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RESUMO

A doenca de Chagas € uma patologia largamentebdista pelo continente americano, onde
afeta milhées de individuos e apresenta relevanipbcacbes médicas, sociais e econdémicas.
Clinicamente, a doenca apresenta uma diversidadeaddestacdes. Na fase cronica da doenca,
os individuos infectados peloypanosoma cruzdodem ser assintomaticos ou podem apresentar
complicacdes cardiacas e/ou digestivas. Algunsdesttém demonstrado o envolvimento da
resposta imune no desenvolvimento e manutencadodasms clinicas cronicas da infecgéo
chagasica. A resposta a isotipos especificos telm associada as diferentes manifestacdes
clinicas da doenca de Chagas. Com o objetivo debester um perfil isotipico capaz de
diferenciar as formas clinicas da doenca de Chagés,estudo se propds a investigar os niveis
séricos de IgA no soro de pacientes chagéasicotefeedois antigenos recombinantesideoruzi

Para tanto, foram coletadas amostras de soro ga@éntes chagasicos selecionados no Hospital
Universitario Oswaldo Cruz. Também foram coletadasostras de soro de 14 individuos
saudaveis, para estabelecimento alt-off Para deteccdo da IgA, placas de ELISA foram
sensibilizadas com os antigenos recombinantes QRBRA deT. cruzi As amostras de soro
foram depositadas em duplicata nos pocos e a tigdga anticorpos especificos foi detectada
através do complexo biotina-estreptavidina-peread®s resultados foram expressos na forma
de indices de reatividade. Verificou-se que oseguaes chagasicos apresentaram niveis séricos
variados de IgA frente aos antigenos CRA e FRAdEmto, este isotipo especifico para os dois
antigenos recombinantes foi capaz de diferencigraogentes chagasicos portadores das formas
digestiva e mista, pelos seus niveis séricos etsyadlaqueles portadores das formas
indeterminada e cardiaca. Ao avaliar o desempepBte deste, observou-se que ele apresenta
elevada especificidade e elevado valor preditivasitpo, podendo ser utilizado, apés
confirmacgao destes resultados em um estudo progpeadmo um marcador de evolugéo clinica
para as manifestacdes digestivas da doenca de £agavestigacao de alteragbes precoces no
sistema digestivo com marcadores séricos podensarbwa maneira de auxiliar os médicos no
acompanhamento e redirecionamento das conduta€teicas de pacientes chagasicos cronicos.

Palavras-chave:Doenca de Chagas, ImunoglobulinalAypanosoma cruzi



VASCONCELOQOS, R. H. TAssociation between the chronic clinical forms of Bagas disease
and serum levels of Immunoglobulin A against the CR and FRA recombinant antigens of
Trypanosoma cruzi. 2009. Dissertation (Academic Master’'s Degree inlieudealth) — Centro
de Pesquisas Aggeu Magalh&es, Fundacao OswaldpRxaite, 2009.

ABSTRACT

Chagas disease is widely distributed throughoutAtimerican continent, where affects millions
of individuals and presents significant medicakiaband economic implications. Clinically, the
disease presents a variety of manifestations. dnctitonic phase of the disease, the individuals
infected byTrypanosoma cruzainay have the absence of symptomology or may presediac
and/or digestive complications. Several studiesehdemonstrated the involvement of the
immune response in the development and maintenahahronic clinical forms of Chagas
disease. It is known that the response to speasifitypes has been associated to different clinical
manifestations of Chagas disease. The aim of tadysvas to investigate if serum levels of IgA
in serum of chagasic patients against two reconmbiaatigens ofl. cruziwere able to establish
an isotype profile able to differentiate the cladidorms of Chagas disease. Serum samples from
96 chagasic patients selected at the Oswaldo Cnivetsity Hospital were collected. Serum
samples from 14 healthy individuals were also obdld to establish the cut-off point. In order to
detect IgA, wells of ELISA plates were coated whke antigens CRA or FRA @f. cruzi Serum
samples were added in duplicate to each well ardifspbinding was detected using the biotin-
streptavidin-peroxidase complex. The results wemressed in the form of a reactivity index. It
was found that chagasic patients have varying $eoklgA against the CRA and FRA antigens.
However, this specific isotype for the both reconanit antigens was able to differentiate patients
with digestive and cardio-digestive forms of Chads®ase, by their elevated serum levels, from
those with the indeterminate and cardiac forms. diagnostic performance of this test shows
that it has high specificity and high positive potigde value, so, after confirmation of these
findings in a prospective study, it can be usedamimmunological marker for the digestive
involvement of Chagas diseaskhe investigation of early alterations in the diges system
using serum markers could improve management aathtent of chronic chagasic patients.

Key words: Chagas disease, ImmunoglobulinTAypanosoma cruzi
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma patologia largamenteibdista pelo continente
americano, onde afeta milhdes de individuos e aptasrelevantes implicagcbes médicas,
sociais e econdmicas (JUNQUEIRA JUNIOR, 2006).r&astse que a prevaléncia mundial da
doenca de Chagas € de cerca de 12 milhfes de eagmsaproximadamente 28 milhdes de
pessoas estao sob o risco da infeccéo (AR, 2008).

O Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagasum patdégeno
intracelular obrigatério, que infecta varios tipaslulares, principalmente macrofagos,
fibroblastos, células do miocardio, gliais e rdbemdoteliais (LIEKEet al., 2006) O agente
etiologico € transmitido entre humanos através meetos hematéfagos, popularmente
conhecidos pelo nome de barbeiros. A transmissébém pode ocorrer sem a intervengao
do vetor, por via transfusional, congénita, oral; fransplantes de 6rgdos contaminados ou
acidentes de laboratorios (LANA; TAFURI, 2005).

As manifestacdes clinico-laboratoriais da doendeavidem em duas fases, uma aguda
e a outra crbnica. A fase aguda dura, em médiajndex trés meses apos a infeccdo e €
caracterizada por uma intensa parasitemia e baixess de anticorpos, sendo imperceptivel
em grande parte dos individuos, devido a escassansencia de manifestacdes clinicas. Os
individuos infectados peld. cruzi que passam pela fase aguda da doenca entramena fas
cronica, que € marcada pela escassez de parasiteangue e pelos elevados titulos de
anticorpos (GOMES, 1996). A expresséao clinica danda Chagas em sua fase cronica varia
de pacientes assintomaticos até cardiopatas cdma fadrdiaca grave ou a formacdo de
megaesotfago e/ou megacolon (LANA; TAFURI, 2005).

A progressao da infeccdo chagasica e o desenwattintde diferentes formas clinicas,
com diferentes graus de gravidade, estdo relacisnacdcomplexa relagédo existente entre o
parasito e o hospedeiro. Embora muitos conhecimdaettham sido adquiridos em relagédo a
imunopatologia da doenca de Chagas, importantesctaspainda ndo foram esclarecidos.
Pouco ainda se sabe sobre os mecanismos que fawvoeepredisposicdo a uma determinada
forma clinica nos individuos chagéasicos crénicddTRA et al., 2005).

Estudos prévios sugerem a existéncia de uma welagdre 0 reconhecimento
especifico de antigenos do parasito e a respostaeigerada pelo hospedeiro frente a esses

antigenos, com as formas clinicas da doenca. Rortanleteccdo de um isotipo particular de
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anticorpo pode ser um dos fatores correlacionadosas manifestagfes clinicas da infec¢ao
chagéasica (MORGAN al., 1998).

Com o objetivo de diferenciar os pacientes chagasiom potencial de evolucdo para
as formas clinicas severas, alguns grupos de @sdantam associar um padrdo de
imunoglobulinas frente a um ou mais antigeno3.d®uzi que sejam capazes de diferenciar
as formas clinicas e predizer seu potencial ewadut{CORDEIRO et al., 2001;
MICHAILOWSKY et al., 2003; ZAUZA; BORGES-PEREIRA, 2001). Primavesga al.
(1988), por exemplo, sugerem que a presenca deogmis IgA especificos para a forma
amastigota do parasita esta relacionada com o d@seanento de manifestacdes digestivas.
No entanto, apesar de alguns trabalhos terem estiadeesposta imune humoral de pacientes
chagasicos cronicos, existe uma grande diversid@deesultados obtidos, provavelmente
porque poucos estudos foram realizados com anSgamos dd. cruz.

A utilizacdo de antigenos puros e quimicamentanidiels e que sejam especificos do
parasito é sugerida por alguns autores como um Egoiro para fornecer uma maior
confiabilidade aos resultados na identificacdo a@¢eoulas-chave desta complexa interacéo
parasito-hospedeiro (CERBA# al., 1993; LORCAet al., 1992; MOTRANEet al., 1994).

Através desta abordagem, o presente estudo séspeomvestigar a resposta imune
humoral de pacientes chagasicos cronicos frentssaathtigenos recombinantes Tocruz,
na tentativa de relaciona-la com as formas clinicésicas da doenca de Chagas. Esses dois
antigenos, obtidos através da tecnologia do DNAmMé&inante, apresentam uma estrutura de
epitopos repetitivos e tiveram sua nomenclaturanidef de acordo com a sua localizacéo
celular. S&o eles Gytoplasmic Repetitive Antigen (CRA), expresso no citoplasma das formas
epimastigota e amastigota @ocruz, e oFlagellar Repetitive Antigen (FRA), localizado na
regido do flagelo adjacente ao corpo das formasasiigota e tripomastigota dio cruz
(KRIEGERet al., 1992).

Vercosaet al. (2007), estudaram o perfil isotipico das Imunbglmas G (IgGs) de
pacientes chagasicos crbnicos frente aos antigeRése FRA e observaram que o0 isotipo
IgG2 é capaz de diferenciar individuos chagasiams manifestacdes cardiacas da doenca
daqueles assintomaticos quando se utiliza o amtigggombinante FRA. Os autores sugerem
que este isotipo pode servir como um provavel ndarcae evolucdo clinica para o dano
cardiaco. No entanto, até o presente momento, pdeabe se 0s demais isotipos de
imunoglobulinas podem ser utilizados para fazeo@asdes com o estado clinico dos

pacientes, diante da utilizacdo dos antigenos reicamtes CRA e FRA.
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Assim, considerando que o desenvolvimento de upsposta imune humoral
especifica para antigenos Hecruzi pode estar relacionada com a progressao pararaador
clinicas da doenca de Chagas e que os antigenosbiantes CRA e FRA podem ser
utilizados para fazer esta associacdo, a propesta trabalho foi investigar os niveis séricos
de IgA em pacientes chagéasicos crbnicos frentestes eantigenos e associa-los com as
diferentes manifestagdes clinicas da doenca.
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2 ASPECTOS GERAIS SOBRE A DOENCA DE CHAGAS

2.1 Historia

Em 1909, Carlos Chagas, pesquisador do Institateaf@o Cruz (I0OC), comunicou ao
mundo cientifico a descoberta de uma nova doenteaiha, a tripanossomiase americana. No
ano anterior, Chagas ja havia sido capaz de idantiSeu agente causal - o protozoario
flagelado que denominou deypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz - e o0 inseto
transmissor, conhecido como barbeiro. A “triplacidk®rta” de Chagas, considerada Unica na
historia da medicina, constitui um marco na hist@a ciéncia brasileira (KROPF, 2000).
Posteriormente, a doenca foi entdo denominada e&ldtgas, enfermidade de Chagas ou
simplesmente doenca de Chagas.

