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RESUMO

Estudos recentes demonstraram a importancia de receptores do tipo Toll Like
Receptors (TLRs) e do tipo NOD Like Receptors (NLRS) durante a resisténcia a infeccao
experimental pelo Trypanosoma cruzi. Entretanto, ndo existem estudos que correlacionem
a expressao destas moléculas as formas clinicas crénicas da doenga de Chagas humana.
Neste estudo, foi avaliada a expressdo de receptores da imunidade inata (TLRs e NLRs),
suas moléculas adaptadoras, citocinas e a-defensinas, em pacientes chagasicos crénicos
com as formas clinicas indeterminada (n=18), cardiaca (n=17), digestiva (n=9) e
cardiodigestiva (n=10) da doenca. Amostras de individuos nao infectados da mesma regido
geografica foram utilizadas como controle (n=9). A partir das células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) foi realizada a quantificacdo da expressdo de RNA mensageiro
(RNAmM) por PCR em tempo real, dos TLRs (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6,
TLR7, TLR8, TLR9), NLRs (NOD1 e NOD2), de moléculas adaptadoras RIP2 (Receptor-
interacting protein kinase 2), TRIF (Toll/IL-1 Receptor Domain-ContainingAdaptor-
Inducing IFN-B) e Myd88 (Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88), citocinas
(IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18 e IFN-a) e a-defensinas (5 e 6). Ndo houve diferenca na
expressdo de RNAm para os TLRs (TLR1, 2,3,4,5,6,7 e 9) e para a molécula adaptadora
TRIF entre os pacientes com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas.
Entretanto, pacientes com a forma clinica cardiodigestiva expressaram maior quantidade
de RNAm de TLR8 e Myd88, quando comparado aos pacientes com as formas clinicas
cardiaca e indeterminada. Os pacientes com a forma cardiaca apresentaram elevada
expressdo de RNAm de IL-1p e IL-12 que aqueles com a forma indeterminada, que estéo
associadas ao desenvolvimento de doenca cardiaca grave. Além disso, ndo houve diferenca
entre a expressdo das citocinas (IL-6, IL-18 e IFN-a). Os pacientes com a forma digestiva
da doenca apresentaram menor expressdo de NOD2 e maior expressdo de RIP2, quando
comparado aos pacientes com a forma indeterminada. Houve uma correlacdo negativa
entre a expressdo de RNAmM de NOD2 e o grau de dilatacdo do esdfago (R=-0,7859,
p=0,0172) e a dimensdo do sigmdide (R=-0,7859, p=0,0172). Os pacientes com a forma
digestiva apresentaram elevada expressdo de a-defensina 6. Estes dados indicam que a
elevada expressdo de RNAm para IL1-B e IL-12 estid relacionada & cardiomiopatia
chagasica cronica e, a auséncia ou baixa expressdo de NOD2, correlacionada a gravidade

na forma digestiva da doenca de Chagas.

viii



Palavras chaves: Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas, formas clinicas, receptores da
imunidade inata, Toll (TLRs) e NOD (NLRs), citocinas.



ABSTRACT

Recent studies have established the importance of Toll Like Receptors (TLRs) and
Nod Like Receptors (NLRS) in resistance for Trypanosoma cruzi infection in experimental
models. However, there are not studies correlating the expression of these molecules to
clinical forms of chronic human Chagas disease. In this study, we aim to evaluate the
expression of innate immunity receptors (Toll and Nod), signaling molecules, cytokines
and o-defensins in patients with chronic Chagas disease that displayed indeterminate
(n=18), cardiac (n=17), digestive (n=9) and cardiodigestive (n=10) clinical forms.
Uninfected individuals from the same geographical region were used as control (n=9). The
quantification of mMRNA expression was performed by real-time PCR, from peripheral
blood mononuclear cells (PBMC), TLRs (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6,
TLR7, TLR8, TLR9), NLRs (NOD1 and NOD?2), the adapter molecules RIP2 (Receptor-
interacting protein kinase 2), TRIF (Toll/IL-1 Receptor Domain-Containing Adaptor-
Inducing IFN-B), Myd88 (Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88), cytokines
(IL-1B, IL-6, 1L-12, IL-18 and IFN-a) and a-defensins (5 and 6). There was no difference
in the expression of mMRNA for TLRs (TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 9) and the adapter
molecule TRIF between patients presenting different clinical forms of Chagas disease.
However, patients with cardiodigestive form displayed highest expression of TLR8 and
Myd88 mRNA compared to cardiac and indeterminate clinical forms. Patients with cardiac
form showed higher mRNA expression of IL-1p and IL12, which is associated with the
development of severe cardiac disease. Furthermore, there was no difference between the
expression of other cytokines analyzed (IL-6, IL-18 and IFN-a). Patients with digestive
form of the disease showed lower expression of NOD2 and higher expression of RIP2
compared with indeterminate form. Also, there was a negative correlation between the
expression of NOD2 and the degree of dilation of the esophagus (R=-0.7859, p=0.0172)
and sigmoid (R=-0.7859, p=0, 0172). Patients with digestive form showed higher
expression of a-defensin 6. The results indicate that high mRNA expression of IL1-B and
IL-12 is correlated to chronic Chagas cardiomyopathy, and the absence or low NOD2
MRNA expression is correlated with the severity of digestive clinical form of Chagas

disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, clinical forms, innate immunity receptors,
Toll (TLRs) and NOD (NLRs), cytokines.
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1 INTRODUCAO
1.1 Histdrico e epidemiologia da doenca de Chagas

Em meados de 1907 o pesquisador Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas foi enviado
para o norte de Minas Gerais, para que participasse do trabalho de controle ao paludismo
na regido, onde estava sendo construida a estrada de ferro Central do Brasil. Durante esse
periodo de pesquisa e contato com as pessoas, Carlos Chagas descobriu uma nova
moléstia, realizando um feito Gnico na histéria da ciéncia, descrevendo o agente etioldgico,
0 reservatorio doméstico (gato), o ciclo evolutivo do parasito, o vetor-Panstrongylus
megistus, além de identificar o primeiro caso clinico da doenca (Chagas 1909). Mesmo
descrita ha 105 anos, a doenca de Chagas ainda é endémica nos paises da América Latina,
sendo que a estimativa é de sete a oito milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo
(WHO 2014). No Brasil, ainda se estima que ha dois a trés milhdes de individuos
infectados e 6000 mil mortes/ano (Martins-Melo et al. 2014).

O ultimo inquérito nacional de soroprevaléncia realizado entre 2001 a 2008 no Brasil
em 104.954 criancas até cinco anos de idade relatou 32 criancas (0,03%) com sorologia
reativa, sendo 11 casos indicativos de transmissdo vetorial, distribuidos principalmente na
regido Nordeste, incluindo o Rio Grande do Norte, Piaui, Ceara, Paraiba e Alagoas
(Ostermayer et al. 2011). Diferentemente de outras regides do Brasil, a regido Nordeste,
durante o periodo de 1999 a 2007, tem apresentado mortalidade crescente de individuos
infectados, com aumento de 38,5% durante esse periodo analisado (Martins-Melo et al.
2012a). Esses dados corroboram com o estudo realizado dentro de um periodo mais longo,
1979 a 2009, que demonstrou o crescimento da mortalidade nessa regido (Martins-Melo et
al. 2012b). No estado do Rio Grande do Norte, segundo o Programa de Controle da doenca
de Chagas, desenvolvido pela Secretaria de Estado da Saude Publica (SESAP) foram
notificados 187 casos crénicos durante o periodo de 2007 a 2011, sendo a maioria dos
casos nos municipios de Mossoro6 e Pau dos Ferros, localizados na mesorregiao oeste, € no
municipio de Caicé situado na mesorregido central do estado (Secretaria de Estado da
Saude Publica do Rio Grande do Norte-SESAP, 2012). Dados recentes mostraram que a
estimativa de soroprevaléncia para a mesorregido oeste foi de 6,5% e 3,3% em Caico,
municipio localizado na mesorregiao central (Brito et al. 2012).

