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RESUMO

Citocinas e quimiocinas exercem papel importante na modulagdao da resposta
imune. Contudo, desconhece-se a existéncia, ou ndao, de um padrdao uniforme de
expressao de citocinas e quimiocinas na doenga de Chagas e se este constituiria
uma caracteristica individual do paciente ou de grupo de pacientes com grau
semelhante de morbidade. Este estudo foi planejado para identificar um conjunto
de biomarcadores associados com a morbidade e investigar o perfil de expressao
de citocinas e quimiocinas no curso médio da infec¢cao cronica pelo Trypanosoma
cruzi (T. cruzi). O estudo pode ser considerado uma das mais amplas analises
envolvendo amostra significativa de pacientes com forma indeterminada (IND,
n=93) e cardiomiopatia dilatada (CARD, n=141). Individuos saudaveis (n=32) foram
incluidos como grupo controle (ndo infectados [NI]). A média de idade dos
pacientes foi de 46.83+9.97 (23 a 69 anos) e 119 (51%) eram do sexo masculino. O
grupo IND apresentou niveis substancialmente mais elevados de IL-17, quando
comparado ao grupo NI e CARD. Além disso, verificou-se correlagdo significativa
entre altos niveis de IL-17 e melhor fung¢ao ventricular esquerda. Andlise
exploratdria de rede de citocinas e quimiocinas no grupo CARD evidenciou
correlagdes positivas e significativas entre IFN-y <> CXCL10 e CXCL9 < CXCL10,
assim como correlagdes fortes e inversas envolvendo IL-10 com CXCL9 e TNF-a. No
entanto, no grupo IND, observou-se uma rede com fortes conexdes ao longo dos
eixos IL.-10 <> IL-17, e IL-10 <> IFN-y, quando comparado aos outros grupos.
Analises adicionais mostraram que niveis elevados de IFN-y, TNF-a, CXCL9, e CXCL-
10 associados a niveis reduzidos de IL-10 e IL-17 associam-se com maior
morbidade cardiaca na doenca de Chagas. O ensaio de algoritmo de aprendizado
de madaquina indicou IFN-y, TNF-a, IL-10, e IL-17 como fortes candidatos a
biomarcadores de morbidade e progndstico na doenca de Chagas. Nenhum padrao
de expressao de IL-10 e IFN-y foi observado no grupo IND. Por outro lado, essas
citocinas exibiram perfil uniformel no grupo CARD. As evidéncias deste estudo
revelam a existéncia de um perfil regular de expressao de citocinas e quimiocinas
ao longo da infecgdo crbnica pelo T. cruzi e sua associacdo com a morbidade na
doenca de Chagas. As citocinas IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a e as quimiocinas CXCL9 e
CXCL10, em conjunto, podem representar importantes biomarcadores de
morbidade e progndstico na cardiopatia chagasica cronica.

Palavras-chave: Citocinas. Quimiocinas. Resposta imune. Citometria de fluxo.
Doenca de Chagas. Morbidade.



ABSTRACT

Cytokines and chemokines play an important role in modulating immune response;
however, their patterns of expression in short, medium, and long-terms
throughout the chronic phase of Chagas disease (ChD) have never been elucidated.
This study was designed to identify a composite set of biomarkers associated with
morbidity and to investigate the pattern of cytokine and chemokine expression in
ChD. It is one of the largest analyses involving large set of samples from a cohort of
patients grouped as indeterminate form (IND, n=93) and Chagas cardiomyopathy
(CARD, n=141). Healthy individuals (n=32) were also included as a control group
(non-infected [NI]). Mean age of ChD patients was 46.83+9.97 years (range, 23-69
years), and 119 (51%) were male. The IND group presented substantially higher
levels of IL-17 compared to the CARD group and the NI group. Moreover, a
significant correlation was verified between lower levels of IL-17 and cardiac
morbidity. Exploratory analysis of cytokine and chemokine networks in the CARD
group revealed significant positive correlations amongst IFN-y <> CXCL10 and
CXCL9 ¢ CXCL10 as well as negative strong axes connecting IL-10 with CXCL9 and
TNF-a. By contrast, in the IND group was remarkable the presence of an overall
multifaceted network with stronger connections between IL-10 and IL-17, and IL-
10 and IFN-y axes along when compared to the other groups. Additional analyses
showed that higher levels of IFN-y, TNF-a, CXCL9, and CXCL10 together with lower
levels of IL-10 are also associated with worse left ventricular function in ChD. The
machine learning algorithms assays pointed out IFN-y, TNF-a, IL-10, and IL-17 as
putative immunological biomarkers in chronic ChD. No pattern could be observed
when evaluating the IL-10 and IFN-y expression in the IND group. On the other
hand, these cytokines proved to be uniform in the CARD group. All together, this
study revealed a regular pattern of cytokine and chemokine expression troughout
the chronic infection with T. cruzi and also their association with morbidity in ChD.
The cytokines IL-10, IL-17, IFN-y, and TNF-a, as well as the chemokines CXCL9 and
CXCL10 together may represent important immunological biomarkers of morbidity
and prognosis in chronic ChD.

Key words: Cytokines. Chemokines. Immune system. Flow cytometry. Chagas
disease. Chagas cardiomyopathy. Morbidity.
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CONSIDERAGOES INICIAIS

Os estudos que integram este trabalho constituem parte da linha de
pesquisa “Fatores determinantes de progndstico e morbidade na cardiopatia
chagasica cronica” do Programa de Pés-Graduagcao em Ciéncias da Saulde:
Infectologia e Medicina Tropical, da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais, coordenada pelo Professor Dr. Manoel Otavio da Costa
Rocha. Todos os sujeitos da pesquisa foram atendidos no Ambulatério de
Referéncia em Doencga de Chagas no Centro de Referéncia em Doencas Infecciosas
e Parasitarias, convénio SUS/UFMG, também sob responsabilidade ética e
assistencial do seu coordenador.

A expectativa é que este estudo esclareca aspectos importantes dos fatores
e mecanismos associados com a morbidade da cardiopatia chagdsica cronica. A
definicdo de marcadores nao invasivos para pior progndstico poderd possibilitar a
identificacdo de subgrupos de pacientes que merecam atencdao especial,
adotando-se condutas meédico-trabalhistas e terapéuticas especificas, visando

prevenir ou retardar a evolucao clinica desfavoravel desses pacientes.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é considerada uma doenca tropical negligenciada.
Decorridos mais de cem anos de seu descobrimento, persiste ainda como um dos
principais problemas de saude publica na América Latina, estando intimamente
associada ao subdesenvolvimento social e econdmico. Estima-se que seis a sete
milhdes de pessoas estejam infectadas pelo Trypanosoma cruzi (WHO, 2015). A
Organizacao Mundial de Salude estima ainda cerca de 56 mil novos casos anuais da
doenca de Chagas (Salvatella et al., 2013). Dentre as pessoas infectadas, cerca de
30% apresentam alguma manifestacdo clinica de acometimento cardiaco (Mady et
al., 1994; Rocha et al., 2009; Ribeiro et al.,, 2012; Nunes et al.,, 2013).
Regionalmente, a doenca constitui a maior causa de incapacidade em adultos
jovens, em decorréncia de doencas tropicais (Cubillos-Garzon et al., 2004). Apesar
de esforcos para combater a transmissdo vetorial e sanguinea em paises
endémicos, a globalizacdo tem levado a doengca de Chagas a se tornar um
problema de saude em paises que nao estdo preparados para diagnostica-la ou
trata-la (Schmunis e Yadon, 2010).

A expressao clinica da doenca de Chagas e seu progndstico resultam de
fatores multiplos e complexos ligados ao parasito, ao hospedeiro e a modalidade
de interacdo entre eles. Os mecanismos patogenéticos envolvidos no
desenvolvimento das formas clinicas da doenga sdao ainda pouco compreendidos,
sendo que a forma de expressao da resposta imunoldgica, resultante da interagao
parasito-hospedeiro, exerce papel fundamental neste contexto.

N3o se encontra completamente definido se o perfil da resposta imune
caracterizada pela producdao de citocinas e quimiocinas teria associagdo com o
grau de acometimento organico e funcional cardiaco da doenca de Chagas em suas
modalidades polares - a forma crbnica indeterminada e a cardiomiopatia dilatada.

Desconhece-se também a existéncia, ou ndo, de um padrao uniforme de expressao
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de citocinas e quimiocinas e se este constituiria uma caracteristica individual ou de
grupos de pacientes com grau semelhante de morbidade. O conhecimento de
haver ou ndao um perfil uniforme na producao de citocinas e quimiocinas é
importante, pois isso possibilita caracterizar o padrao de resposta imune por meio
de uma ou poucas dosagens plasmaticas.