A descoberta desta doenca foi uma das mais camsptebem sucedidas do ponto de
vista global na histéria da medicina. O trabalhaCdelos Chagas € unico e lhe conferiu duas
indicacdes oficiais a maior premiacdo mundial eémaia, o Nobel, em 1913 e 1921. Admite-
se que a néo premiacdo do genial cientista em p8%8a ter ocorrido em razdo da forte
oposicao que ele enfrentou no Brasil por partelgiena médicos e pesquisadores da época,
que chegaram a questionar a existéncia da doengahdgas, e que, portanto, teriam
influenciando a decisdo do Comité Nobel para n@mp@-lo. Em 1921, ocorreu um fato
estranho: ndo houve prémio Nobel para a area deldgm ou Medicina e Carlos Chagas
teria sido o Unico cientista indicado a premiagésse ano (PITTELLA, 2009).

Apesar de nao ter sido condecorado com o Nobelp£&hagas teve seu trabalho
reconhecido e admirado por varios pesquisadoresteuicfes nacionais e internacionais,
tendo sido laureado com inumeras distingdes (PITREI2009). Em 2009, através de varios
eventos promovidos pela Fundagdo Oswaldo Cruz riEicse comemorou o centendrio de
descoberta da doenca de Chagas, onde se prest@iasnhomenagens ao brilhante cientista

brasileiro por sua descoberta e pelas suas coigiigsino estudo da infeccéo pé&laruz.
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2.2 Epidemiologia

Apesar de estarmos no ano centenario de seu diesentb e de muitos avancos
terem sidos realizados no combate a doenca de §hagacipalmente o controle vetorial,
esta patologia ainda representa um grande probtesmsadde publica. Esta enfermidade é
circunscrita & América Latina, sendo consideradi#erica em 18 paises (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2002) (Figura 1). Segundo estinvat de Diaset al. (2008), a
prevaléncia atual da infeccdo humana pEl@ruzi é de cerca de 12 milhées de casos e
aproximadamente 28 milhGes de pessoas estariamsato de contrair a infecgao.

Nature Reviews | Microbiology

Figura 1. Distribuicdo mundial da doenca de Chagas
Fonte: Morel; Lazdins (2003)

A doenca de Chagas constituiu por varios anogjedesa descricdo, uma endemia
predominantemente rural, de distribuicao exclusas Américas, atingindo areas especificas,
intimamente associadas ao subdesenvolvimento seotondmico. Migracdes para areas
urbanas durante as trés ultimas décadas do séctlmutdaram o padrdo epidemiologico

tradicional, passando ser a doenca também uma @ndebana. Atualmente, a doenca de
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Chagas é um problema mundial, com diversos caddficados em paises considerados nao
endémicos, como Espanha, Estados Unidos e Camagdingipais destinos dos imigrantes
latinos. Problemas econdémicos e politicos estimw@iamgracao e favorecem a propagacao da
doenca dos paises endémicos para os paises desdrs/oNos paises ndo endémicos, a
transmissao ocorre principalmente por transfusagwaea, transplante de 6rgaos e através
da via congénita (PIROHM al., 2008; SCHMUNIS, 2007).

Em 1950, o Brasil iniciou seu Programa NacionaCdatrole Vetorial da Doenca de
Chagas, tendo alcancado sua maior cobertura naslagde 70 e 80. Na década de 70 foi
delimitada a area onde havia risco de transmisa&o@restante do pais, através de inquéritos
entomologicos e de soroprevaléncia da infeccdo apalpgdo humana, ja como parte da
rotina de operacdes para o controle da endemiameados dos anos 80, com 0 programa
francamente consolidado, o impacto foi altamentatipo, com reducéo drastica dos indices
triatominico-tripanossémicos ao longo da area e (DIAS et al., 2008). Desapareceram
0S jovens e criangas infectados, chegou-se a uprodg controle transfusional, e a
prevaléncia da infeccéo baixou consideravelmentejuhho de 2006, o Brasil recebeu uma
certificacdo relativa a eliminacado da transmissaadenca de Chagas pelo principal vetor
(Triatoma infestans) e pela via transfusional, concedida pela OPASg#&@racdo Pan-
Americana da Saude) (DIAS, 2006).

Com o sucesso das medidas adotadas para o codasléransmissdes vetorial e
transfusional, estima-se hoje que o Brasil possu2 d 3 milhdes de pessoas infectadas pelo
T. cruzi (DIAS et al., 2008; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002). As médias
de controle adotadas modificaram consideravelmargpidemiologia da doenca, ndo s6 no
que diz respeito a sua prevaléncia e incidéncia, tammbém as suas formas de transmissao.
Estudos atuais mostram prevaléncia da infeccao mama Brasil inferior a 0,2%, sendo o
perfil epidemioldgico do paciente com doenca degaka de um individuo adulto, de origem
rural, de baixo nivel instrucional e vivendo emtoes urbanos no chamado extrato terciario
de trabalho (DIAS, 2007).

A mortalidade precoce e invalidez causada pelagiode Chagas resultam em uma
perda econdmica devastadora nas Ameéricas. Em #88bperda foi estimada em 8 milhdes
de ddlares, que é equivalente a 2,5% da dividarexida América Latina. No Brasil, entre
1979 e 1981, cerca de 300 milhdes de dolares faastos com o acompanhamento e
tratamento de pacientes chagasicos, segundo d@stnbaiseada no numero total de casos da
doenca no periodo (MONCAYO, 2003). De acordo contelet al. (2007), 14 mil mortes
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anuais estao associadas a doenca de Chagas glotmleenstituindo esta endemia a sexta
doenca tropical negligenciada mais importante dodau

A auséncia de politicas publicas voltadas parasemvolvimento de acfes para 0s
casos cronicos impede a implantacédo de estratpgrasnotificar, quantificar e qualificar as
informacdes. Da mesma forma, a falta de notificac@mpulséria impossibilita qualquer
estimativa mais acurada de prevaléncia e incidédesconhecendo-se assim a real dimensao

do problema no Brasil e no mundo atualmente. (COURAS, 2009)
2.3 Transmisséo

A forma classica de transmissdo da doenca de €hagano descrita por Carlos
Chagas, é a vetorial, através de insetos hemagfdgdamilia Reduviidae, pertencentes aos
géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, que sdo popularmente conhecidos como
barbeiros ou ainda, “chupanca”, “bicudo”, “chupédoli “procotd” (Figura 2) (LANA;
TAFURI, 2005).
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Figura 2. Ciclo de vida ddrypanosoma cruz
Fonte: Adaptado de Center for Disease Control aadention (2009)
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A infeccdo também pode ser transmitida atravestralesfusdo sanguinea e por
transplante de 6rgdos contaminados, que constitusegundo mecanismo de importancia
epidemiolégica na transmissdo mundial @ocruzi. O terceiro mecanismo com grande
importancia na transmissdo da doenca de Chagadr@&nsmissdo vertical ou congénita
(SCHMUNIS, 2007).

Existem ainda outras vias de transmissdes sedaadéomo acidentes de laboratorio
e pela via oral, através da ingestdo de agua mewmdos contendo fezes contaminadas de
barbeiro (DIAS, 1999; PUNUKOLLLUUt al., 2007). No Brasil, relatos recentes demonstraram
surtos de contaminacao oral pela ingestdo de ag@ltle de cana (STEINDE¢t al., 2008) .
Existem ainda relatos do encontro de tripomastgy@m sangue menstrual de mulheres
chagasicas. Entretanto, a via de transmissao sexnah foi comprovada na espécie humana
(LANA; TAFURI, 2005).

2.4 Manifestacdes Clinicas e Laboratoriais

De acordo com suas manifestagBes clinicas e laliaia, a doenca de Chagas é
dividida em duas fases: aguda e crénica (FigurA 8se aguda dura, em média, de um a trés
meses apos a infeccdo e é caracterizada labohateni por uma intensa parasitemia e por
baixos niveis de anticorpos (GOMES, 1996). Esta fagle ser sintoméatica ou assintomatica.
Quando sintomatica, as manifestacées surgem, eah der7 a 10 dias apos a infec¢do pelo
T. cruzi. Os individuos apresentam febre, edema localizadageneralizado, mal-estar e
cefaléia. O sinal de Romarfa, um edema unilaterphlpebral, e o chagoma de inoculacdo
sdo manifestacbes locais que ocorrem conforme eadentdo parasito no organismo
hospedeiro. Algumas manifestacbes sistémicas coematbmegalia, esplenomegalia e
alteracdes nervosas também podem estar presenfasenaguda da doenca. No entanto, a
fase aguda € imperceptivel em grande parte dogiduis, devido a escassez ou auséncia de
manifestacdes clinicas (LANA; TAFURI, 2005).
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Infeccdo pelo T. cruzi
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Figura 3. Evolucao clinica da doenca de Chagas humana
Fonte: Adaptado de Dutetal., 2009

Os individuos infectados pel®. cruzi apos passarem pela fase aguda da doenca
podem apresentar, ap6és um periodo variavel de temmpa das formas clinicas crbnicas.
Estas formas sdo marcadas pela escassez de marasisangue e pelos elevados titulos de
anticorpos (GOMES, 1996). O individuo chagasico peienanece por um longo periodo de
laténcia clinica tem a forma chamada indetermin#dB), que pode durar de dez a trinta
anos ou por toda a vida do doente. Na forma INDada cronica os individuos chagésicos
sdo assintométicos, com eletrocardiograma e esadiologico do coragdo, es6fago e colons
normais, mas a sorologia € positiva. Esta forma pamticular interesse médico-social e
trabalhista pelo fato de individuos chagasicosnassaticos e, em plena faixa produtiva da
vida, serem excluidos do mercado de trabalho (OLRAEIR., 1991; OLIVEIRA JR., 2009).

Aproximadamente 30% dos individuos chagéasicosiavérapresentam manifestacfes
clinicas relacionadas ao envolvimento de Orgdosocaemcoracdo, esodfago e/ou colon,
caracterizando as formas cronicas sintomaticas a#agd de Chagas, que sdo a forma
cardiaca (CARD), a forma digestiva (DIG) e a formigta (MIS) (DUTRAEt al., 2009). A
forma CARD é responsavel por um maior nUmero deoshia doenca e é caracterizada por

uma sindrome de insuficiéncia cardiaca congespiv@lominantemente arritmica, onde a
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morte sUbita pode ser a primeira manifestacdo.oguiio de ramo direito é a alteracdo mais
freqliente do ponto de vista eletrocardiogréaficotolBgicamente, o aneurisma apical do
ventriculo esquerdo é a leséao caracteristica dacdo@NDRADE, 1996). A forma DIG da
doenca é caracterizada pela dilatacdo de viscesas com formacao de megavisceras, sendo
0 megaes6fago e o megacolon as mais encontradasg@es6fago se manifesta comumente
com disfagia e 0 megacélon com constipacdo (REZENMEREIRA, 2000). Individuos
chagasicos com a forma MIS séo portadores de qatitode origem por doenca de Chagas e
megaesotfago e/ou megacolon simultaneamente (LAMEURI, 2005).

Menos frequentemente s&o observadas alteragcG&stama nervoso, com 0 encontro
de alteracdes de motricidade, de coordenacao aigsig, que caracterizam a forma clinica
nervosa da doenca (PRATA, 2001). O estudo destamafocronica da infeccdo chagasica
ganhou maior interesse em individuos imunocomprol®t como 0S pacientes com
neoplasias ou submetidos a transplantes, bem ca@nooeénfectados com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), que desenvolvem ad&me da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), pois estes desenvolvem grave®ratibes no sistema nervoso. As
principais alteracdes neurologicas nesses indigids&@ meningoencefalite, hipertensao
intracraniana, meningite, perda progressiva da aénsia, dores de cabeca e convulsbes
(SARTORIet al., 2007).

2.5 Diagnostico

Na fase aguda da doenca de Chagas, o diagndstilkmieo é baseado na deteccao do
parasita através de métodos parasitologicos dir€@xame de sangue a fresco, o esfregaco
sanguineo, a gota espessa e o0 método de Stroudssdécnicas parasitoldgicas mais
empregadas para o diagnostico nesta fase da d(@eOPaES, 1996).