1.2 Patogenia da doen¢a de Chagas

A infeccdo pelo T. cruzi apresenta duas fases distintas: uma caracterizada pela

infeccdo recente ou fase aguda, que pode ser de carater assintomatico ou oligossintomaético,
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na maioria dos casos; ou mesmo casos sintomaticos com presenca de febre,
hepatoesplenomegalia, adenomegalia, edema bipalpebral unilateral (sinal de Romana),
chagoma de inoculacdo, miocardite e meningoencefalite (Chagas 1916). Passado o periodo
de fase aguda que em geral pode durar dois a quatro meses, o individuo evolui para a fase
cronica e pode desenvolver as formas clinicas cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva ou
mesmo permanecer sem sintomas, caracterizando a forma indeterminada da doenca. Os
determinantes da evolucdo da doenca de Chagas estdo relacionados ao nimero de formas
tripomastigotas do T. cruzi na infeccdo inicial; as formas infectantes e as DTUs (discrete
typing units) do T. cruzi na inoculagéo inicial; a qualidade das cepas e clones (biodemas);
as reinfeccOes; aos receptores histotrépico-clonal especificos do hospedeiro vertebrado e
sua resposta imune (Coura 1988; Macedo & Pena 1998; Andrade et al. 2006; Teixeira et
al. 2006; Zingales et al. 2009). O progndstico da doenca de Chagas depende da forma
clinica e das complica¢des durante a sua evolucdo. Durante a fase aguda, depende da idade
do paciente, da intensidade e localizacéo das lesdes (Coura & Borges-Pereira 2010). Cerca
de 60 a 70% dos chagasicos cronicos permanecem assintomaticos por um longo periodo,
apresentando eletrocardiograma de repouso, radiografia do torax, eséfago e colon normais,
com sorologia convencional reativa, caracterizando a forma indeterminada da doenca.
Desses pacientes, 10% desenvolvem a forma digestiva da doenca, que pode acometer 0s
Orgdos do trato gastrointestinal, principalmente esdfago e colon, devido a lesGes no sistema
nervoso autbnomo intramural, parasitismo tecidual e acdo do sistema imune, levando ao
aparecimento de megaesdfago e megaco6lon, respectivamente. As lesGes digestivas
predominam no es6fago e no célon terminal, justamente nesses segmentos que trabalham
conteddos mais sélidos, envolvendo alteracbes motoras, anatbmicas e de absorcdo
(Andrade et al. 2000; Rezende & Moreira 2000). As lesdes anatomopatoldgicas de base
consistem em denervacdo parassimpatica intramural, sendo resultante de lesdes
inflamatorias crénicas, em particular no plexo mioentérico do sistema nervoso autbnomo
(SNA). Funcionalmente, os processos patogénicos resultam em estase e discinesia que, por
sua vez, agravam as lesdes do SNA (Tafuri & Raso 1983). Aproximadamente 20 a 30%
dos individuos desenvolvem a forma cardiaca da doenca, que pode causar desde a presenca
de anormalidades silenciosas até formas graves, como insuficiéncia cardiaca refrataria ou
morte subita. A lesdo cardiaca pode estar relacionada a fatores como, destruicéo direta do
tecido muscular cardiaco pelo parasitismo, fibrose e autoimunidade, devido a presenga de

autoanticorpos e linfocitos TCD8" autorreativos que reagem com o tecido cardiaco e
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estruturas vasculares. A forma cardiodigestiva é uma ocorréncia concomitante de lesdes
compativeis com as formas cardiacas e digestivas (Chagas & Vilela 1922; Rezende et al.
1960; Cossio et al. 1974a; Dias 1995; Brasil 2005; Rassi Jr et al. 2010).

As causas da patogenia da doenca de Chagas ainda ndo estdo totalmente esclarecidas,
a dificuldade em detectar o parasito no miocéardio levou a de postular teorias para explicar
o desenvolvimento das lesbes como, a teoria autoimune (Magarino-Torres 1929; Cossio et
al. 1974a, Cossio et al. 1974b; Teixeira et al. 2011), embora dados na literatura também
demonstrem o papel do parasito com participacdo ativa na cardiopatia chagasica crénica
(Jones et al. 1993; Higuchi 1995; Belloti et al. 1996; Afez et al. 1999). Evidéncias
demonstraram a presenca do parasito em tecidos do esdfago de pacientes chagasicos que
ndo apresentam megaes6fago, assim como em pacientes com diferentes estagios da forma
digestiva, podendo entdo inferir na atuacdo de outros fatores que ndo apenas a presenca do
parasito no tecido (Vago et al. 1996; Vago et al. 2000; Lages-Silva et al. 2001; Vago et al.,
2003; Lages-Silva et al. 2006). Desta forma, o parasito além de poder causar a lesdo
tecidual, pode agir juntamente com a resposta imune do hospedeiro na formacéo de lesdes,
e 0S mecanismos imunopatogénicos envolvidos na génese das lesbes durante a fase
cronica. O balanco entre as citocinas proinflamatdrias, anti-inflamatorias, quimiocinas e o
perfil do infiltrado inflamatério sdo fatores importantes na patogenia ou resisténcia a
infeccdo pelo T. cruzi (Dutra et al. 1994; Teixeira et al. 2002; Gomes et al. 2003).

1.3 O sistema imune frente ao parasito
1.3.1 Resposta imune na infecgao pelo Trypanosoma cruzi

A resposta imune celular inata inicia com reconhecimento do parasito pelas células
apresentadoras de antigenos através de receptores (PRRs) que reconhecem padrdes
moleculares presentes no parasito como, acucares presentes na superficie e acidos
nucleicos. Este reconhecimento gera uma cascata intracelular a qual induz a producao de
citocinas e moléculas coestimulatorias (CD80/86) para o direcionamento da resposta imune
adaptativa, que ocorre juntamente pela apresentacdo dos antigenos processados via MHC
de classe I e Il (Kawai & Akira 2010). Como o T. cruzi esta presente no citoplasma celular,
h& importante participacdo do MHC de classe | no processamento e apresentacdo do
antigeno pelo reconhecimento de linfocitos T CD8" (Buckner et al. 1997).

O T. cruzi, quando fagocitado por macrofagos, induz a producéo de interleucina-12
(IL-12), que age sobre as células natural killer (NK) levando a sua ativacéo e proliferacao.
Ocorre entdo maior producgéo de IL-12 e interferon gama (IFN-y) (Aliberti et al. 1996),
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este, com o auxilio do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), induz a ativagdo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) levando a sintese de radicais livres de oxigénio
(superdxido) e de nitrogénio (peroxinitrito), limitando a multiplicacdo do parasito. A
interleucina-10 (IL-10), o fator de crescimento tumoral (TGF-B) e a interleucina-4 (IL-4)
agem de forma oposta, inibindo iINOS e indiretamente levando ao aumento da replicacdo
do parasito (Wirth & Kierszenbaum 1985; Silva et al. 1991; Abrahamsohn & Coffman
1996; Holscher et al. 1998; Silva et al. 1998). Estas citocinas produzidas durante a resposta
imune inata conduzem a resposta imune adaptativa para os diferentes perfis de resposta
imune como os perfis Thl, Th2 (Silva et al. 1992) e também de linfocitos Thl7 e T
reguladores (Mariano et al. 2008).
1.3.2 Receptores da imunidade inata

Os PRRs sdo responsaveis por reconhecer estruturas conservadas entre as espécies de
microrganismos, denominados de padrGes moleculares associados aos patdgenos (PAMPS)
(Tabela 1). Atualmente foram identificadas quatro familias de PRRs, incluindo proteinas
transmembranas (receptores do tipo Toll/TLRs e lectinas do tipo C) e proteinas
citoplasmaticas (receptores do tipo RIG/RLRs e receptores do tipo NOD/NLRs). Esses
receptores variam quanto a sua localizacdo celular, podendo estar presentes na membrana
plasmatica, nos endossomos, lisossomos e mesmo soltos no citosol (Figura 1). Com
excecdo de alguns NLRs, o reconhecimento de padrdes moleculares induz o aumento da
transcricdo de genes envolvidos nas respostas inflamatorias (Takeuchi & Akira 2010;
Rodrigues et al. 2012).

Em relac&o aos receptores do tipo Toll, 10 e 12 membros funcionais da familia foram
identificados no homem e em camundongos, respectivamente, dos quais os TLRs 1-9 séo
conservados em ambas as espécies. O TLR10 € seletivamente expresso em humanos, ja 0s
TLR11, TLR12 e TLR13 estdo presentes apenas nos camundongos (Kawai & Akira 2010).
Dados na literatura tém demonstrado como a sinalizagcdo do sistema TLR responde a
infeccdes pelos protozoarios T. cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania spp., Plasmodium
spp. e Toxoplasma gondii (Gazzinelli & Denkers 2006). Os receptores do tipo Toll sdo
expressos por células apresentadoras de antigenos profissionais, alem de celulas
endoteliais, fibroblastos e mesmo plaquetas, estando expresso ja no primeiro trimestre de
formacgdo em trofoblastos, podendo ocorrer na superficie celular e em compartimentos
endossomais (Takeuchi & Akira 2010; Anabel et al. 2014; Tangeras et al. 2014).
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As vias de sinalizacdo especificas tém sido identificadas para alguns TLRs,
envolvendo diferentes moléculas adaptadoras responsaveis pela transducdo de sinal. Isto
conduz a perfis de liberacdo de citocinas especificas para determinados PAMPs, sendo
assim, os TLRs conferem um determinado grau de especificidade para a resposta imune
inata (Akashi-Takamura & Miyake 2008). Essas vias de sinalizacdo podem ser
dependentes das moléculas adaptadoras Myd88 (Myeloid differentiation primary-response-
gene-88), ou independente dessa molécula, sendo TRIF (Toll/ILIR domain containing
adaptor protein) dependentes.

Em relagdo ao papel de cada TLR, foi demonstrado que camundongos deficientes em
TLR4, experimentalmente infectados pelo T. cruzi, apresentam parasitemia mais elevada
que os animais controle, o que poderia ser explicado devido ao fato destes animais
produzirem menor quantidade de IFN-y, TNF-o e 6xido nitrico que os animais selvagens,

ndo interferindo na taxa de mortalidade (Oliveira et al. 2010).