Os estudos propostos, neste trabalho, visaram verificar a relacdo da
resposta imune, expressa pelos niveis plasmaticos de citocina e de quimiocinas,
com o grau de morbidade em pacientes com formas polares da doenga de Chagas:
forma cronica indeterminada (IND) e cardiomiopatia dilata (CARD).

A compreensdo do padrdo da resposta imune e sua associagdo com
morbidade s3ao elementos potencialmente importantes para estratificacdo de
risco, assim como para a abordagem clinica, prevengdo e tratamento precoce e

adequado dos pacientes com doencga de Chagas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cardiopatia chagasica cronica

A cardiopatia crbonica constitui a manifestacao clinica mais importante da
doenca de Chagas, constituindo elemento determinante principal da incapacidade
laborativa e do progndstico dos pacientes acometidos por essa enfermidade
(Coura et al., 1985; Bestetti e Muccillo, 1997). Sua importancia médico-social é
salientada pelo fato de acometer individuos em etapas produtivas de suas vidas,
além de cursar com pior progndstico, quando comparadas com cardiopatias de
outras etiologias (Bestetti e Muccillo, 1997; Freitas et al., 2005; Dias, 2007). Os
mecanismos intrinsecos e peculiares a cada paciente que determinam seu padrao
evolutivo ainda nao foram completamente desvendados.

As evidéncias clinicas de lesdao cardiaca surgem anos ou décadas apds a
infeccdo pelo T. cruzi. A maior parte dos pacientes acometidos pela cardiopatia
chagdsica encontra-se entre a segunda e a quarta décadas de vida (Dias et al.,
1945).

A cardiopatia chagdsica cronica tem como substrato morfoldgico
fundamental uma inflamacdo progressiva e fibrosante do miocardio (Bogliolo,
1976). O acumulo progressivo de colageno intersticial pode ser considerado o
principal fator responsavel pela piora progressiva da fungao contratil do miocardio
na cardiopatia chagdsica cronica (Lopes et al., 1969).

Outros fatores, além da fibrose miocdrdica, participam das alteragdes
histopatoldgicas responsdveis pela miocardiopatia chagdsica. Entre eles, as lesdes
do sistema nervoso auténomo intrinseco do coragdao sao muito frequentes e
encontradas tanto em pacientes com a forma avang¢ada da doenga, exibindo
alteracdes do ritmo e insuficiéncia cardiaca congestiva (Lopes et al., 1969), como

em individuos aparentemente assintomaticos e, ainda, em outros que, sem terem
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apresentado sintomatologia prévia perceptivel, tiveram morte subita (Lopes et al.,
1995). Aspecto patogenético importante é a ativacdao cronica de fatores
inflamatdrios no miocardio, que pode ser um dos elementos que implicam em pior
prognostico desta doenga quando comparada a cardiopatias de outras etiologias
(Mocelin et al., 2005).

Uma consequéncia importante das lesdes miocardicas é a disfungao
ventricular. Com a destrui¢do das fibras miocdardicas e sua substitui¢cao por fibrose,
entram em acdao mecanismos de compensacao, por meio da hipertrofia das fibras
integras e dilatacdao da cavidade ventricular, visando a manutencao do débito
cardiaco, da pressao arterial e da perfusdao tissular em niveis adequados.
Entretanto, com a evolucao da miocardite e com a distensdao excessiva das
fibrocélulas remanescentes, esse processo de compensacao vai se tornando
inapropriado, surgindo, entao, as manifestagdes clinicas de insuficiéncia cardiaca
(Rassi; Rassi; Little, 2000).

A presenca de focos inflamatdrios e areas de fibrose no miocardio contratil,
ou na rede de Purkinje, pode produzir alteracdes eletrofisiolégicas multiplas e
favorecer o aparecimento do fendmeno de reentrada, principal mecanismo
eletrofisiolégico das taquiarritmias ventriculares (De Paola et al.,, 1987). As
arritmias sdo extremamente frequentes e dos mais variados tipos nos pacientes
com doenca de Chagas e, a semelhanca de outras miocardiopatias, a sua presenca,
e, em especial, a sua gravidade, influenciam o progndstico (Rassi et al., 1985; Rassi
Junior et al., 1995). Ha evidéncias de que a densidade da arritmia ventricular é
significativamente maior na insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica, quando
comparada a de outras etiologias (Rassi Junior et al., 1995). A morte subita
constitui um dos fendmenos mais expressivos da histéria natural da cardiopatia
chagdsica cronica, acometendo individuos nas etapas mais produtivas de suas
vidas e constitui a principal causa de dbito nesta enfermidade (Prata et al., 1985).

A despeito da enorme importancia clinicoepidemiolégica da cardiopatia

chagdsica cronica em nosso meio, as definicdes de conduta clinica referentes aos
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cuidados dos pacientes com esta condi¢ao habitualmente derivam da transposi¢ao
de conhecimentos adquiridos no estudo de outras cardiopatias (Rocha et al., 2003;
Rocha et al., 2007; Nunes, M. C. et al., 2012).

Sob o aspecto fisiopatoldgico — hemodinamico, inflamatdrio e neuro-
hormonal, a miocardiopatia chagasica ndao parece diferir da miocardiopatia
idiopatica (Dec e Fuster, 1994). Julga-se, habitualmente, assim, que poder-se-iam
extrapolar os resultados dos grandes ensaios clinicos em insuficiéncia cardiaca a
todos os pacientes com miocardiopatia dilatada, inclusive aos chagasicos. Todavia,
sabe-se que a forma cardiaca da doenca de Chagas apresenta peculiaridades
patogénicas e imunopatogénicas, como muito mais extensa fibrose, disfuncao
autondmica com varias formas de bloqueio atrioventricular e intraventricular,
autoimunidade com producdo de anticorpos dirigidos a cardiomidcitos, receptores
beta-adrenérgicos e neurOnios, tornando-a singular sob varios aspectos. Os
mecanismos intrinsecos e peculiares a cada paciente e que determinam, pelo
menos em parte, o padrao evolutivo da cardiopatia chagasica cronica ainda nao
foram completamente desvendados. Entretanto, ha evidéncias de que o
progndstico dessa cardiopatia dependa da forma de expressao do acometimento
miocardico (Nunes et al., 2013). O mau progndstico da cardiopatia chagdsica pode
ser atribuido a gravidade das arritmias ventriculares (Martinelli Filho et al., 2000),
a disautonomia (Marin-Neto et al., 2007; Davila et al., 2012) e as anormalidades de
perfusdo no miocdrdio (Marin-Neto et al., 1992; Rossi et al., 2010). No entanto, a
patogénese da doenca de Chagas é complexa e a razao pela qual ela cursa com
pior prognodstico em relacdo as outras cardiopatias ainda ndo foi estabelecida
(Nunes etal., 2013).

A estratificacdo de risco é importante na avaliacdo terapéutica e
prognostica dos pacientes com cardiopatia chagasica. Os preditores clinicos,
eletrocardiograficos e radioldgicos tradicionais perdem seu valor progndstico
independente quando testados em um modelo multivariado que inclua estimativa

direta da gravidade do acometimento miocardico (Rassi et al., 2007). O
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ecodopplercardiograma, por sua capacidade de quantificar, de forma objetiva, a
lesdo miocdrdica, possui amplo potencial para avaliagdo da morbidade e do

progndstico dos pacientes com doencga de Chagas (Nunes et al., 2010).

2.2 Imunopatogenia da cardiopatia chagasica cronica

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da
doenca sao, ainda, pouco compreendidos. A andlise de particularidades na
patogénese das diferentes formas clinicas sugere que multiplos fatores possam
estar envolvidos no seu estabelecimento. As reagcdes inflamatdrias, observadas
tanto durante a fase aguda quanto cronica da infeccao, parecem ter importante
papel no desenvolvimento da enfermidade. Nos tecidos afetados, ocorre produgao
local de varios mediadores imunoldgicos, causando intensa migracao de leucécitos
durante a interacdo entre o parasito e as células do hospedeiro (Reis et al., 1997;
Chandrasekar et al., 1998). O prolongado periodo de laténcia e a escassez no
numero de parasitos, contrapostos a intensidade e a extensao das lesdes, sao
fatores que tém levado diversos autores a propor o envolvimento de fatores
autoimunes na patogénese da lesdo chagasica. Alguns identificam, ainda, a
existéncia de reacao cruzada entre componentes autdélogos e antigenos do T. cruzi
(Wood et al., 1982; Acosta e Santos-Buch, 1985; Van Voorhis e Eisen, 1989; Levitus
et al., 1991; Cunha-Neto et al., 1995; Cunha-Neto et al., 1996; Kalil e Cunha-Neto,
1996; Kierszenbaum et al., 1996; Al-Sabbagh et al., 1998; Kierszenbaum, 1999).