O diagnostico parasitologico na fase crénica teamaomprometido em virtude da
escassez de parasitas. Nessa fase podem serdeslirgtodos parasitoldgicos indiretos,
como o xenodiagnostico e/ou a hemocultura, no emtastas técnicas apresentam baixa
sensibilidade, resultando em grande niumero detaglad falso-negativos (GOMES, 1997).

Na fase crbnica da doenca de Chagas, o diagndabooatorial deve ser realizado

preferencialmente através de métodos imunologiesses métodos se baseiam na deteccéo
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de anticorpos anfi=- cruzi do isotipo IgG que se ligam especificamente agantis do
parasita (GOMES, 1996). Podem ser utilizadas asd&xs de hemaglutinacdo indireta (HAI),
imunofluorescéncia indireta (IFI), ou ensaio imutg@vente ligado a enzima (ELISA -
Enzyme linked immunosorbent assay). Segundo o Consenso Brasileiro em Doenca de Ghaga
(BRASIL, 2005), para um diagnostico sorolégico ¢@wvdl, € necessario obter resultados
concordantes em pelo menos dois testes sorologieogrincipios metodolégicos ou
preparacdes antigénicas diferentes.

O diagnostico molecular, através da reacao emaddepolimerase (PCR) vem sendo
padronizado atualmente, como um método de pesdueta do DNA do parasito no sangue.
O diagnéstico através da PCR se baseia na ampiificale sequéncias nucleotidicas
especificas ddl. cruz (GOMES, 1996). Apesar do numero de parasitos laintes nos
individuos chagasicos cronicos ser extremamentxopad técnica de PCR tem se
demonstrado bastante sensivel e eficaz para oddiagm da infeccdo chagésica nesta fase da
doenca. Segundo Britto (2009), a maior vantagersedestabelecer a PCR para diagnostico
da doenca de Chagas é a possibilidade de suaacditizcomo critério de cura terapéutica,

visto que as técnicas convencionais nao permitéaragdicacao.

2.6 Tratamento

Até o presente momento, ndo existe um medicanmemprovadamente eficaz para o
tratamento etiolégico da doenca de Chagas. Osaaasipérios tradicionalmente utilizados,
Nifurtimox e Benzonidazol, sdo parcialmente efisazendo sua maior eficacia terapéutica
apenas na fase aguda da infeccdo. Ambas as dragas aas formas tripomastigotas no
sangue, porém, sdo pouco efetivas contra amastigaotdecido. Por essa razdo é que sua
eficacia na fase cronica estaria comprometida (CADNQ, 1985).

Através de um estudo experimental, foi demonstigui® 0 uso do Benzonidazol na
forma IND previne o desenvolvimento de cardiomi@atdnica grave, apesar de ndo ocorrer
erradicagdo completa do parasita (GARCE\ al., 2005). Atualmente, um estudo
multicéntrico denominado BENEFIT Bézidazole Evaluation for Interrupting
Trypanosomiasis) estd sendo realizado a fim de avaliar a eficalmatratamento com
Benzonidazol na doenca de Chagas cronica, em hin(BIARIN-NETOet al., 2009).
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H& mais de 25 anos nao sdo produzidos novos faer@mn maior eficacia e menos
efeitos colaterais do que as duas Unicas drogas aitilizadas no tratamento etiol6gico da
doenca de Chagas (SANT@al., 2004). Um grande volume de trabalhos cientificats da
biologia e genética d®. cruzi, porém todo esse conhecimento gerado nao foitréoezm
novas ferramentas terapéuticas. A falta de medictnrepara esta e outras doencas
negligenciadas é o resultado tanto das insuficepdditicas publicas voltadas para producdo
e desenvolvimento de medicamentos, quanto da fd¢hanercado, provocada pelo baixo
interesse econdmico que esses pacientes represpatam industria farmacéutica (DRUGS
FOR NEGLECTED DISEASE &itiative, 2009).

2.7 Aspectos Imunoldgicos

A ampla variacdo na evolucdo clinica da doenca kag&s € decorrente de uma
complexa interacdo existente entre o parasito eogpddeiro. Existem duas hipdteses
principais que procuram explicar os mecanismosatiagénese da doenca de Chagas humana.
A primeira delas defende o papel central da pérsisa do parasita no hospedeiro como uma
das principais causas de patologia, enquanto a postula que uma resposta imune contra
antigenos proprios € responsavel pelo dano tecidbhsérvado nos o6rgados afetados de
individuos chagasicos (DUTRA; GOLLOB, 2008; KIERSYIEAUM, 2005).

Embora as teorias que procuram explicar os maoasisubjacentes a patogénese da
infeccdo chagasica sejam controversas, elas ndms@immente exclusivas. Ambas devem
ser, portanto, consideradas quando se tenta conganee estabelecimento e manutencéo da
patologia da doenca de Chagas. Independentementarigiam/fonte de antigenos que
desencadeiam a resposta imune durante a infecgéizayrha um consenso de que o sistema
imune do hospedeiro desempenha um papel centratlesenvolvimento da patologia
(DUTRA et al., 2009).

As manifestacOes patologicas da doenca de Chegds,na forma CARD, como na
forma DIG, estdo associados com a ocorréncia de magdo inflamatdria nos o6rgaos
afetados, especialmente em locais onde antigenosT.deruzi foram observados
(FUENMAYOR et al., 2005). A forma IND representa uma situacéo dgiifdrio saudavel”
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entre o parasita e 0o hospedeiro, sendo a respust@eiinduzida por estes individuos de
carater predominantemente antiinflamatorio (DUT&AI., 2009).

Niveis elevados de TN&-e IFNy sdo relacionados a evolucdo da doenca e a
gravidade da cardiopatia chagasica (PEREZ-FUEN&ES, 2003; TALVANI et al., 2004),
sugerindo a participacdo destas citocinas na fdamata inflamacéo crbnica e na lesao
cardiaca. Resultados semelhantes foram encontpaddgibeiroet al. (2008) ao estudarem o
perfil de citocinas de chagasicos portadores dandobIG. Neste mesmo trabalho, foram
encontrados baixos niveis de IL-10 nestes pacieAtdls-10 é uma citocina com importante
propriedade antiinflamatoria e imunossupressorgud trabalhos demonstraram que a IL-10
€ a citocina mais secretada por pacientes da ftdDa CORREA-OLIVEIRA et al., 1999;
CUNA €t al., 2000; GOMESet al., 2003). Os pacientes portadores da forma IND émb
apresentam niveis mais elevados de células T tégaks(CD4CD25FoxP3), secretoras de
IL-10 comparando-se aos niveis de pacientes CARDDHE (SILVEIRA et al., 2009;
VITELLI-AVELAR et al., 2005).

Apesar de alguns trabalhos terem demonstrado@wmento da imunidade em todas
as formas clinicas da infec¢do chagésica, ainddai&@stabelecido um padrdo especifico de
resposta imune entre 0s pacientes chagasicos pasadas diferentes formas clinicas da
doenca de Chagas (DUTR#&t al., 2005). A elucidacdo dos processos imunologicos é
essencial ndo somente para melhorar o entendirdardoa imunopatogénese, como também
0os métodos de prevencdo e terapéuticos, conduzangossiveis medidas que possam
modificar a historia natural da doenca em benefilve milhdes de chagasicos existentes
(DUTRA et al., 2009).

2.8 Marcadores de prognostico

Com o objetivo de diferenciar os pacientes chagasiom potencial de evolucéo para
as formas clinicas cronicas severas, grupos deupasdentam estabelecer marcadores
biologicos de evolucdo do progndstico da doencavésr de mecanismos imunoldgicos
(CORREA-OLIVEIRAet al., 1999; CUNHA-NETCet al., 1998; REIS: al., 1993).

Alguns destes grupos de pesquisa buscam um pdédn@unoglobulinas associadas a

um ou mais antigenos de cruzi que sejam capazes de diferenciar as formas climicas
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predizer seu potencial evolutivo (CETRO#& al., 1993; CORDEIROet al.,, 2001,
MICHAILOWSKY et al., 2003; MORGANEet al., 1996). Estudos realizados por Primawtra
al. (1988; 1990) sugerem que a presenca de anticgfpedpecifico para a forma amastigota
do parasita esta relacionada com o risco de pre@peda doenca para o desenvolvimento da
forma DIG, em ambos pacientes portadores das folitiag CARD. Zauza e Borges-Pereira
(2001) monitoraram os titulos de IgG contra antdgecomplexos do parasito de pacientes
portadores da forma CARD durante 10 anos e coaolufjue a progressédo da cardiopatia
chagasica possui correlacéo positiva com o auntogmiveis de IgG.

No entanto, apesar de alguns estudos sugerirexisi&recia de uma relacdo entre o
reconhecimento antigeno-especifico e as formascatinda doenca de Chagas e que a
deteccdo de um isotipo particular de anticorpo ugena correlacdo com as manifestacoes
clinicas desta enfermidade, poucos trabalhos faeatizados com antigenos puros e
cruzt (MORGAN et al., 1998).

2.9 Antigenos Recombinantes CRA e FRA dE cruz

Com o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombie nas ultimas décadas,
tornou-se possivel a producéo e purificacdo deepras especificas em larga escala, atraves
de sua expressdo em bactérias ou outros organig&nagés desta tecnologia, Lafaikeal.
(1989) caracterizaram molecularmente dois genes. @euzi que codificam antigenos que
apresentam uma estrutura de epitopos repetitivosfuegdo de sua estrutura em epitopos
repetitivos e sua localizacdo, esses antigenosmfadanominados CRA Citoplasmic
Repetitive Antigen) e FRA flagelar Repetitive Antigen) (LAFAILLE et al., 1989).

O antigeno CRA exibe uma estrutura de 14 amino&digie se repetem e se localiza
no citoplasma das formas epimastigotas e amastigitd. cruzi. O outro antigeno, FRA,
com uma estrutura de 68 aminoacidos que se repé&tdotalizado na regido do flagelo
adjacente ao corpo das formas epimastigota e taptigota (LAFAILLEet al., 1989).

Krieger et al. (1990) demonstraram que 0S genes que codificaps esitigenos sao
altamente polimérficos. Apesar de polimorficos eifierdntes cepas, estes antigenos foram
reconhecidos por mais de 95% dos soros chagasiasdq testados individualmente por

radioimunoensaio, indicando que seus determinaateégénicos sdo bem conservados
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(GOLDENBERGEt al., 1991). Posteriormente estes antigenos foramdtestam conjunto
em um ELISA, onde se revelaram importantes paregndstico da infeccdo pelb cruz,
uma vez que suas sensibilidade e especificidadenfde 100% (KRIEGEIRt al., 1992).

A partir dos estudos realizados com estes antggdab produzido umkit de
diagnostico sorologico para a infeccdo pélo cruz, o EIE-Recombinante-Chagas-
Biomanguinho8 que utiliza os antigenos recombinantes CRA e FRA associacio,
produzidos através da tecnologia do DNA recombmafistudos sobre o desempenho
diagndstico do referidkit em populacdo de area endémica para doenca desGt@agprovou
seu potencial diagndstico, pois apresentou 100%sgdecificidade e sensibilidade (GOMES
etal., 2001).

Silvaet al. (2002) também exploraram a capacidade do reféitdite diagnostico em
um estudo que avaliou a cura parasitologica amiantento etioldégico, e sugerem que o
mesmo possa ser utilizado como triagem inicial @asaiar a cura de paciente chagasicos
tratados etiologicamente. Gadektaal. (2003) comparando os resultados do diagndéstico da
infeccdo chagasica utilizando o EIE-Recombinantagak-Biomanguinh8scom os obtidos
por um ELISA convencional e um teste de HAI comutmarsados em banco de sangue no
Brasil, demonstraram que o ELISA recombinante pseleseguramente usado na triagem
sorolégica para doenga de Chagas.