Tabela 1. Receptores da imunidade inata (TLRs e NLRs) e seus respectivos ligantes (Wilmanski et
al. 2008; Uematsu & Fujimoto 2010-modificado)

Receptores Ligantes

TLR1 Triacyl-lipopeptideos (bactéria)

TLR2 Glicosilfosfatidilinositol (protozoarios); Peptidoglicanos, lipoproteina,
lipopeptideos, LPS atipico (bactéria); Envelope protéico (virus);
Zimosan, Fosfolipomanana (Fungos)

TLR3 dsRNA (virus)

TLR4 Glicosilinositolfosfolipideo (protozoarios); LPS (bactéria); Manana,
Glicoronoxylmanana (fungos), Proteina de fusdo do virus sincicial
respiratorio (virus)

TLR5 Flagelina (bactéria)
TLR6 Diacyl-lipopeptideo (bactéria)
TLR7/TLR8 ssRNA, Moléculas sintéticas semelhante a imidazolina (virus)
TLR9 CpG DNA (Protozoarios, bactérias, virus), hemozoina (Protozoarios)
NOD1 Acido meso-diaminopimélico (iE-DAP) (bactéria)

NOD2 Muramildipeptideo-MDP (bactérias)

21



TLR1,2,5,6

¢ TLR3
TRIF /
TLR7,8,9

TRIF
Mydss « ‘/ EEEm NOD 1,2
MAPK, JNK, / b 4

IRF, NFkB
MAPK, JNK, / RIP

IRF, NFk$~ Myd88 /
MAPK @

~

Nucleo

IL-6, IL-12,

Quimiocinas

NFkB

ASC

Caspase-1

Caspase-11

ProlL-1 B, IL-18 Ps
s
/

IFN, IFNB ILaRI-1s
Quimiocinas

Figura 1. Cascatas de sinalizagdo dos receptores da imunidade inata (Toll Like Receptor-TLR e
Nod Like Receptor-NRL). Ap6s o reconhecimento de PAMPs pelos receptores do tipo Toll e NOD,
estes sofrem mudangas conformacionais, permitindo o recrutamento de moléculas adaptadoras,
como Myd88, TRIF e RIP2. O tipo de sinalizacdo depende da combinacéo de diferentes PAMPs,
resultando no recrutamento de diferentes moléculas reguladoras. As moléculas irdo ativar NF«kB,
membros da familia das MAP quinases e JUN quinases, induzindo a produgdo de mediadores

inflamatérios (Uematsu & Akira 2006-modificado).

TLR9 ¢é localizado no endossoma e pode reconhecer sequéncias de DNA.
Camundongos infectados com o clone CL-Brener deficientes dessa molécula, apresentam
parasitemia mais elevada que os animais controle. Embora animais deficientes de TLR2
ndo apresentem diferenca em relacdo a parasitemia comparados aos animais controles,
quando utilizados camundongos deficientes de TLR2 e TLR9, a parasitemia é mais elevada
que naqueles deficientes apenas de TLR9, sendo semelhante aos animais deficientes da
molécula adaptadora Myd88 (Bartholomeu et al. 2008). Um estudo envolvendo
camundongos deficientes de TLR3, também infectados com o clone CL- Brener, mostrou o
papel redundante dessa molécula na susceptibilidade a infeccdo por T. cruzi (Caetano et al.
2011). Porem, como ocorrido com camundongos duplo-nocautes de TLR2 e TLR9 e
infectados com a cepa Y, o TLR3 pode interagir com outros receptores Toll para auxiliar
no controle da infeccdo (Bafica et al. 2006). TLR7 estd envolvido no reconhecimento de
RNA do T. cruzi e resisténcia a infeccéo, pelo clone CL-Brener (Caetano et al. 2011). Até
0 momento, a analise de animais deficientes infectados com diferentes DTUs como, Y e

CL-Brener, demonstrou que os TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9 desempenham papel na
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resisténcia a infecgdo por T. cruzi (Figura 2) e, que pode haver interagdo entre eles
(Oliveira et al. 2010; Rodrigues et al. 2012). O papel dos receptores do tipo Toll na
evolucéo das formas clinicas, cardiaca e digestiva durante a infec¢do cronica humana ainda
ndo estd definido. Estudo envolvendo 169 pacientes com cardiopatia chagasica crénica
(CCC) e 76 com forma indeterminada da doenga mostrou que 0s pacientes que Sao
heterozigdticos para a variante MAL/S180L TIRAP, o que leva a uma diminui¢do na
transducdo de sinal apds a ligacdo de TLR2 ou TLR4 ao respectivo ligante, podem
apresentar menor risco de desenvolver CCC (Ramasawmy et al. 2009). Por outro lado, foi
demonstrado também que TLR2 funciona como o principal regulador da hipertrofia,
desencadeada em cardiomidcitos murinos infectados pelo T. cruzi (Petersen et al. 2005).

T. cruzi
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Figura 2. Reconhecimento do Trypanosoma cruzi pelos Toll Like Receptors-TLRs
(Kayama & Takeda 2010).

As proteinas da classe dos receptores NOD (Nod like receptors-NLR) representam
uma subclasse de receptores de reconhecimento de padrdo (PRRS) composto por um
dominio central de oligomerizacdo de nucleotideos, denominado de NOD; um dominio
efetor N-terminal (um dominio recrutador de caspase ou por dominios de repeticao inibidor
da proteina de Baculovirus) que se liga a moléculas da cascata de sinalizacdo; e um
dominio C-terminal que é caracterizado por uma regido rica em leucina e reconhece 0s
padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMPS) (Proell et al. 2008). NOD1 é
expresso em muitos tipos de células e organismos, enquanto NOD2 parece ser mais restrito

e tem sido descrito em células hematopoiéticas, células de Paneth, celulas intestinais, do
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epitélio oral, do pulmé&o, e em baixos niveis nos linfocitos (Franchi et al. 2009; Biswas et
al. 2012). NOD1 reconhece peptideoglicanos contendo &cido meso-diaminopimélico,
encontrado em todas as bactérias gram-negativas e também em algumas gram-positivas; ja
0 NOD2 reconhece muramildipeptideo (MDP) conservados em peptideoglicano de todos
0s tipos de bactérias (Ogura et al. 2001; Mcdonald et al. 2005). A estimulacdo de NOD1 e
NOD?2 resulta na ativacdo de NF-KB e MAP quinases (MAPKS), que estdo envolvidos na
transcricdo de genes implicados na resposta imune inata e adaptativa (Hayden & Ghosh
2004). Com reconhecimento do estimulo, NOD1 e NOD2 recrutam a quinase serina-
treonina RICK, também denominada de proteina de interacdo com receptor 2 (RIP2), que
se liga diretamente ao modulador essencial de NF-KB e IKKB. Uma vez ativada, IKK
fosforila o inibidor IkB, induzindo sua degradacdo no proteossoma, ativando NF-KB e
provocando sua translocacdo até o nucleo (Franchi et al. 2009).

Camundongos deficientes de NOD1 s&o resistentes a infeccdo experimental pela
cepa Y do T. cruzi, resisténcia essa associada a reducdo de produtos dependentes da
inducdo de NF-KB, vista em macrofagos murinos deficientes de NOD1. Os camundongos
deficientes de NOD1 comportaram-se de maneira similar aos deficientes de Myd88 e
iINOS, ndo sendo observada diferenca nos niveis de citocinas, indicando que NOD1 atua de
uma maneira independente da producédo de citocinas. Ja o receptor NOD2, ndo apresentou
algum tipo de correlacdo com resisténcia ou susceptibilidade (Silva et al. 2010). O papel de
NOD2 tem sido correlacionado com uma doenca inflamatéria cronica do trato
gastrointestinal, a doenca de Crohn, caracterizada por intensa inflamagdo no ileo terminal
(Hisamatsu et al. 2003). A fungdo do NOD?2 na leséo inflamatdria intestinal acontece pelo
reconhecimento inicial dessa molécula por MDP, que esta presente em bactérias, como
aquelas presentes na microbiota. Esse receptor é predominantemente expresso nas células
de Paneth, células que também sdo responsdveis pela producdo de peptideos
antimicrobianos, como as a-defensinas (5 e 6), que também estdo menos expressas em
pacientes com doenca de Cronh, e sua expressao parece ser regulada ou influenciada por
NOD2 (Ganz & Lehrer 1994; Wehkamp et al. 2004). A associagao entre esses receptores e
as formas cronicas da doenca de Chagas ainda ndo foram investigadas, desta forma, a
nossa hipotese é de que a expressdo de moléculas da resposta imune inata esta relacionada

a manifestacdo das diferentes formas clinicas cronicas da doenga de Chagas.
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos tém demonstrado a participacdo de moléculas da imunidade inata na
resisténcia a infecgdo experimental pelo T. cruzi. Animais deficientes de receptores do tipo
Toll como, TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9 e da molécula adaptadora Myd88, podem
apresentar reducdo na producdo de citocinas inflamatérias e éxido nitrico, apresentando
parasitemia elevada e sucumbindo a infeccdo. Dados na literatura demonstraram que 0
receptor intracelular NOD1 também é importante na resisténcia a infeccdo experimental
pelo T. cruzi. Macrofagos provenientes de camundongos nocautes NOD1 apresentaram
reducdo de produtos dependentes da inducdo de NF-KB e falharam em controlar a infeccédo
na presenca de IFN-y. Entretanto, poucos estudos correlacionam a expressao dos
receptores da imunidade inata as formas clinicas crbnicas da doenga de Chagas humana.
Neste trabalho, avaliamos a expresséo de RNAm dos TLRs e NLRs, moléculas
adaptadoras, citocinas e¢ o-defensinas, a partir de células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Além disso,
correlacionamos com a fragcdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) e dimensbes do
colon e esdfago. Os estudos relativos aos mecanismos imunoldgicos envolvidos na
resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi e na patogenia da doenca de Chagas crbnica podem
servir de base para o melhor entendimento da histéria natural da doenga bem como
identificar marcadores imunolégicos de progressdo da infecgdo, resisténcia ou

patogenicidade.

