais das células cardiacas e intestinais, néo foi possivel estabelecer

qual o antigeno causador da reacéo.

Como esperado, a analise de correlacdo demonstrou que o aumento da
carga parasitaria se associa com o aumento de anticorpos especificos contra o
T. cruzi (Wesley et al, 2019). Em pacientes sintomaticos, uma relacéo
inversamente proporcional foi observada entre os niveis de IgGs contra o
parasito e contra 0s autoantigenos intestinais, mecanismo que pode contribuir
para a migracdo do T. cruzi para o intestino, como sugerido por (Wesley et al,
2019). Este aspecto também foi identificado quando analisamos o0s grupos de
pacientes com as formas digestiva e mista da DC, indicando que o aumento
dos niveis de anticorpos contra o T. cruzi, resultante do aumento da quantidade
de parasito circulante, pode favorecer a permanéncia do parasito no intestino,
visto que esse 6rgao esta sendo pouco atacado por autoanticorpos. O acumulo
dos parasitos no intestino, no entanto, contribuiria para o comprometimento do
orgao.

Ja em pacientes com a forma cardiaca da DC, h& correlacdo positiva
entre a producdo de autoanticorpos contra antigenos cardiacos e a producéo
de 1gG contra o T. cruzi, sugerindo a existéncia de um mecanismo de
autoimunidade mediado por mimetismo molecular. CUNHA-NETO et al (2008)
propds o mimetismo molecular entre a miosina cardiaca e a proteina B13 do T.

cruzi.

5. Viséo integradora da patogénese da doenca de Chagas

A partir da visdo de que a patogénese da DC é o resultado da interacéo
de diferentes fatores relacionados ao parasito e ao hospedeiro, nés realizamos,
no presente estudo, uma analise de correlagdo para tentar compreender como
os diversos elementos envolvidos neste processo interagem entre si e
contribuem para o surgimento das manifestacfes cardiacas e/ou digestivas da
DC (Figura 18).
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Figura 18. Visdo integradora da patogénese da doenca de chagas. Durante a fase aguda
da DC, o T. cruzi invade e se replica no interior das células hospedeiras, provocando resposta
imuni. Apesar disso, o parasita ndo € completamente eliminado e persiste indefinidamente nos
tecidos do hospedeiro em estado dormente. Durante varios ciclos intracelulares de reproducao,
o T. cruzi libera sequéncias de KDNA que se integram aos elementos LINE-1 no genoma do
hospedeiro. Apds o desenvolvimento da imunidade adquirida, a parasitemia diminui
substancialmente e a maioria dos pacientes permanece assintomatica, ou seja, na forma
indeterminada da doenca, estabelecendo um equilibrio entre as respostas imunes Thl e Th2.
Amastigotas latentes contribuem para a diminuicdo da liberacdo de 1I-6 e IL-10, reduzindo a
resposta pré-inflamatéria e possivelmente levando a um aumento na atividade do LINE-1, além
de um declinio na quantidade de eventos de integracdo de kDNA. No entanto, o aumento da
relagédo IL-6 / IL-10 leva & piora dos sintomas. A resposta inflamatéria é predominante em
pacientes com manifestacdes cardiacas, com aumento da liberacdo de IL-10 e IL-4. A
producdo de anticorpos especificos ao T. cruzi se correlaciona com 0 aumento de
autoanticorpos. Em pacientes com distUrbios digestivos, os niveis de citocinas pré-inflamatérias
também estdo aumentados, assim como os autoanticorpos, mas nenhuma correlacdo entre IL-
6 e IL-10 pode ser observada. O reservatério do parasita no intestino pode facilitar a ocorréncia
de eventos de integracao de KDNA e mobilizacdo do LINE-1. Resposta inflamatéria exacerbada
notavel é observada em pacientes com a forma mista devido a predominancia do perfil de
citocinas Thl. A auséncia de citocinas imunossupressoras esta relacionada a producéo de

autoanticorpos, que podem provocar a reagdo autoimune que leva a leséo tecidual.