Nesse contexto, a resposta imune do hospedeiro que se segue a infeccao
pelo T. cruzi representa um importante fator na determinagao do controle da
parasitemia e progressao da cardiopatia chagasica, desta forma selando o destino
da infeccdo (Dutra et al., 2005; Dos Reis, 2011).

Embora diversos trabalhos utilizando modelos experimentais tenham
definido a importancia das subpopulacdes de linfocitos T CD4" e CD8", bem como

de células NK, macrofagos e células B na infeccdao pelo T. cruzi (Laguens et al.,
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1981; Hontebeyrie-Joskowicz et al., 1987; Rottenberg et al., 1988; Araujo, 1989;
Tarleton, 1990; Hontebeyrie-Joskowicz, 1991; Dos Santos et al., 1992; Tarleton et
al., 1992; Rottenberg et al., 1993; Brener e Gazzinelli, 1997; Soares e Santos,
1999), esses parametros ndo estdo ainda totalmente esclarecidos na infeccdo
humana.

A avaliacdao das populagdes celulares envolvidas na infeccdo humana
mostrou que células B CD5" estdo presentes em alto percentual na circulagdo de
pacientes com doenca de Chagas, sugerindo relacdo entre esses fendtipos
celulares e o desenvolvimento de autoimunidade nessa doenca (Dutra et al.,
1994). E importante salientar que essa populacdo de linfécitos é capaz de produzir
autoanticorpos relacionados a processos autoimunes no homem (Hardy e
Hayakawa, 1986; Hardy et al., 1994).

Uma estratégia alternativa para caracterizar o perfil global de células, tanto
da imunidade inata como da adaptativa, correlacionando esses perfis com formas
distintas da cardiopatia chagdsica crénica, sugere que linfécitos T CD4" constituem
as principais populacdes celulares envolvidas no perfil regulatério em pacientes
com forma indeterminada. Por outro lado, verificou-se que mondcitos e linfécitos
T CD4" determinam o perfil inflamatdério em pacientes com cardiomiopatia (Gomes
et al., 2003; 2005; 2014; Vitelli-Avelar et al., 2008). Verificou-se que linfécitos T
CD8" s3o muito importantes e sdo o tipo celular predominante no infiltrado
inflamatério no miocardio desses pacientes (Reis et al., 1993). Além disso,
demontrou-se recentemente que, além do papel dos linfécitos T CD8" na ag3o
citotdxica sobre a célula infectada, eles também agem sobre o parasito intracelular
por meio da granulisima que faz com que sua membrana citoplasmastica se torne
permeavel. Esses achados reforcam que a granzima B, de fato, age sobre a célula
do hospedeiro, mas, o mecanismo de eliminagado de parasitos intracitoplasmaticos,
como T. cruzi, Toxoplasma gondii e Leishmania major é feito pela liberagao de
granulisima por linfécitos T CD8". Mais importantemente, demonstrou-se que os

mecanismos de acdo citotdxica de linfécitos T CD8* e de seus elementos como,
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granzima, perfurina e granzima, nesses parasitos intracitoplasmaticos, sao
independentes (Dotiwala et al., 2016).

A importancia das células T na doenga de Chagas esta apoiada tanto nos
achados que demonstram a sua resposta in vitro como nos dados que evidenciam
a presenca dessas células no infiltrado inflamatdério verificado no miocardio de
pacientes com cardiomiopatia chagdsica. O infiltrado cardiaco de pacientes com a
forma cardiaca apresenta razio de 2:1 de células T CD8" em relacdo as células T
CD4", sugerindo o papel da citotoxicidade no dano miocardico (Higuchi et al.,
1993). Em 2006, Vitelli-Avelar e colaboradores observaram que linfécitos T CD8" de
pacientes com a forma indeterminada possuem elevado potencial migratério, o
gue seria importante no controle do parasitismo tecidual. Andlise adicionais em
um estudo realizado em 2012 mostrou que pacientes com forma indeterminada
expressam elevada frequéncia de linfocitos CD4'IL-10° e CDS8'IFN* quando
comparados aos individuos ndo infectados (Sathler-Avelar et al. 2012).

Linfécitos T CD4" ou CD8" provenientes do sangue periférico de pacientes
com cardiomiopatia chagdasica exibem mais frequéncia de células CD4'CD28 e
CD8'CD28 quando comparados aos de individuos n3o chagasicos (Dutra et al.,
1996). Considerando-se a importancia do CD28 para a ativacdo das células T, essa
observacdo pode significar que diferentes etapas de ativacdao dos linfécitos ou
eventos imunorreguladores distintos estejam ocorrendo no curso da infeccao
chagasica (Dutra et al., 2000).

Os mecanismos utilizados na regulacdao da resposta imune em diferentes
infeccOes ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. As células T coexpressando
CD4 e altos niveis da molécula CD25 foram descritas como sendo células com
elevada capacidade de suprimir a producdo de citocinas e a proliferacao celular a
partir do contato célula-célula, sendo denominadas células T reguladoras (Treg)
(Shevach et al., 2011). Entretanto, tem-se observado a participacdo de células T
reguladoras exercendo papel protetor durante o curso crénico da infeccdo

(Baecher-Allan et al., 2001).
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Pacientes com a forma indeterminada apresentam percentuais elevados de
células Treg quando comparados aqueles com cardiomiopatia e individuos nao
chagasicos (Vitelli-Avelar et al., 2005; Araujo et al., 2007; De Araujo et al., 2011; De
Araujo et al., 2012), sugerindo que essas células poderiam controlar as funcdes
efetoras dos linfocitos T induzidas pelo T. cruzi. Apesar de muitos estudos em
varios modelos, o mecanismo pelo qual células Treg limitam as respostas efetoras
permanece ndo estd completamente definido (Martins et al., 2004; De Araujo et
al., 2012).

Citocinas sao importantes mediadores inflamatdrios envolvidos na
manutencdao do processo inflamatdrio, podendo estimular ou inibir a resposta
imune (Sher et al., 1992). Além disso, esses mediadores estdo associados a inducao
das respostas Thl e Th2, que envolve outros fatores como: genéticos, sinais
coestimulatérios e a natureza do estimulo antigénico (Hafler, 2007). As citocinas
apresentam um importante papel na polarizagdo da resposta imune, na
manutengado e diferenciagao celular. Citocinas como IFN-y, TNF, IL-2, IL-12, IL-18,
IL-23, IL-27 estdo envolvidas na polarizacdo da resposta Thl promovendo a
imunidade mediada por células contra patégenos intracelulares. Por outro lado,
citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, e IL-13 estao envolvidas na polarizagao da
resposta Th2, predominante em reacdes alérgicas bem como em respostas
humoral e celular contra helmintos, parasitas e patdgenos extracelulares
(Romagnani, 2000).

As citocinas desempenham importante papel na regulagao da resposta
imune e estdo envolvidas tanto na resisténcia quanto em mecanismos
relacionados ao desenvolvimento de enfermidade na doenca de Chagas (Vitelli-
Avelar et al., 2008; Sousa et al., 2014). Varios estudos tém detectado associacdo
entre IFN-y e a resisténcia do hospedeiro a infeccao experimental pelo T. cruzi
(Reed, 1988; Mccabe et al., 1991; Nabors e Tarleton, 1991; Torrico et al., 1991;
Munoz-Fernandez et al., 1992; Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995; Cardillo et al.,

1996; Holscher et al., 1998), na qual essa citocina ativa macrdéfagos, aumentando a
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producao de dxido nitrico (NO) que, por sua vez, inibe a replicacdo intracelular do
parasito (Reed, 1988; Gazzinelli et al., 1992; Vespa et al., 1994). Por outro lado, a
IL-10 é capaz de reduzir a ativagao induzida por IFN-y, inibindo tanto a liberacdo de
NO quanto a diferenciacdo de células T-helper (Th1) (Silva et al., 1992; Reed et al.,
1994; Abrahamsohn e Coffman, 1996).

Em pacientes com cardiomiopatia chagdasica, observa-se alta frequéncia de
células T CD4+ e de T CD8+ efetoras, secretoras de altos niveis das citocinas
inflamatdrias TNF-a e IFN-y e diminuicao de células com perfil regulador e baixa
producdo de IL-10 (Gomes et al., 2003; Gomes et al., 2005; Sathler-Avelar et al.,
2006; Vitelli-Avelar et al., 2006; Araujo et al., 2007; Cunha-Neto et al., 2009; De
Araujo et al., 2011; De Araujo et al., 2012; Cunha-Neto e Chevillard, 2014)).