25



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo de RNAm de moléculas associadas a imunidade inata em

pacientes com diferentes formas clinicas da doenga de Chagas.

3.2 Objetivos especificos

v

Avaliar a expressdo de RNAm de receptores do tipo Toll (TLR1, TLR2, TLR3,
TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9) e do tipo Nod (NOD1 e NOD2) em
PBMC de pacientes com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas;
Avaliar a expressao de RNAm das moléculas adaptadoras RIP2, TRIF e Myd88 nos
pacientes chagasicos crénicos com as diferentes formas clinicas;

Avaliar a expressdao de RNAm de citocinas (IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18 e IFN-a) nos
pacientes com diferentes formas clinicas da doenca de Chagas;

Avaliar a expressdo de RNAm para as a-defensinas 5 e 6 nos pacientes com as
diferentes formas clinicas;

Correlacionar a expressdo de RNAm dos receptores da imunidade inata com as
moléculas adaptadoras, citocinas ¢ a-defensinas;

Verificar se ha correlacdo entre a expressio de RNAm dos marcadores
imunoldgicos com a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e/ou ao grau de
dilatacdo do esdfago ou colén de pacientes com as formas clinicas cardiaca e

digestiva.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Populacdo de estudo
Para a realizacdo deste trabalho foram selecionados individuos procedentes de dez
municipios da mesorregido oeste do Estado do Rio Grande do Norte, sendo eles:
Alexandria, Apodi, Caraubas, Governador Dix-Sept Rosado, Ipanguagu, Mossoro,

Pendéncias, Rodolfo Fernandes, Serra do Mel e Severiano Melo (Figura 3).
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Figura 3. Mapa do Estado do Rio Grande do Norte destacando em preto 0s

municipios de origem dos pacientes selecionados para o estudo.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade do
Estado do Rio Grande do Norte (UERN) sobre o protocolo de nimero N° 027.2011. Todos
0s pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido estando em
conformidade com a Resolucdo 196/96-CNS/MS (Anexo). A populacdo selecionada foi
constituida de 54 individuos na faixa etéria de 18 a 79 anos de idade, e nove individuos
saudaveis com faixa etaria semelhante, residentes da mesma area endémica, utilizados
como controles. Os dados caracterizando a populagdo chagasica estdo contidos na Tabela
2. Esses individuos foram submetidos a triagem soroldgica para confirmacdo da infeccéo
pelo T. cruzi por pelo menos dois méetodos com principios ativos distintos, hemaglutinagao
indireta, Chagatest® HAI screening A-V, ELISA recombinante (Wiener Lab®, Rosério,
Argentina) e a reacdo de imunofluorescéncia indireta utilizando como antigeno as formas

epimastigotas do T. cruzi da cepa Y conforme a metodologia anteriormente descrita
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(Camargo 1966). As amostras com resultados inconclusivos foram submetidas a sorologia
confirmatdria por Western blot (TESAcruzi®, BioMérieux, Brasil) (Umezawa et al. 1996).
Os resultados foram considerados positivos quando a amostra foi reativa em pelo menos
dois dos métodos selecionados, de acordo com as recomendacgfes da Organizacdo Mundial
de Salde e Consenso Brasileiro em doenca de Chagas (Brasil 2005). A seguir, esses
pacientes foram avaliados clinicamente por um membro do grupo (médico clinico-
cardiologista) e as formas clinicas caracterizadas empregando eletrocardiograma (ECG),
ecocardiograma transtoracico bidimensional, radiografias do térax e contrastadas de
esdfago e colon (enema opaco). Aqueles pacientes com alteragdes eletrocardiogréaficas e/ou
ecocardiograficas sugestivas de cardiopatia chagasica foram avaliados pelo Holter 24h. Os
dados das avaliacBes clinicas foram gentilmente cedidos pelo médico colaborador deste
trabalho (Tabela 3).

Tabela 2. Caracterizacdo da populacdo estudada. Foram avaliados pacientes chagasicos com as
formas clinicas indeterminada (n=18), cardiaca (n=17), digestiva (n=9) e cardiodigestiva (n=10)
provenientes de dez municipios do oeste do estado do Rio Grande do Norte.

Formas Clinicas*

Indeterminada Cardiaca Digestiva Cardiodigestiva

Total

Sexo

Total
Idade (anos)

Presenca de
megacélon

Presenca de
megaesbfago

Presenca de
megacolon e
megaesbfago

M=10/54 (55,5%)
F= 8/54 (44,5%)
18/54 (33,4%)

41,4+ 10,7

M=11/54 (64,7%)
F= 6/54 (35,3%)
17/54 (31,4%)

49,7+£118

M= 5/54 (55,5%)
F=4/54 (44,5%)
9/54 (16,6%)
60,7+ 11,2

5 (55,5%)

2 (22,2%)

2 (22,2%)

M= 7/54 (70%)

F= 3/54 (30%)

10/54 (18,5%)
51,6+11,8

5 (50%)

2 (20%)

3 (30%)

M=33/54 (61,1%)
F=21/54 (38,9%)
54
49,3+ 12,9

10 (52,6%)

4 (21%)

5 (26,4%)

M: Masculino; F: Feminino. *Dados gentilmente cedidos pelo médico colaborador deste trabalho.
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Desse modo, 0s pacientes chagasicos que apresentaram eletrocardiograma,

radiografias de torax e contrastadas de esdfago e célon normais, foram categorizados com

a forma clinica indeterminada (IND, n=18); aqueles que apresentaram anormalidades

eletrocardiogréaficas sugestivas de comprometimento cardiaco, sintomaticos ou nao, foram

classificados com a forma cardiaca (CARD, n=17); os pacientes com imagens do eséfago

e/ou colon alteradas, com a forma digestiva (DIG, n=9) e, 0s pacientes com cardiomiopatia

associada com megacolon e/ou megaesdéfago com a forma cardiodigestiva (CARDIG,

n=10).

Tabela 3. Parametros eletrocardiograficos, radiogréficos e ecocardiogréaficos dos pacientes com as
formas clinicas indeterminada (n=18), cardiaca (n=17), digestiva (n=9) e cardiodigestiva (n=10) da

doenca de Chagas.
Formas Clinicas
Indeterminada Cardiaca Digestiva Cardiodigestiva
Variaveis Média DP Média DP Média DP Média DP
Indice 0,43 0,043 048 0049 042 0,03 0,50 0,05
Cardiotoréacico
FEVE (%) 646 342 55,8 14,96 65 6,48 56,2 13,84
Sigmoide (cm) 4,41 0,57 4,5 0,71 7,72 4,6 7,96 2,87
Reto (cm) 4,89 0,81 5,72 0,89 7,5 3,1 6,36 1,89
Grau do - - - - 0,66 0,86 0,9 1,28
Megaesodfago

DP: Desvio Padrio; Valores de normalidade: indice cardiotoracico <0,5; Fra¢do de eje¢do do
ventriculo esquerdo maior que 55%; Dimensdo do sigmoide <5 cm; Dimensdo do reto 1cm maior
que o sigmoide; Eséfago normal classificacdo zero, e alterado graus | a IVV. Dados gentilmente
cedidos pelo médico colaborador deste trabalho.
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4.2 Quantificagao de RNA mensageiro de receptores do tipo Toll e Nod,

moléculas adaptadoras, suas citocinas e a-defensinas

4.2.1 Coleta de sangue e obtengdao de PBMC

Um total de 15mL de sangue periférico foi coletado em tubos a vacuo contendo o

anticoagulante EDTA (Vacutainer®, BD Biosciences, USA) para a separacdo das células
mononucleares de sangue periférico (PBMC). O sangue foi lentamente aplicado em tubos
conicos de polipropileno com capacidade de 50mL (Falcon, BD Biosciences, USA)
contendo uma solugdo Ficoll-Hypaque na propor¢do 2:1 (Histopaque® 1.077-Sigma-
Aldrich, USA). Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 800 x g por 30min e o anel
de células formado foi transferido para um novo tubo de 15mL e submetido a nova
centrifugacdo a 110 x g durante 20min. Por fim, as células que passaram pelo
procedimento de separacdo foram re-suspendidas em 500uL de Trizol (Invitrogen™,
Carlsbad, CA, USA) e armazenadas em freezer a -20°C até o momento de realizacdo dos
procedimentos de extracdo de RNA e posterior sintese de cDNA.