Ao longo do processo de cronificagdo, verifica-se uma importante
reducdo da carga parasitaria, fato comum a pacientes assintomaticos e
sintomaticos da DC e que esta associado a resposta imunitaria desencadeada

contra o T. cruzi, desde a fase aguda da infeccédo (EGUEZ et al, 2017). Assim,
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visando se proteger da destruicdo mediada pelos componentes da resposta
imunitaria, muitos parasitos adentram e se estabelecem nos tecidos. Durante
este processo, o T. cruzi € capaz de modular a atividade de retroelementos
LINE -1 (ROSE et al, 2020) e integrar os minicirculos de KDNA no genoma do
hospedeiro (HECHT et al, 2010).

Imediatamente apds a fase aguda, os individuos entram na fase crbnica
da doenca, denominada forma indeterminada, periodo em que ocorre o declinio
da parasitemia plasmatica e surgimento de anticorpos especificos contra o
parasito, na auséncia de sintomas. Neste momento, é possivel se verificar uma
migragao preferencial dos parasitos para o intestino (LEWIS E KELLY, 2017),
fato que pode ser explicado pela menor producdo de autoanticorpos contra
proteinas intestinais, e que esta associado ao aumento da atividade de LINE-1,
porém sem correlagdo com a integracdo do kDNA. De interesse, no intestino, é
possivel se observar a presenca de ninhos de amastigota nao replicativos, isto
é, latentes (SANCHES-VALDEZ & PADILLA, 2019; SANCHES-VALDEZ et al.,
2018). Tal laténcia pode ser promovida pela forte correlacdo observada entre
as citocinas IL-6 e IL-10, tendo como consequéncia uma baixa producdo de

citocinas pro-inflamatérias e a auséncia de correlagdo com autoanticorpos.

Assim, o rompimento do equilibrio IL-6/IL-10 poderia levar ao surgimento
das manifestacdes clinicas da DC. Em pacientes com a apresentacdo cardiaca,
a significancia estatistica da correlacao IL-6/IL-10 diminuiu, ao mesmo tempo
gue se observou um aumento de producdo de IL-10, causando também o
aumento dos niveis de IL-4. Em conjunto, IL-10 e IL-4 diminuem a resisténcia
do organismo ao T. cruzi (OLIVEIRA et al., 1996), o que poderia contribuir para
a saida dos parasitos do seu estado de dorméncia e sua recirculacdo por
orgaos e tecidos. Ao mesmo tempo, maiores quantidades de IL-4 e IL-10
resultardo na ativacdo de linfécitos B e contribuirdo para producdo de
anticorpos (OLIVEIRA et al., 2011). De interesse, a producéo de IgGs contra o
parasito estd associada a producdo de autoanticorpos cardiacos, o que
também foi influenciado pela secre¢cdo de IL-10, sugerindo um cenario de
retroalimentacdo positiva. Ressalta-se o fato de que IL-4 e IL-10 também se
correlacionaram com a producdo de autoanticorpos intestinais, porém a

auséncia de lesdo no orgao pode ser explicada pela falta de correlacdo com
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anticorpos contra o T. cruzi. Desta forma, os autoanticorpos intestinais teriam
um papel protetivo, ajudando no reparo das lesbes (NAHRENDORF et al.,
2007; ROOT-BERNSTEIN E FAIRWEATHER, 2015; WESLEY et al., 2019)

No grupo de pacientes com apresentacdo digestiva, ndao verificamos
correlacdo entre IL-6 e IL-10. O papel do intestino como reservatorio do
parasito parece facilitar a ocorréncia de eventos de integracdo de kDNA e
mobilizacdo de LINE-1. Essa alteracdo gendmica se correlacionou fortemente
com a producéo de citocinas pro-inflamatérias, as quais se retroalimentam. O
papel de IL-4 na inibicdo de INF-y (CHENG HO E MIAW, 2016), como tentativa
de controlar o processo inflamatério, parece estar anulado por sua correlacao
com TNF-a e IL-2. Como consequéncia da secrecdo de IL-4, ocorre uma
inibicdo da sintese de IL-10, associando-se a um aumento de autoanticorpos
contra proteinas do intestino e do coracdo. Entretanto, € possivel que tais

anticorpos desempenhem apenas papel de protecdo (WESLEY et al., 2019).