A resposta imune frente aos antigenos CRA e FR#i j@studada experimentalmente
em camundongos. Pereigaal. (2003a) demonstraram que ambos 0s antigenosapaaes
de gerar uma resposta imune humoral em camundaq@ds imunizacdo. No entanto, a
resposta imune gerada frente a estes antigeno®inéapaz de controlar a infeccdo pdlo
cruzi, embora tenha aumentado o tempo de sobrevidaniosia desafiados (PEREIR&
al., 2005). Uma resposta imune celular especificabéam foi gerada nos camundongos
imunizados, induzindo uma resposta do tipo Thl PIRR et al., 2003b), porém também
sem capacidade de controlar a infeccéo, apesardaitnentado o tempo de sobrevida dos
camundongos (PEREIR& al., 2004).

Lorenaet al. (2008) estudando a resposta imune celular de rgasiechagasicos
cronicos frente aos antigenos CRA e FRA, avaliavamiveis das citocinas TNF- [FN-y,

IL-4 e IL-10 em sobrenadantes de culturas aposnekiiin vitro com os antigenos. Os
autores demonstraram que o antigeno CRA foi capamdiizir uma resposta imune do tipo
Thl, com elevada producdo de TNFe IFNy, em pacientes chagasicos com as formas
CARD e IND.




VASCONCELOS, R.H.T. 30

Vercosaet al. (2007) avaliando a resposta imune humoral deeptes chagésicos
cronicos diante dos antigenos CRA e FRA, estudarperfil isotipico de 1gG e observaram
que o isotipo IgG2 é capaz de diferenciar indivedabagasicos portadores da forma CARD
daqueles portadores da forma IND quando se utdizantigeno recombinante FRA. Os
autores sugerem que este isotipo podera servir ecommarcador de evolugéo clinica para
forma CARD em individuos assintomaticos.

Apesar dos diversos estudos conduzidos com ogeans CRA e FRA, apenas o
trabalho de Vercoset al. (2007) foi capaz de propor um marcador de prdggwpara as
formas clinicas crénicas. Os resultados encontrpdo®stes autores indicam que a resposta
imune humoral diante da utilizacdo destes antigpodg ser capaz de diferenciar pacientes
chagasicos com diferentes formas clinicas. Diardgsted fato, mais estudos devem ser
conduzidos avaliando-se a resposta imune humaataldos antigenos recombinantes CRA
e FRA deT. cruz, a fim de pesquisar a existéncia de novos caralidatmarcadores de
progressédo para as formas clinicas cronicas dazd@enChagas.
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3 JUSTIFICATIVA

Diante da magnitude da doenca de Chagas, onde @ert2 milhdes de pessoas estao
infectadas na América Latina, de suas elevadasidaat® e mortalidade, além da ineficacia
do tratamento etiologico, justificam-se estudosjsem a melhoria da qualidade de vida dos
portadores desta enfermidade. Pouco ainda se aondmme 0S mecanismos imunes e
patogénicos que estdo envolvidos na transicao skadguda para a cronica, bem como os
fatores que favorecem o desenvolvimento de umardetada forma clinica crénica. Sabe-se,
no entanto, que a resposta de isotipos espectéoosido associada as manifestacdes clinicas
da doenca de Chagas. Sendo assim, o presentdtralegbropds a avaliar os niveis séricos de
imunoglobulina A no soro de individuos chagéasico8nicos, frente a dois antigenos
especificos ddrypanosoma cruz, visando a obtencdo de um possivel marcador degim
para discriminar as formas clinicas cronicas dag@ele Chagas.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual a associacao entre as diferentes formasatimronicas da doenca de Chagas e

0s niveis séricos de IgA frente aos antigenos rbowantes CRA e FRA dE. cruz?
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5 HIPOTESE

A presenca de niveis elevados de IgA frente atigearos recombinantes CRA ou

FRA deT. cruzi pode ser capaz de diferenciar pacientes chaggsictedores de diferentes
formas clinicas.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacdo entre os niveis sericos dedky pacientes chagasicos cronicos
frente aos antigenos recombinantes CRA e FRA.@euz e as formas clinicas crénicas da

doenca de Chagas.

6.2 Objetivos Especificos

- Detectar os niveis de IgA presentes no soroageeptes chagasicos crénicos, frente
aos antigenos recombinantes CRA ou FRA.deuz;

- Associar os niveis séricos de IgA com as dife@®rfiormas clinicas da doenca de
Chagas (IND, CARD, DIG e MIS);

- Determinar a sensibilidade, a especificidadesevalores preditivos positivo e
negativo dos niveis séricos de IgA para avaliaua associacdo com as formas clinicas

cronicas da doenca de Chagas
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

7.1 Desenho e populacdo de estudo

O desenho de estudo deste trabalho foi do tipo-@aswole, onde foi definido como
“caso” a presenca de sintomatologia no trato gaséstinal decorrente da infeccéo
chagasica, condicdo presente nas formas clinic@eDWIS. Por outro lado, a auséncia de
sintomas digestivos especificos da doenca de Chagaacao presente nas formas IND e
CARD, definiu o grupo considerado “controle”. O &amho da amostra de individuos que foi
selecionada para este estudo foi escolhido poreto@ncia, tendo em vista que este tipo de
estudo é limitado por questdes operacionais.

Noventa e seis pacientes chagasicos crénicos coimrragas clinicas IND (n= 24),
CARD (n=25), DIG (n=20) e MIS (n=27), e idade vada entre 23 e 77 anos (56 do sexo
feminino e 40 do sexo masculino), foram seleciosadotre setembro de 2008 e setembro de
2009, no Ambulatério de Doenca de Chagas do Hdspiéaversitario Oswaldo Cruz da
Universidade de Pernambuco (HUOC-UPE), situado idade de Recife, que atende
individuos provenientes de todo o estado de Peraemnb

O Ambulatério de Doenca de Chagas do HUOC-UPEn&siderado um centro de
referéncia no atendimento do paciente portadoodagh de Chagas no Nordeste do Brasil. A
filosofia de trabalho no ambulatério é dar atenigdegral ao paciente, ndo s6 com acdes de
tratamento, mais também com o enfoque biopsicass@dualmente existem cerca de 1.800
pacientes cadastrados, com uma média de 200 campoit més (OLIVEIRA JR., 2009).

Individuos ndo chagasicos, saudaveis (n=14), cadesl entre 24 e 52 anos (12 do
sexo feminino e 2 do sexo masculino), foram seterlos no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (CPgAM) da Fiocruz, situado na cidadRegfe, para estabelecimento do ponte
de corte oucut-off (CO) do ELISA. Todos os individuos saudaveis apresn sorologia
negativa para infeccdo pelo cruzi, em dois testes sorologicos de preparacdes antagnic
diferentes, nunca receberam transfusdo de sangeenehabitaram em area endémica para

doenca de Chagas.
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7.2 Avaliagdo dos pacientes

Na rotina do Ambulatério de Doenca de Chagas do GWPE, os pacientes
chagéasicos sdo submetidos a exames clinico-lalb@iatopara acompanhamento das
manifestacbes clinicas decorrentes da infeccdo asigy que incluem exame fisico,
ecocardiograma, eletrocardiograma, raios X de toérapos X contrastado de esbéfago e
sorologia pard. cruzi. Foram incluidos neste estudo, somente paciehtaggasicos com dois
testes sorologicos positivos, que apresentaranorasa$ clinicas bem definidas e que néo
receberam tratamento etioldgico para a infeccém pelruz.

A interpretacdo dos exames de rotina e a consegjgtassificacdo dos pacientes nas
formas clinicas cronicas da doenca de Chagas foemiizadas pela equipe médica do
Ambulatério de Doenga de Chagas do HUOC-UPE. @é&rim$ adotados para categorizar um
paciente em determinada forma clinica, foram osmmesdescritos no Consenso Brasileiro
em Doenca de Chagas (BRASIL, 2005)

Individuos que apresentaram sorologia positiva @alinfeccdo peld. cruzi, sem
manifestacfes clinico-laboratoriais de acometimeatdocoracdo ou trato digestivo, foram
considerados como portadores da forma IND. As teniaticas epidemioldgicas dos
pacientes chagasicos com a forma IND que forantisel@dos para participar deste estudo

encontram-se presentes na tabela 1.
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Tabela 1.Caracteristicas epidemiologicas dos pacientesatorma indeterminada

Iniciais Sexo l|dade Naturalidade
1. MNS F 52 Belo Jardim
2. EAA F 65 Triunfo
3. MJF F 75 Nazaré da Mata
4. JHM F 52 Tupanatinga
5. ZAO M 47 Serra Talhada
6. SMS F 57 Sao Lourenco da Mata
7. MJAB F 54 Sao José da Laje - AL
8. LMS F 57 Monteiro
9. APGS M 37 Belo Jardim
10. CAS F 32 Recife
11. ILS M 58 Gamaleira
12. NJS M 58 Orob6
13. MA F 33 Sertania
14. JIMS M IGN Escada
15. MJC F 63 Buique
16. ASL F 45 Caetés
17. MLGN F 59 Sertania
18. RMBS F IGN Tabira
19. CAS M 63 Bom Jardim
20. EFS M 39 Vitéria de Santo Antdo
21. MAS M 30 Terra Nova
22. MJILS F 38 Arcoverde
23. JCNS M 23 Mirandiba
24. OBS M 45 Floresta

Nota: IGN — Informacéo ignorada; F = sexo feminikbs sexo masculino

A presenca de sorologia positiva para infeccadgasiaa, juntamente com sintomas de
insuficiéncia cardiaca ou sincope, alteracdes oelmtdiograficas e/ou marcapasso,
diminuicdo da funcéo ventricular ou aneurisma dpicaecocardiograma e radiografia do
térax com aumento da area cardiaca em pacientesosgm patologia cardiaca foram os
critérios utilizados para categorizar um individimno portador da forma CARD. Nenhum
dos pacientes selecionados apresentou queixasrdtestacdes do trato digestivo. A tabela 2
indica as caracteristicas epidemiologicas dos pesechagasicos com a forma CARD que

participaram deste estudo.
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Tabela 2.Caracteristicas epidemiologicas dos pacientesatorma cardiaca

Iniciais Sexo Idade Naturalidade
1. JMS M 69 Carpina
2. AAN F 58 Itapeti
3. MNOL F 61  Afogados da Ingazeira
4, JIBF M 59 Bom Jardim
5. QSsSs F 64 Belém de Maria
6. RMC F 77 Vicéncia
7. MRBS F 55 Bom Jardim
8. AGS M 52 Bom Jardim
9. FSA M 44 Sao Benedito do Sul
10. RSA M 30 Sertania
11. ADS M 61 Nazaré da Mata
12. 0SS M 63 Séao José do Egito
13. MLV F 55 Macaparana
14. MJILR F 60 Tabira
15. TS F 67  S&o José da Laje — AL
16. GFS M 54  Afogados da Ingazeira
17. MCSS F 69 Nazaré da Mata
18. MJS F 60 Paciéncia
19. MJAB F 55  S&o José da Laje — AL
20. MPS F 72 Itapeti
21. JIMF M 62 Carpina
22. MLAL F 65 Limoeiro
23. MDS F 59 Sao Vicente Férrer
24. MNFF F 56 Pedra de Buique
25. MEC F 58 Itambé

Nota: F = sexo feminino; M = sexo masculino

A forma DIG foi definida quando os individuos cgprologia positiva para doenca de
Chagas apresentavam alguma sintomatologia do digéstivo caracteristica, como disfagia
e/ou constipacdo por mais de uma semana, com ceagdo através de exame contrastado
radiologico, de dilatagdo do esdfago ou colon. étdes que realizaram cirurgia para correcao
de megaesodfago e/ou megacolon, e que ndo apresensdteracdes no coracdo, tambéem
foram incluidos como portadores da forma DIG. Camssa forma clinica pode apresentar
alteracOes no esodfago e/ou colon, na tabela 3 detwitas as manifestacées de cada paciente
(MC — megacélon; ME — megaesbdfago), além das aafatitas epidemioldgicas dos

pacientes chagasicos com a forma DIG selecionaatasgste estudo.
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Tabela 3.Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos paesoom a forma digestiva