4.2.2 Extragcdo de RNA e sintese de cDNA

Esta andlise foi realizada por meio do kit para extracio de RNA (SV RNA

Purification System, Promega, USA). Dessa maneira, ao conteudo de células
mononucleares do sangue periférico obtidas na etapa anterior e ressuspendidas em Trizol
(Invitrogen™) adicionou-se 200uL de cloroférmio (Sigma-Aldrich), em seguida tais
amostras foram agitadas durante 30s e os tubos centrifugados a 12000 x g por 15min a
4°C. A fase aquosa foi transferida para outro tubo esterilizado, e adicionados 500uL de
isopropanol. As amostras foram incubadas durante 15min a -20° C para a precipitacdo do
RNA da fase aquosa e centrifugadas a 12.000 x g por 15min a 4° C, com o sedimento
lavado com etanol a 75%. Finalmente, as amostras de RNA foram re-suspendidas em 60uL
de &gua Mili-Q estéril e livre de RNAse, armazenadas a -70° C, até a confec¢do do DNA
complementar (cDNA). O DNA genémico contido nas amostras foi digerido pelo
tratamento com RNAse-Free Dnase (SV RNA Purification System, Promega) de acordo
com as especificacdes do fabricante. Uma aliquota de 5uL foi utilizada para a obtencéo da
concentracdo de RNA/uL nas amostras e determinada em espectofotdmetro (Biomate 3
spectrophotometer Thermospectronic-Rochester, NY, USA). Para a sintese do cDNA a
partir da fita de RNA total, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, USA) e o termociclador convencional (MJ Research PTC-150
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MiniCycler). Os ciclos da reagdo foram de 10min a 25° C, 120min a 37°C, 5min a 85°C e
© a 4°C. A preparagdo do mix foi realizada em microtubos de poplipropileno com
capacidade para 0,5mL (Sigma), adicionando 2uL da solucdo tampéo, 0,8l de dNTPs na
concentracdo de 100uM (Bio Basic Inc., USA), 1uL da enzima (MultiScribe™ Reverse
Transcriptase) e 2uL dos iniciadores (Tabela 4), 1L do inibidor de RNAse e 3L de 4gua
Mili-Q (livre de nuclease).

4.2.3 PCR em Tempo real (q-PCR)

A andlise da expressao quantitativa de genes de receptores da imunidade inata, suas
moléculas adaptadoras, citocinas e a-defensinas foram realizadas por meio de reacdes de
PCR em tempo real, utilizando o sistema SYBR Green® em termociclador 7500 Fast Real
time (Applied Biosystems, Warrington, USA). As reacdes foram realizadas em placas de 96
pocos (MicroAmp®, Applied Biosystems, USA) e, para cada gene alvo foi preparado um
Master mix composto pelos iniciadores direto e reverso, FAST SYBR® Green (Applied
Biosystems, USA) e 4gua Mili-Q estéril para PCR. Foram utilizados iniciadores especificos
para receptores do tipo Toll (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLRS,
TLR9) e do tipo NOD (Nod1 e Nod2), suas moléculas adaptadoras (RIP, TRIF e Myd88),
citocinas (IL-1pB, IL-6, 1L-12, IL-18 e IFN-a) e a-defensinas (5 e 6) descritos na Tabela 4,
sintetizados com auxilio de software apropriado (Primer Express, Applied Biosystems,
USA). O cDNA (2,5ng/reacdo) sintetizados a partir do RNA mensageiro e
oligonucleotideos especificos (1-2ug/reacao), foram utilizados juntamente com os tampdes
da reacdo contendo 5uL de Sybr® green, 0,7uL de cada iniciador (direto e reverso), 1,6
pL de dgua e 2uL do cDNA. As condicGes das reacdes foram 2min a 50°C, 10min a 95°C,
e 40 ciclos de 15s a 95°C e 1min a 56°C. Um ciclo final de 20min com temperatura
crescente de 60 a 95°C foi empregado para a obtencdo de uma curva de dissociacdo dos
produtos da reacdo, utilizada para a andlise da especificidade de amplificacdo. As
condi¢cdes da PCR para cada iniciador utilizado foram padronizadas de acordo com a
concentracdo, temperatura de anelamento, auséncia de formacdo de dimeros (determinada
pela curva de dissociagdo do produto gerado pela qPCR), eficiéncia de amplificacdo dos
genes alvos e gene constitutivo. A determinacdo dos niveis de expressdo dos genes alvo é
realizada por meio da normalizagdo das amostras quanto a expressdo constitutiva de f3-
actina. Apos a normalizacdo dos resultados baseados na expressao do gene constitutivo, foi

verificada a analise da expressdo dos receptores, moléculas adaptadoras, citocinas ¢ a-
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defensinas estudadas com o célculo baseado na férmula 27V utilizando o programa
Microsoft Excel (2007).

O equipamento utilizado para execugéo das reacdes e fornecimento dos resultados foi
0 7500 Software V 2.0.5, 7500 Fast Real time (Applied Biosystems, USA). O nivel de
expressdao de cada gene foi determinado pelo método de quantidade relativa (Rq).
Inicialmente foi formada uma curva padrdo relativa para cada gene utilizando-se cinco
pontos obtidos por diluicdo seriada de uma amostra de cDNA com elevada concentragéo
de genes alvos e constitutivo. Para cada paciente foi obtida a Rq de cada gene pelo valor de
CT (cycle threshold) e a equacéo da reta obtida para cada um dos genes alvos. Os mesmos
foram normalizados utilizando a Rq do controle endogeno (B-actina) e a expressdo foi

comparada entre os grupos avaliados.

Tabela 4. Sequéncia dos iniciadores especificos utilizados nas rea¢des de PCR em tempo real.

Iniciadores Direto Reverso

Hu- B-actina  TGA-CTC-AGG-ATT-TAA-AAA-CTG-GAA GCC-ACA-TTG-TGA-ACT-TTG-GG
GGT-ACC-AGG-CCC-TCT-TCC-TCG-TTA- TAG-GAA-CGT-GGA-TGA-GAC-CGT-

Toll 1 G TTT-T
Toll 2 GTT-GCA-AGC-AGG-ATC-CAA-AGG- GCA-GAT-ACC-ATT-GCG-GTC-ACA-
AGA-C AGA-C
Toll 3 TGG-GTC-TGG-GAA-CAT-TTC-TCT-TC  TGA-GAT-TTA-AAC-ATT-CCT-CTT-CGC
TGA-ATT-TCT-ACA-AAA-TCC-CCG-ACA-  AGA-GGT-GGC-TTA-GGC-TCT-GAT-
Toll 4
A ATG-C
Toll 5 GCT-GGA-CTG-CAG-TGA-CAC-AAT-CTC GAG'AAG'CCA(':CAC%T(':TGT'CAG'TAG'
Toll 6 GCA-AAA-ACC-CTT-CAC-CTT-GTT-TTT- CCA-AGT-CGT-TTC-TAT-GTG-GTT-GAG-
C G
Toll 7 TTT-ACC-TGG-ATG-GAA-ACC-AGC-TA TCA-AGG-CTG-AGA-AGC-TGT-AAG-CTA
Toll 8 TTA-TGT-GTT-CCA-GGA-ACT-CAG- TAA-TAC-CCA-AGT-TGA-TGA-TCG-
AGA-A ATA-AGT-TTG
Toll 9 CCA-CCC-TGG-AAG-AGC-TAA-ACC GCC-GTC-CAT-GAA-TAG-GAA-GC
Nod 1 GTG-GAC-AAC-TTG-CTG-AAG-AAT-GAC CTG-TAC-CAG-GTC-CAG-AAT-TTT-GC
Nod 2 GCC-ACG-GTG-AAA-GCG-AAT GGA-AGC-GAG-ACT-GAG-CAG-ACA
Myd88 CAA-GTA-CAA-GGC-AAT-GAA-GAA-AG AAG-GCG-AGT-CCA-GAA-CCA
RIP 2 TGC-CAC-CTG-AAA-ACT-ATG-AAC-CT ACA-CTT-CCC-ATG-TGA-TAA-CTG-CAT
IFN-a GAA-GAA-TCT-CTC-CTT-TCT-CCT-GCC ~ ATG-GAG-GAC-AGA-GAT-GGC-TTG
IL-1B GCA-CGA-TGC-ACC-TGT-ACG-AT AGA-CAT-CAC-CAA-GCT-TTT-TTG-CT
IL-6 CAA-ATT-CGG-TAC-ATC-CTC-GA TGC-TGC-TTT-CAC-ACA-TGT-TAC-T
IL-12 CAC-TCC-CAA-AAC-CTG-CTG-AG TCT-CTT-CAG-AAG-TGC-AAG-GGT-A
IL-18 AGG-AAT-AAA-GAT-GGC-TGC-TGA-AC ~ GCT-CAC-CAC-AAC-CTC-TAC-CTC-C
a-Defensina 5 GCC-ATC-CTT-GCT-GCC-ATT GCT-TCT-GGG-TTG-TAG-CCT-CATC
a-Defensina 6 CCA-CTC-CAA-GCT-GAG-GAT CTC-TGC-AAA-GGA-GAC-GGC
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4.3 Andlise estatistica
Todas as analises foram realizadas empregando o programa estatistico Instat e o

software PRISM® 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Para a verificagdo da
distribuicdo normal dos dados, foram empregados os testes Agostino-Pearson, Shapiro-
Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Em grupos com distribuicdo normal, foram empregados 0s
testes ANOVA e Tukey-Kramer para a determinacdo das diferengas entre expresséo dos
receptores do tipo Toll, Nod, moléculas adaptadoras, citocinas e a-defensinas dos pacientes
com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Os testes Kruskall-Wallis e Dunns,
foram empregados quando ndo houve distribui¢cdo normal desses dados. A correlacdo entre
a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, o grau de dilatacdo do es6fago ou colon com os
marcadores imunoldgicos foram realizados através do teste ndo paramétrico de Spearman.
As diferencas sdo consideradas significativas quando o valor de p for menor ou igual que
0,05 (p <0,05).
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5 RESULTADOS