Por outro lado, os pacientes com forma indeterminada, além de
apresentarem células ativadas produzindo citocinas inflamatdrias, possuem
também elevag¢ao no nimero de células com atividade reguladora e alta producao
de citocinas reguladoras como: fator transformador de crescimento (TGF-B) e IL-10
(Gomes et al., 2003; Araujo et al., 2007; Vitelli-Avelar et al., 2008; Cunha-Neto et
al., 2009; Machado et al., 2012; Dutra et al., 2014; Cunha-Neto e Chevillard, 2014).

Demonstrou-se que células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de
pacientes com cardiomiopatia e forma indeterminada possuem perfis distintos de
secrecdo de citocinas em resposta a antigenos do T. cruzi (Bahia-Oliveira et al.,
1998; Gomes et al., 2003; Gomes et al., 2005). Nesse contexto, a relacdo da
producao de IFN-y e IL-10 em grupos de pacientes com diferentes graus de
acometimento cardiaco tém-se mostrado importantes para o esclarecimento de
possiveis mecanismos celulares envolvidos no desenvolvimento da doenca (Sousa
et al., 2014). Em pacientes com cardiomiopatia, foi constatada relacdo direta entre
alto grau de acometimento cardiaco e produg¢ao de IFN-y evidenciada apds a
estimulacao de PBMC por antigenos de T. cruzi. No entanto, em pacientes com
forma indeterminada, foram descritos menores valores na razao entre IFN-y e IL-

10, quando comparados aos demais grupos de pacientes (Gomes et al., 2003;
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Sousa et al., 2014). Outros trabalhos também relataram expressao diferencial de
citocinas inflamatdrias em lesdes no miocardio, especialmente TNF-a e IFN-y
(Higuchi et al., 1993; Reis et al., 1993; Nogueira et al., 2014).

Recentemente, em estudo envolvendo uma grande coorte de pacientes com
formas polares da doenca de Chagas — forma indeterminada e cardiomiopatia
dilatada, bem como individuos saudaveis, ndao chagdsicos controles, verificou-se
gue pacientes com forma indeterminada apresentam niveis plasmaticos mais altos
de IL-10 quando comparados aos demais grupos. Por outro lado, os niveis de
citocinas inflamatdrias como IFN-y, TNF-a e IL-6 foram mais elevados no grupo de
pacientes com cardiomiopatia. Além disso, a alta expressao de IL-10
correlacionou-se com melhor funcao cardiaca, determinada pela fracdao de ejecao
e diametro diastoélico ventricular esquerdo. Por outro lado, altos niveis de IFN-y,
TNF-a e IL-6 correlacionaram-se com maior morbidade, expressa pela disfuncdo
cardica observada nos pacientes com cardiomiopatia (Sousa et al., 2014). Esses
achados, além de reforcar observacdes prévias da literatura (Dutra et al., 1997;
Bahia-Oliveira et al., 1998; Dutra et al., 2000; Abel et al., 2001; Ferreira et al.,
2003; Gomes et al., 2003; Menezes et al., 2004; Talvani et al., 2004; Vitelli-Avelar
et al., 2008; De Araujo et al., 2012) pbéde evidenciar, pela metodologia utilizada, a
ampla dispersdao de citocinas observada na cardiopatia chagdsica crbnica sob
condicBes naturais (Sousa et al., 2014).

Com base nos aspectos imunoldgicos, a fase cronica da infec¢ao pelo T.
cruzi pode ser caracterizada pelo balango entre o singergismo de eficiente resposta
imune (inata e adaptativa) e a presenca de poucos parasitos nos 6rgdos do
hospedeiro. Esse balanco pode levar a um longo periodo assintomatico da doenca,
mas, em significativa por¢cdo dos pacientes, por razdes desconhecidas, ocorre
disturbio nessa regulagao, favorecendo o aparecimento das manifestagdes clinicas
graves da doenca na fase cronica (Jones et al., 1993; Dutra et al., 2014).

Portanto, é possivel que o acometimento miocardico na doenca de Chagas

seja, pelo menos em parte, consequéncia de longa e complexa interacdo entre a
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persisténcia do parasito e mediadores do sistema imune, que constituiria o
principal fator responsdvel pelos danos teciduais, favorecendo a persisténcia da
inflamacao cardiaca, a perda de cardiomidcitos e a fibrose reparativa subsequente.

A despeito do grande numero de estudos relacionados com a
imunopatogenia da doenca de Chagas, pouco ainda se conhece a respeito do perfil
das citocinas e quimiocinas no direcionamento da resposta imune e do curso da

infeccao progressiva na doencga de Chagas.

2.3 Interleucina 17

A familia da IL-17 é constituida por um conjunto de citocinas que participam
da resposta inflamatdria tanto aguda como cronica. Desde a descoberta da IL-17A,
habitualmente denominada IL-17 ou CTLAS8, em 1993, cinco outros membros desta
familia — IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (também denominada IL-25) e IL-17F (Figura
1) — foram identificadas com base na homologia da sequéncia do aminoacido
(Rouvier et al., 1993; Yao, Painter, et al., 1995; Li et al., 2000; Hymowitz et al.,
2001; Lee et al., 2001; Starnes et al., 2002). Os genes codificadores dessas citocinas
localizam-se em diferentes cromossomos, com excec¢ao da IL-17A e IL-17F, cujos
genes localizam-se no cromossomo 6 em humanos e no cromossomo 1 em
camundongos (Awasthi e Kuchroo, 2009). Enquanto algumas dessas citocinas
encontram-se bem caracterizadas, outras permanecem pouco compreendidas (Gu
et al., 2013).

A citocina mais amplamente investigada desta familia, IL-17A, é considerada
como uma citocina préinflamatdria que assume papel essencial na defesa do
hospedeiro contra infeccdes microbianas, estando envolvida na patogénese de
diversas condicdes mérbidas, como doencas autoimunes, alteracdes metabdlicas e

cancer (Ye et al., 2001; Chung et al., 2003; Huang et al., 2004; Ouyang et al., 2008;
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Ishigame et al., 2009; Ahmed e Gaffen, 2010; Milner, 2011; Kuchroo et al., 2012;
Trinchieri, 2012; Gallimore e Godkin, 2013).

Por meio da producdo de uma variedade de moléculas incluindo-se
citocinas préinflamatorias, principalmente, guimiocinas, peptideos
antimicrobianos, mucinas e metalaproteinases de matriz (Gaffen, 2008; Chang e
Dong, 2011), a IL-17A pode propagar cascatas de eventos que levam ao
recrutamento de neutrdfilos, inflamacdao e defesa do hospedeiro. A producgdo
exacerbada de IL-17A acarreta inflamacdo excessiva e dano tecidual. Esta citocina
tem recebido considerdvel atencao apds a descoberta de um subconjunto de
células T auxiliares (Th) CD4" distinto das linhagens classicas Thl e Th2, que
produzem IFN-y e IL-4, respectivamente. Esta linhagem Th17 produz IL-17A, que
desempenha um papel imunoldgico e inflamatério nas doencas autoimunes e
inflamatorias.

Ressalta-se que, a IL-17A ndo é produzida, exclusivamente, pelas células
Th17. Varios tipos celulares da imunidade inata, tais como macrdéfagos, células
dendriticas (DCs), células NK, células T Natural Killer (NKT) e células T também
secretam essa citocina (Onishi e Gaffen, 2010; Jin e Dong, 2013; lwasaki e
Medzhitov, 2015). Dessa forma, é mais adequado referir a citocina IL-17A de modo
geral, sem restringi-la ao tipo celular Th17 (Gaffen, 2009; Jin e Dong, 2013; lwasaki
e Medzhitov, 2015).