Iniciais Sexo Idade Naturalidade Manifestacao Cliica
1. MLLF F 49 Buenos Aires MC
2. JBAB M 42 Serrita ME
3. TMC F 47 Sao Vicente Férrer MC
4, SMPL F 48 Bom Jardim ME
5. SVS F 43 Machado ME
6. DMS M 54 Vicéncia MC
7. MLS F 66 Bom Jardim ME
8. SNL F 44 Buenos Aires ME
9. RFJ F 62 Afogados da Ingazeira ME
10. GJS M 51 Sertania ME
11. MLS F 59 Bom Jardim ME
12. SRSS F 59 Paulista ME
13. MFBF M 50 Caruaru ME
14. JLA M 44 Vicéncia MC
15. LIS F 40 IGN ME
16. EGS F 65 IGN ME
17. RFF F 75 Nazaré da Mata ME
18. MCS F 49 Novolino — AL ME
19. MSS M 69  Vitdria de Santo Antdo ME
20. SSS F 69 Sao Vicente Férrer MC e ME

Nota: IGN — Informacéo ignorada; F = sexo feminikbs= sexo masculino;

MC = megacolon; ME = megaesobfago

Os pacientes chagasicos, com sorologia positiva @d. cruzi, que apresentaram,
simultaneamente, as evidéncias de cardiopatia sltag@ megaesodfago e/ou megacolon,
tratados cirurgicamente ou nédo, foram incluidoggngo de pacientes portadores da forma
MIS. Conforme utilizado na descrigdo clinico-epidaidgica dos pacientes com a forma
DIG, a tabela 4 indica as caracteristicas epidémichs e as manifestacbes (ME -
megaesotfago; MC — megacolon) de cada paciente sibaggue foi selecionado para este

estudo com a forma MIS.
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Tabela 4.Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos paegsoom a forma mista

Iniciais Sexo Idade Naturalidade Manifestacao Clinica

1. SHS M 44 Pandorama MC
2. BPN F 55 Gléria do Goita ME
3. SMCS F 47 Vicéncia ME
4. JCS M 60 Timbauba ME
5. SMR F 39 Vicéncia MC
6. JPS M 65 Bom Jardim ME
7. SMS F 52 Sossego ME
8. VSS M 55 Unido dos Palmares — AL MC
9. VAV M 46 Macaparana ME
10. EZF M 49 Sao0 José da Laje — AL ME
11. JPS M 62 Bom Jardim ME
12. CZF M 49 S&o0 José da Laje — AL ME
13. DSCS F 45 Rio da Barra ME
14. JCS M 65 Timbauba ME
15. SEP M 70 Carpina MC
16. JGS M 52 Sertania MC
17. MRS F 47 Taperéa ME
18. ADS M 60 Nazaré da Mata ME
19. MJJL F 69 Garanhuns MC
20. MLS F 56 Timbauba ME
21. JAS M 51 Feira Nova ME
22. SJS F 59 Carpina MC
23. MLXC F 73 Nazaré da Mata ME
24. SRS F 63 Nazaré da Mata ME
25. ARS M 76 Panelas de Miranda ME
26. SPS M 55 Sao Vicente Férrer ME
27. MJSA F 65 Vicéncia ME

Nota: F = sexo feminino; M = sexo masculino; MC egacélon; ME = megaesotfago

7.3 Aspectos éticos

Os pacientes chagasicos e individuos saudaves@®eos para este estudo tiveram
participacdo voluntaria, e assinaram o “Termo denséntimento Livre e Esclarecido”
(Apéndices A e B), segundo a resolucédo do Condgfimmonal de Saude (CNS) 196/96. Os
pacientes chagasicos também responderam a umanéegiide pesquisa (Apéndice C), cujas
informacgdes foram coletadas diretamente com o iddive a equipe médica complementou
os dados do questionario com informacfes obtidagrowtuario do paciente. A conduta de
inclusdo dos mesmos e os protocolos experimentiicados neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do CPgAM pswarecer h070/2008 (Anexo A).
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7.4 Obtencéo das amostras

Os pacientes chagasicos e individuos sadios sedstns para este estudo tiveram
10ml de seu sangue coletados pelo sistema a v¥ewoofainef. A coleta das amostras de
sangue foi realizada no Ambulatério de Doenca deg@s do HUOC-UPE e no Ambulatério
do CPgAM, seguindo as normas de biosseguranca.

Os tubos de sangue coletados foram deixados a taetafze ambiente (TA) até sua
completa coagulacao e, posteriormente, foram degadlos a 1500xg por 10min. O soro
assim obtido foi separado em aliquotas e armazeaae?0°C até sua posterior utilizagao.
Todas as amostras foram processadas no Labord®tinunoparasitologia do Departamento

de Imunologia do CPgAM e incorporadas a sorotecaesmo.

7.5 Diagnaéstico etiologico confirmatorio

Segundo o Consenso Brasileiro em Doenca de ChB§#sS]IL, 2005), um individuo
é considerado portador da doenca de Chagas crguécalo apresenta dois testes sorologicos
positivos para IgG de principios metodoldgicosiniss ou com preparacdes antigénicas
diferentes. Para a confirmacdo do diagnostico agiob dos pacientes chagasicos

selecionados para este estudo foi utilizado o fjuxma descrito na figura 4.
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Dados no prontuario do paciente sobre os resultados
dos testes soroldgicos para infeccdo chagasica

' )
Dois testes positivos Um teste positivo

[ Realizagdo de dois testes ] Sem necessidade de [ Realizagdo de um teste ]

sorologicos no CPgAM confirmacgdo sorologico no CPgAM

l I_I_I
| |
" B s B s ™)
: Um ou Dois 2
Dois testes s Teste Teste nao-
Testes nao -
reagentes : reagente reagente
reagentes
., 7 \ 7 \, o
| - - 1 r - | — - | 1
& doan|f||1:“?cafjie Encaminhar Cdoan f;:g:%‘;ﬁ Encaminhar
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chagasica chagasica
. v - 7 . o

Figura 4. Fluxograma de confirmagéo do diagndstico etioldgios pacientes chagasicos
Nota: SRDC = Servi¢co de Referéncia em Doenca de Chagas

Nos individuos saudaveis selecionados para estdcefoi necessaria a realizacao dos
dois testes sorologicos para confirmacdo da ausé@wiinfeccdo peld. cruzi. Os testes
soroldgicos realizados neste estudo foram feit@vés de doikits de ELISA comerciais, de
preparacdes antigénicas diferentes. Todos os 9énpes chagasicos selecionados para este
estudo tiveram seu diagnostico etioldgico confirmjadem necessidade de encaminhar
amostras para o Servico de Referéncia em DoenChalgas (SRDC) do CPgAM. A auséncia
da infeccdo peldl. cruzi foi confirmada em todos os individuos saudaveevipmente
selecionados, sendo todos incluidos no estudo.

7.6 Antigenos recombinantes CRA e FRA dE. cruz

Os antigenos recombinantes CRA e FRAderuzi foram produzidos nbaboratério
de Reativos do Instituto de Tecnologia em Imundlgimios (Bio-Manguinhos) da Fiocruz
como descrito por Krieget al. (1992) e enviados para o Laboratério de Imunojtatagia
do CPgAM. Todos os lotes de antigenos utilizadatenestudo tiveram seus perfis protéicos

analisados através de eletroforese em gel de ptdimala na presenca de dodecil sulfato de




VASCONCELOS, R.H.T. 43

sbdio, seguida de coloracdo pela prata, para cwafira auséncia de contaminagdo por
proteinas bacterianas, visto que os mesmos saazidod emEscherichia coli.

7.7 Deteccao de IgA frente aos antigenos recombintas CRA e FRA

Os niveis séricos de IgA frente aos antigenos rbowmntes CRA e FRA foram
detectados através do método ELISA indireto no taidao de Imunopatologia e Biologia
Molecular do Departamento de Imunologia do CPgAMestd técnica, a presenca de
anticorpos contra o parasita é revelada atravésntieorpos anti-imunoglobulina ligados a
uma enzima que, na presenca do seu substrato, fommproduto colorido. No ELISA o
resultado da reacdo € definido pela leitura darbBscia ou densidade oOptica (DO) em
espectrofotdmetro, utilizando um filtro com compeimo de onda especifico.

Placas de ELISA de 96 pocos (Nunc-Immuno PlatesxiStasp, Nalge Nunc
International Corporation, Rochester, NY) foram sdeiizadas (100L/poco) com o0s
antigenos recombinantes CRA ou FRA em uma cong@arpreviamente definida (0,625
pg/ml), diluidos em tampéao carbonato-bicarbonat®M,0pH 9,6 e incubadasvernight a
4°C. ApGs uma série de trés lavagens comuR@dco de tampdo salina-fosfato 0,157M
(Phosphate-buffered saline — PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA, St. $0MO)
(PBS-Tween), foi realizado o bloqueio dos sitiosspecificos com 2@0/poco de PBS-
Tween contendo 1,0% de albumina bovina séBeaife serum albumin - BSA) (SIGMA, St.
Louis, MO) por 4hs a TA. Em seguida, uma nova etdpalavagem foi realizada e,
posteriormente, os soros diluidos (1:100) em PB8ehworam depositados em duplicata nos
pocos (10QL/poco) e incubadosvernight a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas
como descrito anteriormente e a ligacdo do isolg#o foi detectada pela incubacéo por
1h30min a TA de 1Q4./poco do anticorpo anti-IgA conjugado a biotindGBIA, St. Louis,
MO), diluido (1:4000) em PBS-Tween contendo 0,19B8&. Apds nova lavagem, as placas
foram incubadas por 1h a TA com LQ@poco de estreptavidina conjugada a peroxidase
(Pharmingen, San Jose, CA), diluida (1:3000) em-PB&en. Apdés mais uma etapa de
lavagem, a reacéo foi revelada pela adicdo delipb¢co de ortofenilenodiamina (0,01%)
(SIGMA, St. Louis, MO) e peroxido de hidrogénioQD%) (VETEC, Rio de Janeiro, RJ),

diluidos em tampao citrato-fosfato 0,077M, pH 5A0ceacdo foi bloqueada pela adicdo de
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10QuL/poco de &cido sulfurico 2,5M (VETEC, Rio de JaogRJ). A quantificacdo da reacdo
foi determinada através do leitor de ELISA (BIO-RAB50, Bio-Rad Laboratories, Vienna,
VA) a 490 nm.

O cut-off (CO) foi estabelecido para cada placa calcularda-sédia das DOs dos
individuos saudaveis, adicionada de dois desvidsdpa Os resultados foram expressos na
forma de indices de reatividade, onde os valoresnaigdias das DOs das amostras foram
divididas pelo CO de sua respectiva placa, a fintadear comparaveis os resultados das
diferentes placas (PEREIRA-CHIOCCOIleal., 2003).

7.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no Laborat@i® Métodos Quantitativos do
Departamento de Saude Coletiva (NESC) do CPgAMizarido-se osoftware R (The R
Project for Satistical Computing, R Development Core Team) para analise dos resultados. Os
testes de Bartlett, ANOVA e Tukey foram utilizadpara avaliar as diferencas entre os
indices de reatividade calculados para cada amdsti#erenca entre os resultados obtidos
foi considerada significativa quando p<0,05.