A quantificacdo dos receptores da imunidade inata por meio de PCR em tempo real
demonstrou que dentre os receptores do tipo TLRs, a expressio de RNAm para TLR1
(Figura 4A), TLR2 (Figura 4B), TLR3 (Figura 4C), TLR4 (Figura 4D), TLR5 (Figura
4E), TLR6 (Figura 4F), TLR7 (Figura 4G) e TLR9 (Figura 4l), ndo apresentou
diferengas significativas, considerando a expressao de RNAm dos TLRs entre os pacientes
com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Apenas o TLR8 (Figura 4H)
estava aumentado nos pacientes com a forma clinica cardiodigestiva quando comparado
aos pacientes com as formas indeterminada e cardiaca, cerca de 10 vezes mais expressa
que nos individuos ndo chagéasicos, embora ndo apresente correlacdo com os dados clinicos

de lesdo cardiaca e digestiva (dados ndo apresentados).
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Figura 4. Expressdo de RNAm de TLR1 (A), TLR2 (B) e TLR3 (C), TLR4 (D), TLR5 (E), TLR6
(F), TLR7 (G), TLR8 (H) E TLR9 (I) determinadas por PCR em tempo real a partir de células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com as formas clinicas indeterminada (n=18),
cardiaca (n=17), digestiva (n=9) e cardiodigestiva (n=10) da doenca de Chagas cronica. Os dados
sdo representativos de experimentos independentes e expressos em média £ DP. CN: Controle

Negativo (individuos saudaveis provenientes da mesma regido geografica).
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O TLR9 apesar de nédo apresentar diferenca na expressio de RNAm entre as
diferentes formas clinicas, também apresentou-se cerca de 10 vezes mais expresso em
pacientes chagasicos, quando comparados com individuos nao infectados.

Em seguida, analisamos as moléculas adaptadoras responsaveis pelas vias de
sinalizagdo dos TLRs, demonstrando que houve uma maior expressdo de RNAm para
Myd88 no grupo de pacientes com a forma clinica cardiodigestiva quando comparada aos
pacientes com as formas indeterminada e cardiaca (Figura 5A). Ndo houve diferenca
significativa na expressdo de RNA mensageiro da molécula adaptadora TRIF dos pacientes

independentemente da forma clinica da doenca de Chagas (Figura 5B).
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Figura 5. Expressdo de RNAm de Myd88 (A) e TRIF (B) determinadas por PCR em tempo real a
partir de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com as formas clinicas
indeterminada (n=18), cardiaca (n=17), digestiva (n=9) e cardiodigestiva (n=10) da doenca. Os
dados sdo representativos de experimentos independentes e expressos em média + DP. CN:
Controle Negativo (individuos saudaveis provenientes da mesma regido geogréafica) *p< 0,05;
**p<0,01.

Posteriormente, foi verificada a analise da expressao de RNAmM para as citocinas
produzidas por células apresentadoras de antigenos apos inferir a infeccdo in vivo,
obtendo-se uma maior expressao de IL-1p (Figura 6A) e IL-12 (Figura 6B) em pacientes
com a forma clinica cardiaca comparados aqueles com a forma indeterminada da doenca.
No entanto, ndo foi observada diferenga entre a expresséo de IL-18 (Figura 6C), 1L-6
(Figura 6D) e IFN-a (Figura 6E) em pacientes com as diferentes formas clinicas da
doenca de Chagas.

Também verificamos a expressdo de RNAm dos receptores citoplasmaticos NOD1 e
NOD2 e a molécula adaptadora RIP2, importante nessa via de sinalizacdo. Os resultados

da expressdo dos receptores citoplasmaticos NOD1 e NOD2 e a molécula adaptadora RIP2
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demonstraram que ndo houve diferenga significativa entre as formas clinicas quando
avaliados o receptor NOD1 (Figura 7A). Entretanto, quando analisada a expressdo de
RNAmM do receptor NOD2 foi observada auséncia ou expressdo reduzida no grupo de
pacientes com a forma digestiva comparada ao grupo de pacientes com a forma
indeterminada (Figura 7B). J& a molécula adaptadora RIP2, que faz parte da via do NOD2,
apresentou expressao elevada de RNAm nos pacientes com a forma digestiva comparada
aos pacientes com a forma indeterminada da doenca mostrando uma expressao

inversamente proporcional ao seu receptor (Figura 7C).
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Figura 6. Expressaio de RNAm de IL-1B (A), IL-12 (B), IL-18 (C), IL-6 (D) e IFN-a (E)
determinadas por PCR em tempo real a partir de células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com as formas clinicas indeterminada (n=18), cardiaca (n=17), digestiva (n=9) e
cardiodigestiva (n=10) da doenca de Chagas crdnica. Os dados sdo representativos de experimentos
independentes e expressos em média + DP. CN: Controle Negativo (individuos saudaveis

provenientes da mesma regido geografica).

A expressdo de RNAm para a-defensina 5 foi avaliada e ndo houve diferenca entre
os pacientes com as diferentes formas clinicas da doenca (Figura 8A). Entretanto, foi
surpreendente a expressdo elevada do RNAm para o-defensina 6 (Figura 8B) nos
pacientes com a forma clinica digestiva comparada aos pacientes com as formas

indeterminada e cardiodigestiva.
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Figura 7. Expressdo de RNAmM de NOD1 (A), NOD2 (B) e RIP2 (C) determinadas por PCR em
tempo real a partir de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com as formas
clinicas indeterminada (n=18), cardiaca (n=17), digestiva (n=9) e cardiodigestiva (n=10) da doenca
de Chagas crbnica. Os dados sdo representativos de experimentos independentes e expressos em
média + o desvio padrdo (DP). CN: Controle negativo (individuos saudaveis provenientes da

mesma regido geografica) *p< 0,05.
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Figura 8. Expressdo de RNAm de a-defensina 5 (A) e a-defensina 6 (B) determinadas por PCR em
tempo real a partir de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com as formas
clinicas indeterminada (n=18), cardiaca (n=17), digestiva (n=9) e cardiodigestiva (n=10) da
doenca. Os dados sdo representativos de experimentos independentes e expressos em média + DP.

CN: Controle negativo (individuos saudaveis provenientes da mesma regido geografica) *p< 0,05.

Apesar da maior expressao de RNAm para Myd88 em pacientes com a forma clinica
cardiodigestiva da doenga de Chagas, ndo foi observada correlacdo dessa molécula com os
parametros clinicos avaliados (fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, indice
cardiotoréacico, grau de dilatacdo do esdfago, colon, sigmoide e reto).

Dentre as citocinas analisadas, observamos maior expressdo de RNAm para IL-1B e
IL-12 em pacientes com a forma clinica cardiaca da doenca de Chagas, estas citocinas
estdo possivelmente associadas a hipertrofia cardiaca. Entretanto, ndo foi observada

correlacéo entre a expressdo de IL-1P e o indice cardiotoracico ou a fracdo de ejecdo do
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ventriculo esquerdo (FEVE). A correlacdo entre a expressdo de RNAm de IL-12 também
foi elevada em pacientes com a forma clinica cardiaca da doenca, sendo observada
correlacdo negativa entre a expressdo de 1L-12 e a FEVE (Figura 9A) indicando que esta
citocina pode estar relacionada a gravidade da doenca cardiaca, porém, sem correlagdo
com o indice cardiotoracico (Figura 9B). N&o foi observada diferenca entre a correlagdo
das interleucinas IL-1B, IL-12 e Myd88, molécula adaptadora responsavel na via de
sinalizacdo dessas citocinas, assim como entre os receptores TLRs.

Quanto ao receptor NOD2, a reducdo ou auséncia na sua expressdo em pacientes
com a forma clinica digestiva da doenca de Chagas corroboram com os dados dos
pacientes com formas digestiva e cardiodigestiva que apresentaram a expressdao de NOD2
correlacionada ao grau de dilatacdo do megaesdfago e correlacdo negativa entre a
expressao de NOD2 e o grau de dilatacdo do es6fago (Figura 9C). O mesmo padrdo foi
verificado para pacientes que apresentaram megacolon e a correlagdo foi negativa entre a
expressao de NOD2 e a dimensdo do sigmoide (Figura 9D), ndo sendo observada
correlacdo entre o grau de dilatacdo do reto e a expresséo de NOD2 (dados ndo
apresentados). Esta correlacdo reforca a importancia da auséncia ou baixa expressao de
NOD2 nos pacientes com a forma digestiva da doenca de Chagas. A correlagcéo entre a
expressdao de RNAm de RIP2 e o grau de dilagdo do es6fago, sigmoide e reto, mostrou
correlacdo positiva entre essa molécula e o grau de dilatacdo do reto (Figura 9E) e
sigmoide (Figura 9F) e ndo houve correlacdo entre a expressdo de RIP2 e o grau de
dilatagdo do esdfago Né&o foi verificada correlacdo entre a expresséo de RNAm e os
receptores NOD?2 e sua molécula adaptadora RIP2 (dados nao apresentados).