Em 1995, o IL-17RA foi identificado como um novo receptor de IL-17A (Yao,
Fanslow, et al., 1995). A familia de receptores de IL-17 atualmente consiste de
cinco membros (IL-17RA, RB, RC, RD and RE), todos os quais, tal como seus
ligantes, compartilham sequéncias homodlogas (Figura 1). O IL-17RA ¢é
ambiguamente expresso em uma ampla variedade de tecidos e tipos celulares.
Apds a estimulagao com IL-17, o IL-17RA inicia a ativagao de vias de sinalizagao que
induzem a producao de moléculas proinflamatdrias. Entretanto, a IL-17RA,

isoladamente, é insuficiente para a sinalizacdo mediada por IL-17 (Gu et al., 2013).
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A resposta mediada pela IL-17 tem sido relacionada com a patogénese de
diversas doengas inflamatérias e autoimunes (Da Matta Guedes et al., 2010;
Miyazaki et al., 2010; Bermejo et al., 2013). Entretanto, os achados de estudos de
células NKT invariantes na infeccao por Leishmannia donovani demonstram uma
via de regulacdo induzida por IL-17 (Beattie et al., 2010). Em relacdo a possivel
participacdo da IL-17 na doenca de Chagas, os relatos existentes na literatura ainda
sao extremamente escassos e se referem, na grande maioria, a estudos
experimentais de infeccdo aguda com T. cruzi em animais (Monteiro et al., 2007
Guedes et al., 2010; Miyazaki et al., 2010; Leon & Lund, 2013). Verificou-se que a
infeccdo por T. cruzi no modelo murino leva a producao de IL-17 por células T
CD4%, células T CD8, células T natural killer e células T gama delta (Miyazaki et al.,
2010). Embora a alta expressao de IL-17 tenha sido associada com a
susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi, observou-se menor taxa de sobrevida em
camundongos deficientes de IL-17A (IL-17A'/_) infectados por T. cruzi quando
comparados a camundongos selvagens e expressao mais baixa de IFN-y, IL-6 e TNF-
a, sugerindo um importante papel da IL-17 na resolucdo da infeccao por T. cruzi
(Miyazaki et al., 2010). Em outro estudo, por outro lado, o bloqueio de IL-17
resultou em aumento no recrutamento de células inflamatérias, maior expressao
de quimiocinas especificas do tipo 1, como CCL2, CCL3, CCL4, CCL11 e CXCLY9,
elevada producdo de IL-12, IFN-y e TNF-a, bem como reduc¢ao da carga parasitaria
no miocardio dos camundongos infectados (Da Matta Guedes et al., 2010).

Apesar de a maioria dos estudos sobre IL-17 em doengas humanas ter
associado a expressdo desta citocina com processos inflamatérios e autoimunes
(Tesmer et al., 2008), evidéncias preliminares de estudos tanto em modelos
experimentais (Tosello Boari et al., 2012) como em humanos (De Araujo et al.,
2012; Guedes et al., 2012; Magalhaes et al., 2013) indicam que esta citocina
estaria associada com a resposta imune protetora ao invés de patogénica na
doenca de Chagas. Verificou-se que celulas T reguladoras de pacientes com a

forma indeterminada sao capazes de produzir altos niveis de IL-17 e IL-10 quando
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comparados aos individuos nao infectados ou com a forma cardiaca da doenga (De
Araujo et al., 2012). Observa-se, assim, que o papel da resposta imune mediada
pela IL-17 na doenga de Chagas, permanece controverso e carente de

esclarecimentos.
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FIGURA 1 - Familia de receptores de IL-17, interagao com os ligantes e suas

principais caracteristicas estruturais
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Até o momento, cinco membros de receptores da superfamilia de IL-17 foram identificados, como
indicado na figura 1. Os varios complexos de receptores que correspondem a cada ligante estdo
indicados, embora deva ser enfatizado que em nenhuma instdncia a estequiometria foi
demonstrada. O receptor de IL-17D é desconhecido, como também é o ligante de IL-17RD/SEF ou
IL-17RA/IL-17RD, se este existir. FN, dominio do tipo fibronectina Ill; SEFIR, dominio de sinalizagdo
relacionado a SEF/IL-17R; TILL, loop do tipo TIR; CBAD, dominio de ativacdo C/EBPbeta

Fonte: (Gaffen, 2009).
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2.4 Quimiocinas e seus receptores

As quimiocinas sao proteinas secretoras quimiotaticas que controlam o
perfil migratério e o posicionamento das células do sistema immune. Sao
produzidas por leucdcitos e células teciduais constitutivamente ou apés inducao, e
exercem seus efeitos de forma autdcrina ou paracrina. Todavia, as quimiocinas
sao, molecularmente, menores que as citocinas e exercem suas fungdes por meio
de receptores acoplados a proteina G, considerados essenciais para atracao de
leucécitos (Griffith et al., 2014).

A funcado das quimiocinas é importante para a movimentacao de todas as
células que fazem parte do sistema imune, necessdarias para o desenvolvimento e
homeostase celular, geracdao de células primarias e resposta humoral (Griffith et
al., 2014). A familia das quimiocinas é constituida por 40 membros (Quadro 1) e
subdividida em quatro subfamilias, com base na localizacdo das duas primeiras
moléculas de cisteinas (Matsushima et al., 2011). A molécula das quimiocinas é
constituida por 70 aminoacidos que se ligam ao heparansulfato de proteoglicanos.
Essa molécula possui uma homologia estrutural baseada em residuos conservados
de cisteina (Zlotnik e Yoshie, 2000). As quatro subfamilias de quimiocinas sdo CC,
CXC, XC e CX3C. As duas primeiras subfamilias s3ao as principais, sendo
identificadas pela posicao dos dois primeiros residuos de cisteina que podem ser
adjacentes (CC) ou separados por um aminoacido varidvel (CXC). As cisteinas
formam pontes dissulfeto que mantém as regides amino terminais ligadas, o que é
essencial para atividade biolégica das quimiocinas (Baggiolini, 2001). Geralmente,
as quimiocinas formam dimeros ou tetrameros em solugao e seus receptores
formam homodimeros ou heterodimeros. No entanto, o significado da formagao
de dimeros pelos receptores de quimiocinas permanence sem resposta. As
guimiocinas CC sdao conhecidas pelo papel chave no recrutamento de mondcitos e
macrofagos. Ja a familia das quimiocinas CXC exerce papel essencial no

recrutamento de neutrdfilos, células B e células T (Griffith et al., 2014).
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As quimiocinas prototipicas — fator quimiotdtico de neutrdéfilos ou
interleucina 8 (IL-8, CXCL8) e o fator quimiotatico de mondcitos MCAF/MCP-1
(CCL2) - foram clonadas e purificadas molecularmente no final da decada de 80 no
Instituto Nacional do Cancer, Estados Unidos (Yoshimura et al., 1987; Matsushima
et al., 1988). Até esse periodo, a atividade quimiotatica de neutrdéfilos e mondcitos
havia sido notada, mas as substancias responsaveis por estas atividades nao
haviam sido identificadas. Apenas em 1992, no Congresso Internacional de
Imunologia, as quimiocinas foram estabelecidas como citocinas quimioatraentes
(Matsushima et al., 2011). Atualmente, sabe-se que alguns patégenos mimificam
guimiocinas, receptores de quimiocinas e moléculas agonistas/antagonistas. Além
disso, as quimiocinas e seus receptores sao considerados alvos promissores para a
regulacdo da infiltracdo de leucdécitos em doencas inflamatdrias e alteracdes
imunoldgicas (Matsushima et al., 2011).

A resposta inflamatdria que se segue a infeccdo pelo T. cruzi é essencial
para a resisténcia do hospedeiro a infeccao e também é responsavel pelo espectro
patololdgico heterogéneo observado na doenca. Neste contexto, as quimiocinas
parecem controlar o fluxo celular para o sitio da infeccdo pelo parasito. Por outro
lado, é importante considerar que o T. cruzi possui diversos mecanismos invasores
gue permitem sua concomitante permanéncia e nao identificacdo por anos
(Teixeira et al., 2002). Um desses mecanismos é a secrecdo de moléculas anti-
inflamatodrias tais como proteases e a modulagdao da fung¢ao bioldgica de algumas
quimiocinas. Entre as moléculas secretadas pelo T. cruzi ha a denominada
cruzipain, capaz de clivar quimiocinas como CCL2, CCL12 e CCL13. Neste caso, o
parasito altera a fun¢do das quimicionas CCL12 e CCL13, modulando a resposta por
elas mediada (Benitez-Hernandez et al., 2010). Na infeccdo experimental pelo T.
cruzi, de forma geral, verificou-se que quimiocinas induzidas por IFN-y, como
CXCL9, CXCL10 (Hardison, Wrightsman, et al., 2006) e os ligantes do receptor CCR5
(CCL5, CCL3) possuem papel no controle parasitario durante a fase aguda,

provavelmente pela atracdo de linfécitos T do tipo 1 (Cunha-Neto et al., 2005;
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Machado et al., 2005; Hardison, Kuziel, et al., 2006; Roffe et al., 2010). Essa fungao
também é exercida pela quimiocina CCL2, quimioatraente de mondcitos, e seu
receptor CCR2 (Cunha-Neto et al., 2005; Hardison, Kuziel, et al., 2006; Cunha-Neto
et al., 2009). Entretanto, pouco se conhece sobre as quimiocinas produzidas na
fase cronica e menos ainda sobre o seu papel na evolucdao da fase aguda ou forma
cronica assintomatica para formas sintomaticas, o que se deve, em parte, a
caréncia de modelos experimentais ideais que sejam capazes de mimetizar a
evolucdao da infeccdo observada em humanos. Um modelo experimental,
provavelmente, mais apropriado seria o canino — Canis lupus familiaris. (Guedes et
al., 2010). Observou-se que cdes apresentando cardiomiopatia chagdsica
apresentam baixa expressao de CCL24 assim como alta expressao de CCL4, CCL5 e
do receptor CXCR3 (Guedes et al., 2010).