Para avaliar o desempenho do ELISA na deteccaaides séricos da IgA frente aos
antigenos recombinantes CRA e FRA, os parametrosedsibilidade, especificidade e
valores preditivos positivo e negativo foram deteados, segundo descrito por Ferreira e
Avila (2001). Resultados positivos para este mamcadram considerados quando os
pacientes apresentaram seus indices de reativalgmiores a 1.0, o que indica que este
isotipo foi maior do que o CO de sua respectivagl®s parametros diagnosticos avaliados
foram calculados, com seus respectivos intervadosotifianga (IC), com grau de confianca
95%, nosoftware Epi-Info 6.04 Centers for Disease Control and Prevention, USA).

Os graficos e tabelas foram construidos utilizeselos programasSraphpad Prism e

Microsoft Excel, respectivamente.
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8 RESULTADOS

8.1 Andlise do isotipo IgA frente ao antigeno CRA

De uma maneira geral, ao analisar os indices afvidades para IgA, frente ao
antigeno CRA, verificou-se que este isotipo foiede#tdo em todos pacientes chagasicos
cronicos estudados. No entanto, niveis variado® destipo foram observados nas diferentes
manifestagdes clinicas da doenca de Chagas.

Pacientes chagasicos com alteracfes digestivasgmdser diferenciados dos demais
pacientes, com a avaliacdo deste isotipo, visto spies indices de reatividade foram
significantemente maiores (Figura 5). Os paciem®as a forma DIG apresentaram o0s
maiores indices de reatividade, sendo capazedeaterdiia-los dos pacientes com as formas
IND e CARD (p<0,0001). Os individuos com a formaSvila doenca de Chagas também
apresentaram niveis séricos elevados de IgA framteantigeno CRA, capazes de distingui-
los daqueles portadores das formas IND (p=0,00CARD (p=0,0001).
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Figura 5. indices de reatividade de IgA, frente ao antigemombinante
CRA deT. cruzi, em pacientes chagasicos cronicos.
Nota: Os simbolos representam os indices de réatigide cada amostra, resultante da divisdo dardédiensidade 6ptica
(OD) pelocut-off (CO) da respectiva placa. As barras horizontaisesgmtam a média aritmética e o desvio padraooEsta
destacados os valores de p que apresentaram ddesagnificativa (p<0,05). CRA = Antigeno Repetitivadplasmatico;
IND = forma indeterminada; CARD = forma cardiaca; Bi®rma digestiva; MIS = forma mista.
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8.2 Andlise do isotipo IgA frente ao antigeno FRA

Avaliando a resposta imune humoral gerada pelasep@s chagasicos crénicos
diante da utilizacdo do antigeno FRA, também faspeel verificar que o isotipo IgA foi
produzido, com niveis variados de reatividade, difsgentes formas clinicas da doenca de
Chagas.

Os individuos com a forma DIG apresentaram indieeseatividade de IgA frente ao
antigeno FRA maiores do que os dos pacientes cofarimss IND (p=0,0031) e CARD
(p=0,0078). O mesmo resultado foi observado noseptss com a forma MIS que
apresentaram niveis séricos elevados deste isa@pazes de diferencia-los dos portadores
das formas IND (p=0,0001) e CARD (p=0,0003). Pddatambém houve diferenciacdo dos
pacientes chagasicos com manifestacfes digestiva®mehca daqueles que ndo apresentam
alteracdes digestivas, através da presenca derbghefao antigeno FRA, visto que seus

indices de reatividade foram significantemente mesgigFigura 6).
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Figura 6. indices de reatividade de IgA, frente ao antigemombinante
FRA deT. cruzi, em pacientes chagasicos cronicos.
Nota: Os simbolos representam os indices de réatieide cada amostra, resultante da divisdo damédiensidade Optica
(OD) pelocut-off (CO) da respectiva placa. As barras horizontairesgmtam a média aritmética e o desvio padraoo Esta
destacados os valores de p que apresentaram gdes@mificativa (p<0,05). FRA = Antigeno RepetitiFtagelar; IND =
forma indeterminada; CARD = forma cardiaca; DIG mfa digestiva; MIS = forma mista.
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8.3 Desempenho do ELISA para detec¢éo de IgA frengms antigenos CRA e FRA

A partir dos resultados obtidos nas secdes amesridoi possivel selecionar os dois
antigenos recombinantes db cruz, para avaliar o desempenho do isotipo IgA na
diferenciacdo de pacientes chagasicos portadoré#fatentes formas clinicas. De acordo a
analise dos indices de reatividade, o teste deftghAte aos antigenos CRA e FRA foi
avaliado quanto ao seu potencial de discriminaresegmca de manifestacfes digestivas
decorrentes da infeccdo chagasica.

Para estabelecimento do critério doenca foramzadtibs os parametros clinicos
convencionais, que incluem o achado radiolégicoddatacdo do esbfago e/ou célon.
Portanto, os pacientes chagasicos portadores daaddIG e MIS foram incluidos como
casos. A auséncia de acometimento digestivo raglc@mente comprovado foi o critério
utilizado para estabelecer os individuos que sec@amiderados controles. Neste grupo foram
incluidos os pacientes portadores das formas IIKIBARD da doenca de Chagas.

A tabela 5 indica os valores percentuais de sdidsithe, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo, caaus respectivos intervalos de confianga,
para o teste de presenca de IgA frente aos ansigesombinantes CRA e FRA decruzi

em amostras de soro de pacientes chagasicos candiggstivo decorrente da doenca.

Tabela 5.Desempenho do ELISA para deteccado de IgA frergeaatigenos recombinantes
CRA ou FRA deT. cruzi em amostras de soro de pacientes chagasicos cantidgstivo

CRA IC(95%) FRA IC (95%)
Sensibilidade 44,7 30,5-59,8 255 14,4-40,6
Especificidade 939 82,1-984 959 84,9-993
Valor Preditivo Positivo 875 66,5-96,7 85,7 56,2-975
Valor Preditivo Negativo 63,9 51,7-74,6 57,3 45,9-68,0

Nota: IC = Intervalo de Confianca; CRA = Antigenegetitivo Citoplasmatico;
FRA = Antigeno Repetitivo Flagelar
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9 DISCUSSAO

A doenca de Chagas apresenta um amplo especinamiéestacdes clinicas. Em sua
fase cronica os individuos infectados pE€laruz variam desde pacientes assintomaticos até
pacientes com severas complicacdes cardiacas dfmstidas (BRASIL, 2005). O
polimorfismo clinico da infec¢cdo chagasica aindapeéeta o interesse de alguns grupos de
pesquisa, Visto que 0s mecanismos patologicos gimimam com o estabelecimento das
lesGes cronicas ainda carecem de melhores expiisgdDdJ TRAet al., 2005).

A classificagdo atual das formas clinicas IND, CARDIG e MIS é realizada
principalmente através do eletrocardiograma, eadisgrafias de térax e abdémen, partindo
da anamnese do paciente. A investigacdo de alesagfiecoces do sistema cardiaco ou
digestivo, através desta avaliacdo convencion@hadequada, porque ela apenas revela a
atual situacdo clinica do paciente (OLIVEIRA JR99G). Algumas técnicas e testes
prognésticos mais sensiveis vém sendo estudadas @etectar e acompanhar o
desenvolvimento de alteracdes cardiacas em indigidom a forma IND (ABElet al., 2001,
BARROS-MAZON et al., 2004; GOMESet al., 2005). No entanto, um pequeno numero de
estudos vem sendo conduzido para detectar alterpcéeoces no trato gastrointestinal.

Sa Ferreireet al. (1983), estudando os niveis séricos de IgA tatalpacientes com
doenca de Chagas cronica, observaram que em 50%diwisiuos com a forma DIG, a IgA
encontrava-se significantemente elevada. Os néégisos de IgA mais elevados foram vistos
nos pacientes com maior grau de envolvimento derse digestivo. Os autores sugeriram
que este fato foi observado devido a presenca tieogyos antif. cruzi deste isotipo de
imunoglobulina.

Esta hipotese foi confirmada através de um estawhaluzido por Primaveret al.
(1988). Através do uso de um teste de imunofluéresa para detectar anticorpos do isotipo
IgA no soro de pacientes chagésicos, os autordmr@m a presenca deste isotipo contra
antigenos brutos das trés diferentes formas evakitioT. cruzi (amastigota, epimastigota e
tripomastigota). Eles observaram que pacientes ownifestacfes digestivas da doenca
(portadores de ambas as formas DIG e MIS) aprasentaiveis significantemente mais
elevados de IgA contra antigenos da forma amaatigptando comparados com pacientes

com outras formas clinicas. No mesmo estudo, neahiifarenca foi observada nos titulos
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de IgA contra antigenos das formas epimastigotapentastigota entre os pacientes com
diferentes formas clinicas.

Posteriormente, Primavem al. (1990) avaliaram novamente a presenca de IgA
contra antigenos das trés formas evolutivasTdoruzi. Desta vez, a analise incluiu um
namero maior de individuos chagésicos e foi redéizaavaliacdo do desempenho do teste na
diferenciacéo de pacientes com as formas cronmasdilatacdo do trato gastrointestinal. O
teste de IgA contra antigenos da forma amastigmtasantou sensibilidade e especificidade
significativas, quando comparadas com o teste @anitigenos das formas tripomastigota e
epimastigota.

Os niveis de IgA contra antigenos da forma epigatst foram avaliados por Morgan
et al. (1996) através de um ELISA. Niveis mais elevadestalisotipo foram observados nos
soros de pacientes com a forma DIG, quando compsradm individuos portadores de
qualquer outra forma clinica. Curiosamente, paegmom a forma MIS ndo expressaram
altos niveis séricos de IgA. Ao analisar a reatidiel IgA em pacientes chagasicos crénicos
atraves de Western Blot com preparacfes antigéaataseis del. cruzi, 0s mesmos autores
nao conseguiram demonstrar nenhum perfil de ligdedgA a antigenos db cruzi, mesmo
avaliando o soro de pacientes com diferentes estatioicos da infeccdo chagasica
(MORGAN et al., 1998).

A diversidade de resultados encontrados na agalide resposta imune humoral de
pacientes chagasicos crénicos com acometimentostiigese deve, provavelmente, a
utilizacdo de antigenos brutos d@iecruzi que podem apresentar variagcdes antigénicas por
serem obtidos de diferentes cepas ou pela propaizeima de obtencdo e purificacdo dos
mesmos (LORCAet al., 1992).

No presente estudo, ao avaliarmos a resposta ifmumeral gerada pelos pacientes
chagasicos cronicos, utilizando os antigenos resantes CRA e FRA ddl. cruz,
encontramos niveis elevados de IgA nos pacientasasoformas DIG e MIS, para ambos os
antigenos recombinantes utilizados. Tanto o0 CRAMac® FRA sdo expressos na forma
epimastigota dol. cruzi, porém o CRA é expresso em amastigotas, enquariB/ é
expresso em tripomastigotas (LAFAILLgEal., 1989).

O aumento dos niveis de IgA contra o antigeno GRA\ pacientes chagasicos
cronicos com danos digestivos encontrados nestdagstorroboram os estudos de Primavera
et al. (1988; 1990) que observaram maiores niveis destgp® de imunoglobulina contra

antigenos de amastigota neste mesmo grupo de dod&i No entanto, em nosso estudo,




VASCONCELOS, R.H.T. 50

interessantemente, o antigeno FRA também foi cdpadistinguir os pacientes portadores
das formas DIG e MIS daqueles que ndo tém mang@ssaclinicas de envolvimento do trato
digestivo. Vale ressaltar que, até o presente mtmmeelo descrito na literatura, antigenos
presentes na forma tripomastigota ndo haviam sigpazes de diferenciar pacientes
chagésicos com as formas DIG e MIS através damgasie IgA sérica.