Finalmente, avaliamos a correlagdo entre a expressdo de RNAm de a-defensina 5 e 6
e 0 grau de dilatacdo do esdfago, sigmoide e reto de pacientes com a forma digestiva, ndo
sendo observada correlagdo entre a expressdo de a-defensinas e o grau de dilatacdo das
diferentes areas do trato digestivo. A correlagdo das a-defensinas com a molécula
adaptadora RIP2 e o receptor NOD2 também ndo apresentou diferenca (dados ndo

apresentados).
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Figura 9. Correlacdo entre a expressdo de RNAm, determinada por PCR em tempo real, entre IL-

12 e a fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (A); IL-12 e o indice cardiotorécico (B) de pacientes

com a forma clinica cardiaca (n=17); NOD2 com megaesofago (C) e megacolon -sigmoide (D),

RIP2 com reto (E) e megacolon-sigmoide (F) de pacientes com as formas digestiva (n=9) e

cardiodigestiva (n=10) da doenga de Chagas cronica *p<0,05; ***p<0,001.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo foi avaliada a expressdo de RNAm dos receptores da imunidade inata
(TLRs e NLRs), suas moléculas adaptadoras (Myd88, TRIF e RIP2), citocinas (IL-1p, IL-
6, IL-12, IL-18 e IFN-a) e a-defensinas (5 e 6) em pacientes com as diferentes formas
clinicas da doenca de Chagas. Foi observado que pacientes que apresentam a forma
cardiodigestiva da doenca tem elevada expresséo de RNAm do receptor TLR8 e sua
molécula adaptadora Myd88. Pacientes que apresentam a forma cardiaca da doenca de
Chagas apresentaram maior expressao de RNAm das citocinas IL-1p e IL-12. E, pacientes
com a forma digestiva da doenca de Chagas apresentam expressao reduzida ou ausente de
RNAmM do receptor NOD2 e expressdo de RNAm de RIP2 e a-defensina 6 aumentada,
sugerindo associagdo com a leséo no trato gastrointestinal.

N&o houve diferenca na expressao de RNAmM dos TLRs em pacientes com as
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas, exceto para o TLR8 e a molécula
adaptadora TRIF, que faz parte da via de sinalizacdo dos TLRs 3 e 4. O RNAm de TLR8
apresentou-se mais expresso em pacientes com a forma cardiodigestiva quando comparado
aos pacientes com as formas indeterminada e cardiaca. Dados da literatura tém demostrado
que a sinalizacdo via TLRs é importante no mecanismo de controle das infeccdes pelos
protozoarios T. cruzi, T. brucei, Leishmania spp., Plasmodium spp. e Toxoplasma gondii
(Gazzinelli & Denkers 2006). Recentemente o papel do TLR8 tem sido descrito nas
doencas inflamatdrias intestinais, como colite ulcerativa e doenca de Crohn, tendo sua
expressao aumentada no epitélio colbnico de pacientes com doencas inflamatorias
intestinais. Esses dados sugerem sua funcdo na suceptibilidade as doencas inflamatérias no
trato digestivo, podendo estar associada a lesdo no trato digestivo dos pacientes chagasicos,
como descrito nos pacientes com a forma cardiodigestiva da doenca de Chagas (Saruta et
al. 2009; Steenholdt et al. 2009).

O desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica crénica tem sido associado ao
desequilibrio na resposta imunoldgica do paciente, uma vez que 0S pacientes que
apresentam esta lesdo produzem elevada expressdo de IFN-y ¢ TNF-a associada a baixos
niveis de producdo de IL-10 e IL-17 (Corréa-Oliveira et al. 1999; Ribeirdo et al. 2000;
Abel et al. 2001; Gomes et al. 2003, Guedes et al. 2012; Magalh&es et al. 2013; Sousa et
al. 2014). Embora a maior parte das citocinas produzidas durante a infec¢do pelo T. cruzi
responsaveis pelo dano cardiaco sejam provenientes de uma resposta derivada de

macrofagos e linfocitos T, moléculas presentes no parasito (PAMPS), como as ancoras de
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GPI, GIPL, &cidos nucléicos, sdo reconhecidas via TLR2, TLR4, TLR7, TLR9 (Campos et
al. 2004; Oliveira et al. 2004; Koga et al. 2006; Caetano et al. 2011) e, seriam
responsaveis pela constante reestimulacdo do sistema imunologico, levando ao aumento ou
até mesmo a manutencdo da elevada producdo de citocinas do perfil Thl, responsaveis
pelo dano cardiaco. Entretanto, neste estudo ndo foi demonstrada expresséo elevada de
TLRs e suas moléculas adaptadoras em pacientes com a forma cardiaca da doenca de
Chagas. Poucos trabalhos tém analisado o envolvimento dos receptores da imunidade inata
no desenvolvimento da cardiopatia chagasica crénica. Dados recentes tém demonstrado
que pacientes chagésicos heterozigdticos para a variante MAL/S180L TIRAP que
apresentam reducdo na transducédo de sinal pela ligacdo de TLR2 e TLR4 e o respectivo
ligante, tem menor risco de desenvolver CCC (Ramasawmy et al. 2009). Por outro lado,
estudos utilizando células cardiacas de murinos tém demonstrado o papel do receptor
TLR2 e sinalizacdo de NF-KB, na inducdo da hipertrofia de cardiomidcitos infectados pelo
T. cruzi (Petersen et al. 2005).

O aumento da expressdo de RNAmM de Myd88, importante molécula envolvida na via
de sinalizacdo dos TLRs, foi detectado em pacientes com a forma cardiodigestiva da
doenca de Chagas. Trabalhos que avaliaram a agdo de Myd88 sobre o epitélio intestinal e a
diversidade da microbiota do trato digestivo em camundongos, demonstraram que a
homeostase na producdo desta molécula é importante para manutencdo da integridade do
epitélio (Rakoff-Nahoum et al. 2004; Gibson et al. 2008), além de controlar a diversidade
e quantidade de bactérias no duodeno, jejuno e ileo (Larsson et al. 2012). Estudos com
camundongos deficientes dessa molécula demonstraram a importancia do Myd88 em
controlar a parasitemia e mortalidade dos animais infectados com a cepa Y, sendo
importante na producdo de citocinas proinflamatorias e na resisténcia a infeccdo pelo T.
cruzi (Campos et al. 2004). Desta forma especula-se que a elevada expressdo de RNAm de
Myd88 pode estar relacionado a maior inflamacdo cardiaca, derivada de maior ativacéo
dos TLRs, bem como pela penetracdo de bactérias no epitélio intestinal promovendo
também maior estimulacdo dos receptores da imunidade inata, como 0 TLR8, que também
apresenta-se elevado nos pacientes com a forma cardiodigestiva da doenga de Chagas.

Apobs a analise da expressdo dos TLRs e suas moléculas adaptadoras, decidimos
avaliar a expressdo de RNAm das citocinas dos pacientes com as diferentes formas
clinicas. A expressdo de RNAm para IL-1p esteve aumentada nos pacientes com a forma

cardiaca, resultados semelhantes aqueles que avaliaram a acdo dessa citocina em pacientes
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chagésicos com a forma cardiaca da doencga. A acdo desta citocina esté relacionada com a
hipertrofia cardiaca e inibicdo da proliferacdo de fibroblastos, indicando o seu papel no
remodelamento cardiaco (Patten et al. 1996; Lachtermacher et al. 2010; Sousa et al. 2014).
Sua acdo também foi avaliada em cultura de cardiomidcitos murinos infectados pelo T.
cruzi, sendo observado que a suplementagdo com IL-1B, TNF-a e IFN-y reduz o
parasitismo celular, pelo aumento da produgdo de Oxido nitrico, demonstrando que as
células cardiacas atuam diretamente na resposta contra o parasito, sendo também
responsaveis pelo remodelamento tecidual e hipertrofia cardiaca (Postan et al. 1999).

Os pacientes com a forma cardiaca da doenca de Chagas analisados apresentaram
elevada expressé@o de RNAm para IL-12, sendo ainda mais elevada naqueles pacientes que
apresentam menor fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, corroborando com dados na
literatura que associam a producdo desta citocina com a forma grave da doenca cardiaca
(Dutra et al. 1996; Corréa-Oliveira et al. 1999; Ribeirdo et al. 2000; Abel et al. 2001,
Gomes et al. 2003, Cardoso et al. 2006; Sousa et al. 2014). O IFN-y, produto da indugdo
de IL-12 por macrofagos, também se encontra aumentado em pacientes com a forma
cardiaca e apresentam correlacdo negativa com a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(Guedes et al. 2012).

A avaliacdo do receptor NOD1 demostrou que ndo ha diferenca entre a expressdo
desse receptor e as formas clinicas dos pacientes, embora o papel desse receptor esteja bem
definido em murinos no reconhecimento inicial do parasito e resisténcia na infeccdo
experimental pelo T. cruzi e pela agdo independente da producéo de citocinas (Silva et al.
2010). Por outro lado, quando analisada a expressdo do receptor NOD2 observamos sua
reducdo ou completa auséncia em pacientes com a forma clinica digestiva da doenca de
Chagas, comparado aqueles pacientes que apresentam a forma indeterminada. Somado a
isso, 0s pacientes com a forma digestiva da doenca, apresentaram elevada expressao de
RNAm para RIP2, podendo seu aumento estar relacionado a compensacdo devido a
auséncia de seu receptor, 0 NOD2. A serina-treonina quinase RICK ou RIP2 € recrutada
apos a ativacdo de NOD, levando a translocacdo de NF-kB para o nucleo (Uematsu &
Akira 2006). Desta forma, verificamos que além da elevada expressdo de RIP2, houve
correlagdo dessa molécula com lesdes no megacolon dos pacientes, corroborando com os
resultados obtidos para seu receptor (NOD?2) e a correlacdo com a forma clinica digestiva