Com relacdao ao papel das quimiocinas na doenca de Chagas humana,
verificou-se correlacdo entre a expressao dos receptores CCR5 e CXCR3 e a
presenca de células produtoras de IFN-y e TNF-a no sangue de pacientes com
cardiomiopatia, enquanto a frequéncia de células com este perfil era menor na
circulacdo em pacientes assintomaticos (Gomes et al., 2005). A possivel correlacao
entre a presenca de células expressando esses receptores e o grau de
comprometimento cardiaco carece de confirmacao (Talvani et al., 2004).

Observou-se, em pacientes chagasicos com cardiomiopatia, niveis
aumentados de CCL2 quando comparados com pacientes com a forma
indeterminada (Cunha-Neto et al., 2005). Além disso, o mesmo grupo verificou
expressao elevada dos receptores de quimiocinas CCR5, CXCR3 e CCR7 em células
mononucleares presentes no miocardio dos pacientes com cardiomiopatia
chagdsica, em comparacdo as amostras de doadores com cardiomiopatia de
etiologia diversa (Cunha-Neto et al., 2009).

Outros trabalhos também evidenciaram a importancia das quimiocinas para o
desenvolvimento de algumas cardiopatias. Elevada expressao de CCL1 e CXCL9

pode ser observada em bidpsias de valvulas cardiacas provenientes de pacientes
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com doenga cardiaca reumatica (Fae et al., 2013). Verificou-se também que, na
doenca de Chagas, a intensidade da miocardite é controlada pelo polimorfismo de
CXCL9 e CXCL-10 (Nogueira et al., 2012). Além disso, CXCL9 parece exercer papel
importante na modulacdo do eixo das quimiocinas que se lingam em CXCR3/CCR5
e na intensidade da migracao de células mononucleares para o miocardio de
pacientes com cardiopatia chagasica. Além disso, verificou-se, em modelo
experimental, que as quimiocinas CXCL9 e CXCL10 exercem papel imune protetor e
aparentemente ndo contribuem para a inflamacdao cardiaca apds a infeccao
experimental pelo T. cruzi (Hardison, Wrightsman, et al., 2006).

A expressao dos receptores de quimiocinas nos diferentes tipos celulares e seus

ligantes é apresentada, a seguir, na Figura 2.

FIGURA 2 — Expressao dos receptores de quimiocinas nos diferentes tipos celulares

e seus ligantes
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A figura foi modificada de Sallusto et al. (1998) e representa algumas quimiocinas e seus

receptores descritos em humanos. Em azul representam-se determinados tipos celulares;
guadrados completamente preenchidos em vermelho representam determinados tipos

celulares.
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2.4.1 Quimiocinas CCL2, CXCL9 e CXCL10

A guimiocina CCL2 se liga ao receptor CCR2 e medeia o recrutamento
principalmente de mondcitos LY6Chigh (Figura 3). A CCL2 foi purificada e clonada
em 1989 em gliomas humanos e células mielomonociticas por dois grupos de
pesquisas independentes, com base na habilidade quimiotatica de mondcitos
apresentada pela CCL2. Desde entao, a CCL2 tem sido descrita como quimiotatica
ndo apenas para mondcitos, mas também para células Natural Killer (NK),
linfécitos T de memdria e provavelmente células dendriticas, resultando na
migracdo destas células para o local da inflamacdo. A CCL2 pode ser encontrada
em diversos tecidos e pode ser produzida por varias células como fibroblastos,
macrofagos, linfdcitos, mastécitos, astrdcitos, células endoteliais e osteoclastos
(Yoshimura et al., 1989).

A figura 1 ilustra a secrecao e células alvo da quimiocina CCL2, descrito
previamente. A producao de CCL2 é induzida por estresse oxidativo, citocinas e
fatores de crescimento. Em seguida, a CCL2 se liga ao CCR2, receptor acoplado a
proteina G, o que ativa vias de sinalizacdo intracelulares que regulam a atividade
guimiotatica. O receptor CCR2 regula ambos os efeitos, proinflamatério e anti-
inflamatério. Estudos utilizando camundongos knockout para CCR2 mostraram
diminuicdo na expressao de RANK, que é regulado por meio das vias de sinalizacao
que envolvem NF-kB e ERK1/2 (Deshmane et al., 2009).

Apesar de a CCL2 ser importante para o recrutamento de diversas células in
vivo, seu mecanismo de acao ainda ndo é bem compreendido. Uma hipdtese se
baseia na associacao entre dimeros de CCL2 e glicosaminoglicanos teciduais. Desta
forma, a CCL2 circulante se liga a glicosaminoglicanos em tecidos especificos e
estabelece gradientes que guiam os mondcitos aos sitios de infeccdo ou
inflamacao. No entanto, a substituicdo de aminodcidos na molécula CCL2 previne a
dimerizacdo e ligacdo com glicosaminoglicanos. A CCL2 circula pela linfa e se liga as
vénulas endoteliais altas presentes nos linfonodos (Shi e Pamer, 2011; Talvani e

Teixeira, 2011). Desta maneira, a CCL2 guia os mondcitos pelos linfonodos.
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Outros estudos demonstraram que o receptor de antigeno Duffy para
qguimiocinas (DARC) se liga a CCL2 e a transporta através de células endoteliais até
a regido luminal, o que parece importante para o recrutamento de mondcitos da
corrente sanguinea para os tecidos inflamados (Shi e Pamer, 2011).

Muitas infec¢des induzem a producao de CCL2, resultando em elevados
niveis séricos e no interior de tecidos inflamados (Shi e Pamer, 2011). O papel de
CCL2 tem sido estudado na patogenése de diversas doengas, como artrite
reumatoide, aterosclerose e varios tipos de cancer. Neste contexto, diversos tipos
de anticorpos monoclonais neutralizadores de CCL2 estdo sendo testados como

potenciais elementos para o tratamento de diversas doencas (Zhang et al., 2010).

FIGURA 3 - Modelo representativo de secre¢ao da quimiocina CCL2
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A figura mostra a secre¢do de CCL2 por macréfagos e as possiveis células
alvo, como mondcitos, células NK, células dendriticas e células T de
memoria. A intera¢do entre CCL2 e CCR2, expresso nas células alvo, leva a
migracdo celular para o sitio da inflamacdo e evidencia o papel quimiotatico

da quimiocina CCL2.
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As quimiocinas CXCL9 e CXCL10 sao membros da subfamilia CXC, que
compreende outras 14 quimiocinas. Ambas serao discutidas em conjunto, uma vez
gue, em associacao com outra quimiocina (CXCL11), compartilham a propriedade
de serem induzidas por IFN-y. Elas foram inicialmente denominadas “proteina 10
induzida por IFN-y” (IP-10) e “monocina induzida por IFN-y” (MIG). A partir da nova
nomenclatura, elas passaram a ser chamadas de CXCL10 e CXCL9 respectivamente
(Rotondi et al., 2007). Estas quimiocinas ndo sao constitutivamente expressas, mas
sao reguladas por um meio contendo citocinas proinflamatdrias (Lacotte et al.,
20009).

Os genes responsaveis por CXCL9 e CXCL10 sao encontrados nos genomas
murino e humano. Além disso, CXCL9 e CXCL10 compartilham aproximadamente
37% de similaridade em sua estrutura molecular (Farber, 1997). Ambas, CXCL9 e
CXCL10, se ligam a um unico receptor, denominado CXCR3, acoplado a proteina G,
descoberto em 1995 em um clone gendmico isolado por PCR, com base na
homologia de hibridizacdo. A CXCL10 se liga ao CXCR3 com maior afinidade do que
a CXCL9.

Inicialmente, o CXCR3 foi encontrado em linfocitos T circulantes, linfocitos
B, células NK, e entre os linfécitos, linfécitos T auxiliaries do tipo 1 (Th1) e células T
citotoxicas. Em estudos subsequentes, descobriu-se que o CXCR3 ndo era expresso
apenas por células do sistema imune, mas também por células mesenquimais,
células estreladas do figado humano, pericitos vasculares e células endoteliais
microvasculares humanas (Rotondi et al., 2007).