O uso de antigenos puros e molecularmente definmlide ser uma excelente
estratégia para elucidar os fatores imunologicos desenvolvem e mantém as formas
clinicas crénicas da doenca de Chagas (LOR&€Aal., 1992). Ambos o0s antigenos
recombinantes utilizados neste estudo, CRA e FR, gquimicamente caracterizados e
apresentam uma estrutura epitopos repetitivos.tiQegno CRA que € distribuido por todo o
citoplasma do parasita tem uma repeticdo de l4a@uitos, enquanto o antigeno FRA que
esta localizado no flagelo apresenta uma repetigi68 aminoacidos (LAFAILLEet al.,
1989). Nossos resultados demonstraram que a géiizade antigenos com essas
caracteristicas podem revelar uma resposta imotipasespecifica que nao é observada com
antigenos brutos.

Sabe-se que todas as formas evolutivag.douzi tém a capacidade de gerar tanto
resposta imune humoral, como celular, que juntastribuem para o0 aparecimento das
manifestacbes clinicas presentes na doenca de £hagan sido demonstrado que as
imunoglobulinas apresentam um importante papehfez¢do chagasica, tanto na fase aguda,
onde sao gerados anticorpos, principalmente paaatigenos de superficie @ocruzi, como
na fase cronica, onde ha uma producdo diversificdglamunoglobulinas, sendo estas
geralmente especificas para antigenos internoamsifa (UMEZAWAet al., 1996).

No entanto, apesar da ocorréncia de niveis elevdal@sotipo IgA na formas crénicas
com acometimento digestivo da doenca de Chagasider evidenciada previamente por
alguns autores, e também neste estudo, ainda naonfipletamente esclarecido como estes
anticorpos antiF. cruzi estdo sendo continuamente produzidos. De acordo &osua
localizacdo, na interface entre o proprio corpoa@anbiente externo, e sua anatomia, o trato
gastrointestinal manifesta algumas caracteristjoasdistingue o sistema imune das mucosas,
em relacédo ao sistema imune sistémico (JUNQUEIRXMREEIRO, 2004a).

O trato gastrointestinal apresenta, em toda @&stemsado, nddulos linféides na lamina
prépria da camada mucosa e na camada submucosa&oqsstuem o tecido linféide
associado as mucosas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 200&stes nodulos linféides séo

constituidos por uma quantidade elevada de lirdécB, produtores de IgA. Apresentam
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também um namero razoavel de linfocitos T CD& em pequena quantidade, linfocitos T
CD8" e macréfagos (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000). Acitedse que, nas mucosas,
esta concentrada a maior parte das células predgutla anticorpos num organismo normal
(60% de todos os plasmocitos em humanos). Essardadmfocitos B produz em humanos,
aproximadamente, um total de 66mg de IgA secrefiiriakg de peso ao dia, quase o dobro
da producéo de IgG sérica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 480

A reatividade a antigenos db. cruzi presentes na mucosa € dependente da
apresentacdo de antigenos via moléculas do comgdaroipal de histocompatibilidade
(Major Histocompatibility Complex - MHC) de classe Il aos linfécitos T CbD4or
macrofagos ou por linfécitos B (MAYER, 1998). Alguautores sugerem que macrofagos na
doenca de Chagas nao tém, preferencialmente, fuhea®lula apresentadora de antigeno
(Antigen-Presenting Cell - APC) (VIRREIRA et al., 2006). Esta observacéao levou Molica
(2007), em sua dissertacdo de mestrado, a avdtignogese de que na doenca de Chagas, a
funcdo de APC seja exercida, preferencialmentelipidcitos B, visto que 0s mesmos estao
presentes em elevadas concentracoes.

Para compreender melhor o envolvimento dos litdécB como APC, a autora
avaliou a expressdo das moléculas HLA-DR, CD80 6&Pm linfocitos B CD19 em
culturas de células mononucleares do sangue peuif@eripheral Blood Mononuclear Cells
- PBMC) de pacientes chagasicos, apods estimulagddtro com antigenos da forma
epimastigota. A observacdo de uma maior expresadarsbléculas HLA-DR e CD80 em
linfocitos B CD19, aliada a analise de mondcitos/macréfagos ativddnssom que a autora
sugerisse que linfécitos B tém sua funcdo de ARGlaela por macréfagos frente estimulagéo
antigénica peld. cruz (MOLICA, 2007).

Lemoset al. (1998) estudando pacientes que apresentavam a i@Gda doenca de
Chagas, realizaram analise do sangue destes inds/fmbm o objetivo de verificar o fenétipo
dos linfocitos circulantes. Foi observada uma duigi@io significativa do numero de
linfcitos T CD4 e de linfocitos B CD19 em individuos portadores de megaeso6fago
avancado. Uma possibilidade postulada pelos aupamesexplicar a razao desta diminuicao é
0 recrutamento destas células induzido peloruzi para o local da leséo, pois 0s mesmos
resultados ndo haviam sido observados em paciehéggsicos cardiopatas (DUTRAal.,
1994). Esta hipotese foi corroborada posteriormertis a demonstracdo de um predominio
de linfécitos T CDZ e de linfécitos B em lesdes do trato gastroimestiem contraste com

um predominio de linfocitos T CD#as lesbes no coracio (DUTR#al., 2009).
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Alguns autores ja demonstraram que, nas mucosasspmsta de linfocitos Th2,
predomina sobre a resposta de linfocitos Thl (XUAMND et al., 1992). Portanto, os
linfécitos T helper ativados do subtipo Th2 apds estimulacdo antigémecoduziriam as
citocinas TGH3 e IL-5, que sdo indutoras da proliferacéo e difeig;do dos linfocitos B em
células plasmaticas, secretoras de IgA (ABBAS; LTGAAN; POBER, 2000; KIYONOet
al., 1984).

A IgA secretada tem uma importante funcédo efeto@aimunidade do sistema
digestivo, se ligando a antigenos presentes nasaueao liumen do trato gastrointestinal,
neutralizando-os. Além da neutralizacédo, estepedtimbém € capaz de induzir a fagocitose
através da opsonizacao de patdgenos e ativarcéagsica do complemento (LAMM, 1998).

Considerando os niveis elevados de IgA contraggambis doT. cruzi em pacientes
chagéasicos com acometimento digestivo encontradste restudo e em anteriores, pode-se
sugerir que, na mucosa do trato gastrointestingtedepacientes, existe a presenca de
antigenos que estdo continuamente estimulandodugio de IgA por linfécitos B, sendo
esta estimulacdo, dependente de linfécitos T'CD4

A comprovacao desta hipotese foi demonstrada jgoma autores ao avaliarem a
presenca de DNA d&. cruz no tecido esofagico ou do colon de pacientes dieggicom a
forma DIG (MANOEL-CAETANOEet al., 2008; MANOEL-CAETANOEt al., 2009; VAGO
et al.,, 1996; VAGO et al., 2000). Nestes estudos ndo foram encontradas ewdéda
presenca dd. cruzi no trato gastrointestinal de pacientes com a fdhizaou CARD.

Apesar das fortes evidéncias da persisténciaigarasas formas clinicas cronicas da
doenca de Chagas, reforcada pelo aparecimentordsitpania em individuos co-infectados
pelo HIV (SARTORIet al., 2007), outros autores sugerem a hipotese de autalade nas
formas crénicas sintomaticas da infeccdo chagasica.

A patologia da forma DIG € causada principalmemte uma reacdo inflamatéria
localizada no plexo nervoso mioentérico, com coidsetg destruicdo progressiva do mesmo,
que gera problemas de motilidade e dilatagdo, rnsspeis pelo aparecimento dos sintomas
de disfagia e constipacdo (VASCONCELLOS, 1996). SAbbagahet al. (1998)
demonstraram a similaridade antigénica de protginesentes no flagelo db cruzi com a
proteina basica da mielina. Em estudo recente, uzithal por Oliveiraet al. (2009), os
autores demonstraram a presenca de anticorposggtitita em pacientes chagasicos com a
forma DIG, o que nédo foi observado em pacientes aofarma IND, nem com a forma
CARD. Estes achados reforcam a hipotese da autaiisnds na forma DIG da doenca de
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Chagas e poderiam explicar os niveis séricos ebsvdd IgA contra o antigeno FRA nas
formas DIG e MIS, encontrados neste estudo.

As duas hipoteses levantadas para explicar a ipatogénese das alteracbes
digestivas da doenca de Chagas, apesar de difgrarde sdo se excluem mutuamente.
Muitos estudos ainda deverdo ser conduzidos padafser se alguma delas ou ambas estéao
corretas (DUTRAet al., 2009). No entanto, independentemente da hipétsselhéda, é
evidente que a presenca de antigenos no tecido udasen do trato gastrointestinal de
pacientes chagasicos com alteracdes digestivas esti#inulando a producéo especifica de
IgA por linfocitos B. Portanto, a presenca destdip® especifico para antigenos Tecruz
pode ser utilizada como um possivel marcador drig&o para as formas DIG e MIS.

A analise do desempenho da IgA contra os antigesoasnbinantes CRA ou FRA na
diferenciacéo dos pacientes chagasicos com alesatjgestivas, mostrou que este teste tem
uma especificidade e um valor preditivo positivatamibons. A baixa sensibilidade e o baixo
valor preditivo negativo, observados neste estypadalem ter sido encontrados devido ao
critério utilizado para diagnostico de envolvimemto trato gastrointestinal nos pacientes
chagasicos, que inclui a presenca de dilatacdosd@fago e/ou colon, o que atualmente é
limitado pelos procedimentos radiol6gicos. Nossadaato a marcador imunoldgico de
progndstico, provavelmente podera detectar fasemis deste envolvimento em individuos
com as formas IND e CARD.

Em um estudo de acompanhamento (prospectivo)amentes com as formas IND e
CARD analisados neste estudo, a confirmacdo dondelsémento de insuficiéncia do
sistema digestivo com elevagdo dos niveis sériedgAl contra os antigenos CRA e FRA de
T. cruzi podera prever a utilizagdo deste teste como uraanativa valiosa para o prognastico
da formas DIG e MIS da doenca de Chagas. A invesig de alteracdes precoces no sistema
digestivo com marcadores séricos pode ser uma laeeim de ajudar os meédicos no
acompanhamento e no redirecionamento das conder&@setiticas de pacientes chagasicos
portadores das formas IND e CARD, com potencigbrdgressao para estas formas cronicas

da doenca de Chagas que cursam com distUrbiogidages
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10 CONCLUSOES

1. Pacientes chagasicos com as formas DIG e MIS apesseniveis elevados de IgA,
demonstrados pelo altos indices de reatividade pg#a contra os antigenos
recombinantes CRA e FRA de cruz. Através deste isotipo foi possivel diferencia-
los dos pacientes com as formas IND e CARD, o qugere sua utilizagdo como
marcador de evolugdo clinica das alteracfes digsstdecorrentes da infeccéo
chagasica, apos confirmacéo desta hipotese emtudogzospectivo.

2. Atraves dos niveis séricos de IgA contra os antigeecombinantes CRA e FRA de
T. cruz, avaliados pelos indices de reatividade, ndo &iypelsfazer diferenciacédo
entre os pacientes chagasicos portadores das f@t@as MIS ou entre os portadores
das formas IND e CARD. Portanto, este isotipo néaepser utilizado como marcador
para diferenciar essas formas clinicas cronicatodaca de Chagas.

3. O desempenho do ELISA para deteccao de IgA freodeaatigenos recombinantes
CRA e FRA deT. cruz revela que este marcador imunoldgico é bastapecdio e
que seu aparecimento no soro tem associacdo camamidestacOes digestivas da
infeccdo chagasica. Logo, a presenca de anticalp@sotipo IgA contra os antigenos
recombinantes CRA e FRA de cruzi € um candidato a marcador das formas DIG e

MIS da doenca de Chagas.
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11 PERSPECTIVAS

1. Avaliar a presenca de IgA contra os antigenos CHARA deT. cruzi em pacientes
chagasicos portadores das formas DIG e MIS, comsgrariaveis de dano digestivo
(diferentes graus de dilatacdo do esbéfago e/owng@lara correlacionar com os niveis
séricos deste marcador.