da doencga de Chagas.
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Mutacdes em NLRs tém sido atualmente relacionadas a uma variedade de doengas
inflamatorias, sendo consistentes com a acdo dessas moléculas na interagcdo patdgeno-
hospedeiro na resposta inflamatoria. Estudos recentes tém correlacionado o papel de
NOD2 com a doenca de Crohn, uma desordem inflamatoria crbénica do trato
gastrointestinal caracterizada por inflamacdo transmural no intestino e no ileo distal
(Hisamatsu et al. 2003). Multiplas variantes de NOD2 tém sido associadas a doenca de
Crohn, sendo trés importantes desses polimorfismos relacionados ao fator de risco que
induz a auséncia ou reduzida expressdo desse receptor. Altamente expresso nas celulas de
Paneth, o receptor NOD2 é responsdvel pela regulagdo da microbiota iliaca por
componentes antimicrobianos (Franchi et al. 2009; Biswas et al. 2012). Estudos utilizando
camundongos deficientes desse receptor verificaram que esta molécula influencia na
constituicdo da microbiota intestinal, em que sua auséncia favorece o aparecimento de
bactérias patogénicas, além de aumentar consideravelmente a carga bacteriana nas fezes e
no ileo terminal, com maior tendéncia a penetragdo no epitélio intestinal e geracdo de
colite severa nesses animais (Hisamatsu et al. 2003; Natividad et al. 2012). Também foi
demostrado que NOD2 influencia a composicao microbiana em humanos, 0 que pode estar
contribuindo na patogenia da doenca de Crohn (Rehman et al. 2011) e possivelmente na
forma digestiva da doenca de Chagas cronica.

Camundongos nocautes de NOD?2 e pacientes com doenca de Crohn que apresentam
a mutagdo para NOD2, tem reduzida expressao de a-defensinas (5 e 6), embora a reducédo
dessas defensinas ocorram independente das mutacdes (Wehkamp et al. 2004). Devido a
reducdo ou auséncia na expressao de NOD2 em pacientes com a forma digestiva,
posteriormente decidimos avaliar a expressdo de RNAmM dessas moléculas. As a-defensinas
sdo peptideos antimicrobicidas predominantemente expressos nas células de Paneth no
ileo, apds o reconhecimento de constituintes bacterianos (MDP-muramildipeptideo) por
NOD?2, na tentativa de controlar a penetracdo destas bactérias na parede do trato digestivo
(Ganz & Lehrer 1994; Schroder1999, Cunliffe 2003).

Foi observada maior expressdo de RNAm para a-defensina 6 em pacientes com a
forma digestiva da doenca de Chagas, indicando uma maior estimulagéo de sua produgéo
apos penetracdo de bactérias no epitélio do trato digestivo. O aumento na expressao de a-
defensinas tem sido descrito em pacientes com infecgdes parasitarias (Cunliffe & Mahida
2004). Sendo assim, o receptor NOD2 reconhece MDP, substancia presente em bactérias,

que induz a atividade bactericida nas criptas e promove a regulacdo da microbiota
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intestinal. Da mesma forma, as bactérias comensais controlam a expressdo de NOD2 e
RIP2, fazendo com que o receptor de NOD2 funcione como uma chave reguladora da
microbiota intestinal, podendo influenciar as doencas inflamatorias cronicas no trato
gastrointestinal. Animais germ free, expressam baixos niveis de NOD2 no ileo terminal,
corroborando no papel da microbiota, na regulacdo da expresséo do receptor (Biswas et al.
2012; Jiang et al. 2013).

Dados recentes avaliaram o papel da microbiota em muitas funcées fisioldgicas e
imunidade contra patégenos, em que alteracbes na composi¢do da microbiota tém sido
cada vez mais correlacionadas a contribuicdo no desenvolvimento de vérias doencas
cronicas e inflamatorias (Lin et al. 2014). A doenca de Chagas também é uma doenca
crénica e inflamatoria, com lesbes do trato gastrointestinal ocorrendo predominantemente
no esdfago e no colon, estas lesbes anatomopatolégicas de base correspondem a
denervagdo parassimpatica intramural particularmente, o plexo mioentérico do sistema
nervoso autonomo (Tafuri & Raso 1983; Andrade et al. 2000; Rezende & Moreira 2000).
A presenca do parasito no tecido esofagico € marcadamente comprovada, mesmo em
pacientes que ndo apresentam o quadro de megaesdfago, assim como em pacientes com
diferentes estagios da forma digestiva. A tal fato, associam-se outros fatores importantes na
patogenia da doenca que ndo exclusivamente a presenca do parasito no tecido (Vago et al.
1996; Vago et al. 2000; Lages-Silva et al. 2001; Vago et al. 2003; Lages-Silva et al.
2006). Desta forma, o parasito além de poder causar a lesdo tecidual, pode agir juntamente
com outros fatores da resposta imune do hospedeiro. No entanto, tais mecanismos ainda
ndo estdo bem elucidados na forma digestiva da doenca de Chagas (Lemos et al 1998;
Teixeira et al. 2002; Gomes et al. 2003).

Além de considerar a lesdo de base causada pelo parasito e sua presenca no tecido, a
reducdo da atividade de NOD2 expde ainda mais a mucosa a acdo invasiva da microbiota
no hospedeiro, influenciando na resposta inflamatéria mais intensa na mucosa do trato
gastrointestinal. As lesdes no trato digestivo sdo causadas pela denervacdo do tecido e
disfuncbes motoras, que levam ao acimulo de alimentos e fezes no lumen (Tafuri et al.
1971), com consideravel envolvimento nervoso entérico, reducdo de neurdnios e fibras
nervosas, e progressiva fibrose (Adad et al. 2001 , da Silveira et al. 2005; da Silveira et al.
2007).

O desenvolvimento da forma digestiva da doenca de Chagas parece também estar

relacionada com a distribuicdo geografica de diferentes subpopulagdes do T. cruzi
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(Zingales et al. 1998, Prata 2001, Virreira et al. 2006), mas individuos que apresentam a
variante que predispde a baixa expressdo de NOD2, pode também ter correlagdo com o
desenvolvimento da forma digestiva da doenca, envolvendo participacdo de fatores
inerentes ao parasito. Desse modo, sugerimos que o receptor da imunidade inata NOD2,
apresenta importante fungdo na génese das lesbes do trato digestivo de pacientes
chagasicos.

Temos como hipdtese, que se faz necessario uma cepa do T. cruzi com tropismo pelo
trato intestinal e, esta cepa poderad gerar uma inflamacéo inicial promovendo a quebra da
homeostase do sistema digestivo, onde temos a presenca de muco e IgA que impedem a
penetracdo de bactérias na camada epitelial do trato digestivo. Ap6s a geracdo desta
inflamacéo inicial pelo parasito, ocorrera a penetracdo de bactérias na lamina propria, em
pacientes com expressdo de NOD2 ausente ou reduzida, facilitando a colonizagdo deste
ambiente pelas bactérias e amplificando a inflamacéo local iniciada pelo parasito. Soma-se
a isto, o fato de pacientes com auséncia na expressdo de NOD2 apresentarem microbiota
intestinal com bactérias patogénicas (Rehman et al. 2011), comparado aqueles pacientes
com expressdo normal deste receptor. A inflamacéao é responsavel pela denervacédo do trato
intestinal e perda gradativa do peristaltismo, com o decorrer do processo patoldgico
comecaré a ocorrer acimulo de material no trato intestinal que iniciard a compressdo das
visceras gerando também patologias isquémicas que irdo amplificar o processo de

formacéo das “mega” sindromes (megaesdfago e megacolon).
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7 CONCLUSOES
v Os niveis de expressdao do RNA mensageiro dos Toll Like Receptors (TLR 1, 2, 3,
4,5, 6,7e9) e da molécula adaptadora TRIF (Toll/IL-1 Receptor Domain-Containing
Adaptor-Inducing IFN-£) ndo apresentaram diferenca entre os pacientes com as
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas;
v' Os pacientes com a forma clinica cardiodigestiva da doenca de Chagas,
apresentaram elevada expressdo de RNAm do receptor Toll Like Receptor 8 e de sua
molécula adaptadora Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88 (Myd88);
v' Os pacientes com a forma cardiaca da doenca de Chagas apresentaram elevada
expressdio do RNA mensageiro das interleucinas IL1-f e IL-12 comparado aos
pacientes com a forma indeterminada da doenca;
v A correlacdo entre a expressao de RNA mensageiro para IL-12 e a fracdo de ejecdo
do ventriculo esquerdo (FEVE) foi inversa em pacientes com a forma clinica cardiaca
da doenca de Chagas;
v" Nao houve diferenga entre os niveis de expressdo de RNA mensageiro para o
receptor Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 1 (NOD1) entre os pacientes
com as formas clinicas indeterminada, cardiaca, digestiva e cardiodigestiva da doenca
de Chagas;
v" O receptor NOD2 (Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2) apresentou
expressdao reduzida ou ausente em pacientes com a forma digestiva da doenga de
Chagas. Enquanto sua molécula adaptadora RIP2 (Receptor-interacting protein kinase
2) apresentou expressao elevada nesses pacientes.
v A expressio de RNA mensageiro para o receptor Nucleotide-Binding
Oligomerization Domain 2 (NOD2) mostrou correlagdo inversa ao grau de dilatagdo do
esdfago e do sigmoide em pacientes com a forma digestiva da doenca de Chagas;
v' Os pacientes com a forma clinica digestiva da doenca de Chagas apresentaram
elevada expressdo da substancia antimicrobicida a-defensina 6, que é produzida

principalmente nas células de Paneth.
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