Recentemente, foi identificado um receptor distinto, derivado da
recombinacao alternativa do gene de CXCR3, denominado CXCR3B. As quimiocinas
CXCL9 e CXCL10 também se ligam ao CXCR3B. A interacdo entre essas quimiocinas
com CXCR3 regula a quimiotaxia e resposta imunolégica. No entanto, a interagao
destas quimiocinas com CXCR3B gera um efeito antiangiogénico (Rotondi et al.,

2007).
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Existe também a isoforma CXCR3A, expressa por leucdcitos e células
endoteliais, que apresenta funcdao angiostatica. Apds a interagcao entre CXCL10 e
CXCR3B, ocorre inibicdo da proliferacdao celular e promocdo de apoptose. A
interacdo entre CXCL10 e CXCR3A promove a proliferacao e atividade quimiotatica
da quimiocina.

Por fim, existe a isoforma CXCR3-alt, embora pouco se saiba sobre sua
atividade bioldgica (Van Den Borne et al., 2014).

As quimiocinas CXCL9 e CXCL10 possuem atividade quimiotatica em
diferentes tipos celulares do sistema imune (Figuras 4 e 5). Em particular, linfécitos
T ativados, células B, macréfagos e células NK, por apresentarem CXCR3, podem
ser atraidos para os tecidos inflamados e, desta forma, fazer parte do infiltrado de
células mononucleares, caracteristico de determinadas reacdes inflamatérias. O
fato de células Th1l produzirem IFN-y, que induz a producao, por diferentes tipos
celulares, de CXCL9 e CXCL10, e estas quimiocinas, por sua vez atrairem células
Th1l, sugere a existéncia de uma conexdo entre a producdo de IFN-y por células
Th1 e células residentes produzindo CXCL9 e CXCL10.

Alguns estudos suportam o conceito de que o papel das quimiocinas que se
ligam ao CXCR3 vai além da atividade quimiotdtica em linfécitos ativados. Os
achados enfatizam o papel da CXCL10 na iniciacdo e amplificacdao da resposta do
hospedeiro a aloantigenos. Camundongos deficientes de CXCL10 apresentam
resposta mediada por linfécitos T prejudicada, hipersensibilidade de contato
deficiente e limitado infiltrado celular inflamatdrio. Observou-se que esses animais
também sdo incapazes de controlar infec¢des virais.

A CXCL10 também ativa a proliferacdao de linfécitos T induzidas por
estimulacdo alogénica e antigénica e induz a secrecdo de IFN-y em resposta ao
desafio antigénico. Ela regula positivamente a producao de citocinas do tipo Thl e
negativamente a secre¢ao de citocinas do tipo Th2. O resultado final é a forte
regulacdo positiva de reacdes inflamatdrias, caracterizada pela producdo de IFN-y.

A CXCL10 exerce também importante papel protetor fornecido por células Thl
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contra infec¢Oes causadas por bactérias e alguns tipos virais. Desta forma, esta
quimiocina regula negativamente reacdes alérgicas dirigidas por células Th2
(Rotondi et al., 2007).

A via induzida por CXCR3 parece estar envolvida no desenvolvimento de
doencgas autoimunes, principalmente por ampliacao da inflamagcao em &érgaos
alvos, intensificando, assim, as manifestagcdes clinicas. A expressao de CXCR3 tem
sido relacionada com dois dos principais tipos de doenc¢a autoimune reumaticas
sistémicas: artrite reumatadide e lUpus eritematoso sistémico (Lacotte et al., 2009).
Além disso, tem sido descrito o papel da CXCL10 em diversas doencas
cardiovasculares tem sido extensamente descrito, como na aterosclerose, na
formacdo de aneurisma e no infarto do miocardio (Van Den Borne et al., 2014). A
CXCL9 também tem sido relacionada a doencgas cardiacas, como doenca reumatica
cardiaca cronica e rejeicdo ao transplante cardiaco (Karason et al., 2006; Fae et al.,
2013). Portanto, torna-se importante o estudo destas quimiocinas no contexto das
diversas doencas que acometem o miocardio, especialmente aquelas marcadas
pelo seu carater fibrosante, como a doenca de Chagas e, com isso, poder
esclarecer aspectos relacionados com a histéria natural e a imunopatogenia destas

enfermidades.



FIGURA 4 - Modelo representativo de secrecao da quimiocina CXCL9
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A figura mostra a secrecao de CXCL9 por macrdéfagos e as possiveis células
alvo, como células NK, células T CD8 citotdxicas e células Thl. A interagdo
entre CXCL9 e CXCR3 expresso nas células alvo leva a migracdo celular para
o local da inflamacdo. Células Th1 secretam IFN-y, que age em células como

macroéfagos e desencadeiam a secrecao de CXCL9.
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FIGURA 5 - Modelo representativo de secre¢cao da quimiocina CXCL10

CXCR3
cos
(@)
(o}

CXCR3 @
(%) o (<)
e o @ cxcL10
o © ) °
(0}
CXCR3 IFN-y

A figura mostra a secre¢do de CXCL10 por células NK e as possiveis células
alvo, como mondcitos, células T CD8 citotdxicas e células Thl. A interagdo
entre CXCL10 e CXCR3 expresso nas células alvo leva a migragdo celular
para o sitio da inflamagdo. Células Th1 secretam IFN-y, que age em células

NK e desencadeiam a secre¢ao de CXCL10.

2.5 Ecocardiografia na doenga de Chagas

Na doenca de Chagas, aspecto desafiador da complexa patogénese da
cardiopatia cronica consiste na identificacdo dos mecanismos determinantes da
progressao da miocardite cronica focal de muito baixa intensidade, identificavel na
forma indeterminada, para o dano miocardico extenso e progressivo da forma
cronica cardiaca (Bogliolo, 1976; Marin-Neto et al., 2007).

A ecocardiografia representa um dos métodos complementares mais
importantes na avaliacdo dos individuos chagasicos. A determinacdo da gravidade

do comprometimento cardiaco representa, atualmente, uma das principais
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indicagbes do método, fornecendo dados fundamentais para a orientagao
terapéutica e progndstica (Acquatella, 2007; Nunes et al., 2010; Nunes et al., 2012;
Nunes et al., 2013). Recentemente, foram introduzidas novas técnicas
ecocardiograficas, como o Doppler tecidual, strain, strain rate e o ecocardiograma
tridimensional, permitindo abordagem morfofuncional cardiaca de forma mais
acurada e reprodutivel (Nunes et al., 2010; Nunes et al., 2013).

A funcao sistdlica ventricular esquerda mensurada pela fracao de ejecao
constitui forte marcador progndstico na doenca de Chagas, independentemente
do estadio clinico do paciente (Rassi et al., 2007; Rocha et al., 2009; Nunes et al.,
2010; Nunes et al., 2012; Ribeiro et al., 2012; Nunes et al., 2013). Dessa forma, o
mais consistente e independente preditor de risco na cardiopatia chagasica é a
disfuncao ventricular esquerda, que se traduz em acentuado aumento da
mortalidade tanto por progressdao da insuficiéncia cardiaca, quanto por morte
subita e por acidente vascular cerebral (Samuel et al., 1983; Rodriguez-Salas et al.,
1998; Rassi et al., 2006; Rassi et al., 2007; Nunes et al., 2010; Nunes et al., 2012;
Nunes et al., 2013). Além disso, a alteracdo segmentar da contratilidade
miocardica representa um dos aspectos mais interessantes relacionados ao
acometimento cardiaco na doenca de Chagas. A deteccdo de alteracdao segmentar
identifica os individuos chagdsicos que podem evoluir com piora progressiva da
funcdo sistélica ventricular esquerda (Pazin-Filho et al., 2006; Rassi et al., 2006) e
arritmias ventriculares (Barros et al., 2011).

Até recentemente, a abordagem da cardiopatia chagasica restringia-se a
analise da funcgado sistélica do ventriculo esquerdo. Entretanto, as anormalidades
da funcdo diastdlica exercem importante papel na fisiopatologia da insuficiéncia
cardiaca secundaria a doenca de Chagas (Oliveira et al., 2009; Lima et al., 2010).
Em 2010, verificou-se que parametros de disfungdao diastdlica constituem
determinantes da capacidade funcional em pacientes com cardiomiopatia

chagdsica, independentemente da funcgao sistdlica (Lima et al., 2010).



52

Estudos prévios registraram anormalidade precoce do relaxamento
ventricular esquerdo em pacientes chagasicos (Caeiro et al., 1985; Martinez Filho
et al., 1986). O acumulo de fibras do colageno intersticial na cardiopatia chagasica
cronica pode, inicialmente, determinar alteragdes no relaxamento ventricular e,
progressivamente, reduzir a complacéncia miocardica e causar aumento da
pressdo atrial esquerda. A disfuncao diastdlica causa estiramento dos midcitos,
levando ao remodelamento ventricular e intensa ativagdo neuro-hormonal
(Barbosa et al., 2007). Esses fatores contribuem para a evolugcao desfavoravel da
cardiopatia. Assim, a disfuncao diastélica é um importante marcador de gravidade
da doenca (Barros et al., 2001; Garcia-Alvarez et al., 2010; Nunes et al., 2013).