2. Realizar um estudo prospectivo para avaliar sendiwiduos portadores das formas
IND e CARD analisados no presente estudo, casaianwolparas as formas DIG e
MIS, respectivamente, apresentardo 0 marcador Igftr& os antigenos
recombinantes CRA e FRA decruz.

3. Analisar os niveis séricos de IgA contra os antigeecombinantes CRA e FRA e
cruzi em pacientes chagéasicos com diferentes formasadinprovenientes de outras

areas endémicas para doenca de Chagas, como Baléa,e Minas Gerais.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido paciente Chagéasico

<SS
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PACIENTE CHAGASICO

FIOCRUZ

Titulo do projeto: Avaliacio do perfil isotipico das imunoglobulinas A de individuos chagasicos
frente aos antigenos recombinantes CRA e FRA de Trypanosoma cruzi.

Eu, ., RG n°

expedido por . residente na ;
bairro , municipio , estado , usuario do telefone
() e/ou celular (_ ) . abaixo assmado, atesto que aceifo participar

desse estudo cujo objetive € analisar a mmunidade diante de substancias presentes no parasita causador
da doenca de Chagas, como marcadores das formas clinicas cronicas da doenca. Fui informado que
como portador da doenca de Chagas selecionado para o estudo terer 2 colheres de cha (10 ml) de meu
sangue coletado através de um tubo adaptado a uma agulha,. estéril e descartavel. Esse procedimento &
praticamente 1sento de risco. pois todo material utilizado € descartavel, porém. podera causar dor ou
hematoma. Também fm mformado que depois da coagulacio de meu sangue ne tubo, a parte liquida
(soro) sera separada e guardada a -20°C para depois ser avaliada quanto a dosagem de anticorpos
(substancias produzida pela imuidade), quando em contato com as substancias presentes no parasita
causador da doenca de Chagas. Fui informado ainda que. se as substdnclas presentes no parasita
causador da doenca de Chagas funcionarem como marcadores das formas clinicas cronicas da doenga,
serdo de grande auxilio para direcionar a conduta médica relacionada ao tratamento de outros
pacientes chagasicos no futuro. Fui informado que os meus dados serfo preservados em sigilo
absoluto quando da publicagdo do resultado da pesquisa. Também fui informado que tenho liberdade
de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer nenhum tipo de penalizagio ou pressfio e que nfo
seret ressarcido financeiramente para participar deste estudo. Fui informado tambem que esse termo
deve ser assmado em duas vias. ficando uma em posse do entrevistador e outra comigo. Atesto que
entendi o contetide deste termo de consentumnento livre e esclarecido. concordo de livre e espontanea
vontade em participar desse estudo e que esclareci todas as nunhas duvidas com o {(a) pesquisador (a)
responsavel pelo projeto.

Data: [
Assinatura do Paciente

Data:
Testemunha

Data: [/

Assmatura do responsavel pelo projeto

Responsavels pelo projeto:

Romero Henrique Teixeira Vasconcelos

Mestrando do Curso de Mestrado Académico em Satide Publica do CPgAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2561

Dra. Clarice Neuenschwander Limns de Morais
Tecnologista em Sande Publica do Departamento de Imunologia do CPgAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2561

Dra. Yara de Miranda Gomes
Pesquisadora Titular do Departamento de Imunologia do CPgAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2559

Campus da UFPE - Av. Prof. Moraes Rego, sn - Cidade Universitaria - Recife - PE - Brasil - CEF: 50670-420
Fone: 0 XX 81 2101-2500 / 2101-2600 - Fax: 0 XX 81 2101-2617 htipfwrww.cpgam. fiocraz.br
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pataviduo Saudéavel

<

Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Sadde

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA INDIVIDUO SAUDAVEL

FIDCRUZ

Titulo do projeto: Avaliacdo do perfil 1sotipico das imunoglobulinas A de individuos chagasicos
frente aos antigenos recombinantes CRA e FRA de Trypanosoma crizi.

Eu, - RG n®

expedido por . residente na .
bairro . municipio . estado . usuario do telefone
() elou celular () . abaizo assinado, atesto que aceito participar

desse estudo cujo objetivo é analisar a imunidade diante de substincias presentes no parasita causador
da doenca de Chagas. como marcadores das formas climcas cronicas da doenga. Fui informado que
como mdividuo saudavel selecionado para o estudo terer duas colheres de cha (10 ml) de meu sangue
coletado através de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartavel Esse procedimento é
praticamente isento de risco, pois todo material utilizado € descartavel, porém. podera causar dor ou
hematoma. Também fin informado que depors da coagulagio de meu sangue no tubo, a parte liquida
(soro) sera separada e guardada a -20°C para depois ser avaliada quanto a dosagem de anticorpos
(substdncias produzida pela imunidade). quando em contato com as substincias presentes no parasita
causador da doenca de Chagas. Fwm informado ainda que. se as substancias presentes no parasita
causador da doenca de Chagas funcionarem como marcadores das formas clinicas cronicas da doenga,
serdo de grande auxilio para direcionar a condufa médica relacionada ao tratamento de outros
pacientes chagasicos no futuro. Fui informado que os meus dados serfo preservados em sigilo
absoluto quando da publicagdo do resultado da pesquisa. Também fin informado que tenho liberdade
de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer nenhum tipo de penalizacio ou pressio e que ndo
sere1 ressarcido financeramente para participar deste estudo. Fur informado também que esse termo
deve ser assinado em duas vias, ficando uma em posse do entrevistador e outra comigo. Atesto que
enfend: o confetido deste termo de consentumento livre e esclarecido, concordo de livre e espontanea
vontade em participar desse estudo e que esclareci todas as minhas duvidas com o (a) pesquisador (a)
responsavel pelo projeto.

Data:  /
Assinatura do Pacients

Data:
Testermunha

Data:

Assimatura do respensavel pelo projeto

Responsaveis pelo projeto:

Romero Henrique Teixeira Vasconcelos

Mestrando do Curse de Mestrado Académico em Sande Piblica do CPgAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2561

Dra. Clarice Neuenschwander Lins de Morais
Tecnologista emn Saude Publica do Departamento de Imunologia do CPgAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2561

Dra. Yara de Miranda Gomes
Pesquisadora Titular do Departamento de Imunologia do CPgAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2559
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APENDICE C - Questionario de Pesquisa

<,

Cantro de Pesquizas

68

HOCRUZ

Ministério da Sadde

AGGEU MAGALHAES
Q'[.-ESTIDN.&RIO DE PESQUISA
1. Nome:
Prontuario HUOC n®; Registro CPgAM:
Data da coleta: Amostra para: () Romero { ) Virginia ( )Mvllena

2. Sexo: (1) Fenimno (2) Masculino

3. Idade:

(1)De 0 a 12 anos (2) De 13 a 19 anos
(3)De20as5%anos  (4) A partir de 60 anos
(9) IGN

4. Situagio trabalhista:
(1) Empregado 2} Desempregado (2} Aposentado
(4) Do lar (5) INSS (9) IGN

5. Endereco:

Barro: Mumecipio; Estado:

Telefone: {__}- Celular; ()~

6. Municipio de nascimento: Estado:

7. Forma de contatmnacio:

(1) Vetorial (2) Transfusional (3) Congénita
{4) Oral (5) Transplante de drgio (6} Acidente de laboratdrio
(9) IGN

&, Exames clinicos convencionais:

FX coracdo: (1) normal (2) dilatacio (3) IGIN
ECG: {1} normal (2} anormal (3) IGN
EXeséfage (1) normal (2) dilatagio (3) IGIN

9. Sorclogia:

IFT. (1) positivo {2) negativo (3) IGN
HAT: (1} positivo (2) negativo (3) IGN
ELISA: (1) posttivo (2) negativo (3) IGIN

10. Forma climca crénica:

(1) Forma cardiaca (2) Forma digestiva
{3) Forma indeterminada (4) Forma mista
11. Medicagio: (1) Sim - ano: (2) Nio

Cavpas da UFPE - Ax. Prof. Moraes Rego, o'n — Cidads Univerzitana - Recife - PE - Brazl - CEP- 50670-420
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APENDICE D - Participacido em congressos e resumos publicados

A) Participacdo em congressos

- XLV Congresso da Sociedade Brasileira de MediGirmgpical, Recife, Marco de 2009.

- Simpésio Internacional Comemorativo do Centendddescoberta da Doenca de Chagas,
Rio de Janeiro, Julho de 2009.

- XXXIV Congresso da Sociedade Brasileira de Imaog@ e X Simpdsio Internacional de
Alergia e Imunologia Clinica, Salvador, 2009.

- XVI Congresso Brasileiro de Infectologia, Mace@ijtubro de 2009.

B) Resumos publicados

- VASCONCELOS, RHT; AMARAL, FN; VERCOSA, AFA; CARVAHO, C L; MELO,
MFAD; LORENA, VMB; MORAIS, CNL; GOMES, YM. Padrona;do do ELISA para
deteccdo de Imunoglobulina A em pacientes chagasiconicos utilizando o antigeno
recombinante CRA dé&rypanosoma cruzi. In: XLV Congresso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, Recife, 2009.

- VASCONCELOS, RHT; AMARAL, FN; MELO, MFAD; LORENAVMB; BRAZ, SCM,;
MORAES, AB; NAKAZAWA, M; GOMES, YM; MORAIS, CNL. Imnmunoglobulin A (IgA)
antibodies from chronic chagasic patients agaiysb@asmatic Repetitive Antigen (CRA) of
Trypanosoma cruz. In: Simpoésio Internacional Comemorativo do Ceatenda Descoberta

da Doenca de Chagas, Rio de Janeiro, 2009.

- VASCONCELOS, RHT; AMARAL, FN; GOMES, YM; MORAISCNL. Standardization
of an ELISA to detect IgA antibodies against FléelRepetitive Antigen (FRA) of
Trypanosoma cruzi in serum of chronic chagasic patients. In: XXXIVor@gresso da
Sociedade Brasileira de Imunologia e X Simpdsi@rhmecional de Alergia e Imunologia
Clinica, Salvador, 2009.

- VASCONCELOS, RHT; AMARAL, FN; MORAES, AB; CAVALCATI, MGAM;
GOMES, YM; MORAIS, CNL. Detecgdo de ImunoglobuliAacontra o antigeno repetitivo
flagelar de Trypanosoma cruzi em pacientes chagasicos cronicos. In: XVI Congress

Brasileiro de Infectologia, Maceio, Outubro de 2009
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ANEXO

ANEXO A - Parecer de Aprovacao do CEP-CPgAM/Fiocruz

Titulo do Projeto: Avaliagdo do perfil isotipico das imunoglobulinas A de
individuos chagéasicos frente aos antigenos recombinantes CRA e FRA de
Trypanossoma cruzi.

Pesquisador responsével: Romero Henrigue Teixeira Vasconcelos
Instituicio onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentacgédo ao CEP: 21/05/2008

Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 38/08

Registro no CAAE: 0038.0.095.000-08

PARECER N° 070/2008

O Comité avaliou as modificagSes introduzidas e considera que 0s
procedimentos metodologicos do Projeto em questio estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Codigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizade em sua ultima formatag&o
apresentada ac CEP e este parecer tem validade até 08 de setembro de 2011.
Em caso de necessidade de renovacdc do Parecer, encaminhar relatério e

atualizaco do projeto.

Recife, 08 de setembro de 2008.

D¢ Ui Wacte Wedaiios
lﬁl fiomédica

4 Coordenadora
{__ 1 cepicPaAMIFIOCRUZ

Observagéo:
Anexos:
e Orientacdes ao pesquisador para projetos aprovados;
e Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 27/08/2009.