A auséncia de correlacdo entre IL-6 e IL-10 também foi um fator
marcante em pacientes com a forma mista da DC. Curiosamente, as
correlagdes sugeridas para explicar o comprometimento cardiaco ou intestinal
dos outros grupos nao foram verificadas nesse grupo. Notou-se a prevaléncia
de um perfil de citocinas Thl, com retroalimentacéo positiva, sem contribuicdo
de citocinas do perfil Th2 para controle do quadro pro-inflamatorio. A auséncia
das citocinas imunossupressoras IL-4 e IL-10 podem fazer com que o0s
autoanticorpos, que em outras situacdes desempenhavam um papel protetivo,
passem a desempenhar um papel patolégico, gerando autoimunidade (SOUZA
et al.,2010; SKAPENKO et al., 2004)

VIl. Conclusodes

e N&o houve relacdo entre a carga parasitdria e o surgimento das
manifesta¢des clinicas da DC,;

e O tratamento nao influenciou na melhora clinica dos pacientes;

e O acumulo de integracbes do kDNA e as grandes quantidade de
retroelementos LINE-1 no genoma dos pacientes ndo monstrou relacéo

com agravamento dos sintomas;
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VIII.

O aumento de integracbes do KDNA se correlacionou de maneira
positiva com a citocinas da resposta imunitaria Th1/Th2;

Em pacientes sintométicos a quantidade de LINE-1 se correlacionou
com o0 aumento na producdo de citocinas pro-inflamatorias e
autoanticorpos contra proteinas do coracdo, sugerindo um possivel
envolvimento com 0s processos de autoimunidade.

Em pacientes assintomaticos houve correlacédo inversa com uma maior
quantidade de LINE-1 e com autoanticorpos contra proteinas do
intestino. Entretanto, ndo houve correlagdo com citocinas pré-
inflamatérias, o que poderia favorecer o estado de dorméncia do
parasito.

Pacientes com as diferentes formas da DC apresentam baixos niveis de
producdo de citocinas, sugerindo que a resposta imunitaria exacerbada
nao seria fator determinante na génese da doenca.

A producéo de citocinas pro e anti-inflamatorias apresenta-se de forma
equilibrada na forma indeterminada da infecc¢éo;

A producao de anticorpos especificos contra o T. cruzi foi verificada em
todos os grupos, confirmando a ativacdo da resposta imunitaria humoral
contra o parasito, porém nao foi correlacionada com a gravidade dos
sintomas;

A deteccdo de autoanticorpos contra antigenos de coracdo e intestino
em todos os pacientes, independente da apresentacao clinica, sugere a

participacdo de um mecanismo basal de autoimunidade.

Perspectivas

Diante da proposta da visao integradora da patogénese da doenca de Chagas,

alguns aspectos precisam ser melhor analisados, como:

1. Estabelecer os fatores que rompem o equilibrio entre as citocinas;

2. Estudar a importancia do background genético do hospedeiro na progresséo
da doenca,;

3. Compreender melhor o papel da transferéncia de minicirculos de kDNA para
0 genoma do hospedeiro na infecgéo pelo T. cruzi;
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4. Determinar se o sitio de integracdo do KDNA esté associado as alteragdes
de funcionamento das células do sistema imune, e consequentemente, se
influencia nas manifestacdes clinicas;

5. Compreender por que o longo periodo de infeccdo é um fator determinante
para o desenvolvimento da doenca.
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