Varios estudos avaliaram com mais acuidade as pressdes de enchimento do
ventriculo esquerdo com o emprego do Doppler tecidual. Recentemente, a relagao
entre a onda E do fluxo mitral (E) e a onda protodiastélica do anel mitral ao
Doppler tecidual (e’) foi proposta e validada como um indice das pressdes de
enchimento do ventriculo esquerdo (Ommen et al., 2000). Empregando o Doppler
tecidual, Barros e colaboradores caracterizaram os diversos padrdes de
enchimento ventricular na doenca de Chagas e verificaram correlacdo entre
pressdes de enchimento elevadas e disfuncdo sistélica na quase totalidade dos
pacientes acompanhados (Barros et al., 2004). Posteriormente, verificou-se que a
elevacdo da relagdo E/e’ correlaciou-se com tradicionais indices de disfuncdo
diastdlica, constituindo, ainda, melhor preditor progndstico em pacientes com
miocardiopatia chagasica (Nunes et al., 2012). Isso se deve ao fato de a relacdo
E/e’ ser um marcador mais acurado das pressGes de enchimento, com valor
progndstico estabelecido na miocardiopatia chagasica (Nunes et al., 2012; Nunes
et al., 2013) o qual é diferente daquele observado em outras cardiopatias dilatadas
de etiologia diversa (Wang et al., 2003).

Por fim, o ecocardiograma permite quantificar a lesao miocdardica com
grande potencial na avaliacdo da morbidade e do progndstico dos pacientes com

doenca de Chagas (Nunes et al., 2013). Dessa forma, esse método complementar
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tem permitido uma melhor estratificacdo de risco, com perspectivas de impacto no
manejo clinico da cardiopatia chagdsica (Nunes et al., 2010; Ribeiro et al., 2012).

O presente estudo foi planejado para identificar um conjunto de
biomarcadores associados com a morbidade e investigar o perfil de expressao de

citocinas e quimiocinas no curso médio da infec¢ao crbénica pelo T. cruzi.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1 Hipdteses

e Existe um padrao uniforme de expressao de citocinas e quimiocinas na
doenca de Chagas em pacientes com grau semelhante de morbidade;

e Existe associacao entre o desenvolvimento e gravidade do acometimento
cardiaco na doenca de Chagas e o perfil da resposta imune expresso pela
producao de citocinas e quimiocinas, inflamatdrias e reguladoras.

3.2 Objetivo geral

e Verificar a existéncia de uniformidade na expressao de citocinas e
guimiocinas e a possivel associacdo destas com o grau de morbidade em
pacientes com formas cronicas polares da doenca de Chagas: IND (forma
cronica indeterminada) e CARD (cardiomiopatia dilatada).

3.3 Objetivos especificos

3.3.1 Verificar a possivel associacdo entre o perfil da resposta imune, expressa
pelos niveis relativos de produgdo das citocinas (IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-a) e das
quimiocinas (CXCL10, CCL2, CXCL9, CCL5 e CXCL8) plasmaticas, e os seguintes
aspectos:
e a morbidade cardiaca, caracterizada pelas formas polares: IND e CARD;
e 0 grau de comprometimento cardiaco, caracterizado pelas variaveis
ecocardiograficas: diametro diastdlico final do ventriculo esquerdo (VEd);

relacdo E/e’ e fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE);
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3.3.2 Verificar a ocorréncia de uniformidade ou variabilidade no nivel de produc¢ao
das citocinas (IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-13 e IL-12) e das quimiocinas
(CXCL10, CCL2, CXCL9, CCL5 e CXCL8) em pacientes chagasicos com IND e CARD.

4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

O presente estudo consiste em anadlise agregada de amostras de plasmas
coletados no periodo de 1994 a 2014. Trata-se de pesquisa observacional com
corte transversal. As amostras de plasmas dos pacientes extraidas do sangue
periférico, preservadas em freezer a -70°C foram selecionadas e preparadas para
dosagem dos niveis de citocinas e quimiocinas conforme protocolo de ensaio
imunolégico que serd descrito adiante. Os dados foram armazenados em um

banco de dados especifico.

4.2 Descrigao do local

Os pacientes com doenca de Chagas foram recrutados no Ambulatério de
Referéncia em Doenga de Chagas do Centro de Treinamento e Referéncia em
Doencas Infecciosas e Parasitdrias (CTR-DIP Orestes Diniz) do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais pelo seu
coordenador.

O Ambulatério de Doenca de Chagas foi transformado em centro de
referéncia de atendimento ao paciente chagasico em Minas Gerais em 1991,

recebendo individuos encaminhados por servicos de hemoterapia e postos de
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saude de Minas Gerais. Até o momento, equipe formada por docentes da
Faculdade de Medicina da UFMG, médicos-residentes e alunos de pds-graduacao
ja atendeu a mais de 2.500 pacientes chagasicos ou individuos encaminhados para
esclarecimento de sorologia, clinica ou epidemiologia sugestiva de infeccao

chagasica.

4.3 Caracterizacao geral da populagao estudada

Todos os sujeitos da pesquisa assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido (APENDICES A e B), apds certificacdo do esclarecimento e da
concordancia com a participa¢ao voluntdria do estudo. O cuidado clinico foi
oferecido a todos, independentemente da aceitacdo ou nao de participar do
estudo. Na rotina de avaliacdo do comprometimento clinico e subclinico de
comprometimento cardiaco, os pacientes foram submetidos aos exames
complementares de eletrocardiografia convencional, ecodopplercardiografia, teste
ergométrico e eletrocardiografia dindamica (Holter). Todas as avaliagdes clinicas
solicitadas foram realizadas nas dependéncias do Hospital das Clinicas da UFMG.
Para fins de definicdo do grau de comprometimento cardiaco dos pacientes
chagasicos, adotou-se classificacdao habitual do Ambulatério de Referéncia em

Doencas de Chagas descrita no QUADRO 1 (Rocha et al., 2003; 2007).
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QUADRO 1 - Classificagao clinica da cardiopatia chagasica crbnica

Grupo clinico

Caracterizagao

FCI

Assintomatico, sem alteragdes significantes ao exame fisico, ECG, radiografia
de tdérax, esofagograma e enema baritado. Sem alteragbes na avaliagdo por

técnicas mais sensiveis (ecocardiograma, teste ergométrico e holter).

ccci

Assintomatico, sem alteracdes significantes ao exame fisico, ECG, radiografia
de térax, esofagograma e enema baritado. Técnicas sensiveis sdo capazes de
detectar anormalidades cardiacas de gravidade varidvel: Holter (extrassistolia
ventricular complexa ou isolada frequente, bloqueios AV e IV intermitentes);
teste ergométrico (extrassistolia ventricular esforco induzida, queda na
pressdo arterial); ecocardiograma (aneurisma, disfuncdo diastdlica,

hipocontratilidade segmentar ou global, aumento das cavidades).

ccc2

Pacientes sem manifestacdo de insuficiéncia cardiaca ou em classe funcional Il
de NYHA e sem aumento da silhueta cardiaca. Apresentam alteracdes
eletrocardiogréficas leves como transtornos da condugdo intraventricular do

estimulo, HBAE, alteragGes difusas da repolarizagcdo ventricular.

Cccc3

Pacientes sem manifestacdo de insuficiéncia cardiaca ou em classe funcional Il
de NYHA e sem aumento da silhueta cardiaca. Podem ter disturbios de
condugao avangados, como BCRD, associado ou n3ao a HBAE, BCRE, BAV do
segundo grau Mobitz tipo | ou Il, BAVT, além de ondas Q anormais, ondas T
simétricas difusamente negativas, podendo haver associacdo com
extrassistolia ventricular leve a moderada. Os transtornos de conducdo de

estimulo dominam a apresentacao clinica.

CCca

Como no grupo anterior, pacientes ndao mostram sinais de aumento cardiaco.
Porém, os desse grupo exibem extrassistoles ventriculares frequentes,

complexas, que dominam a apresentacgao clinica.

CCC5

Pacientes com sinais clinicos radioldgicos e, principalmente, ecocardiograficos
de aumento cardiaco, com disfuncao da contratilidade ventricular global, com

ou sem manifesta¢des de insuficiéncia cardiaca.

AV: atrioventricular; BAV: Bloqueio atrioventricular; BAVT: Bloqueio atrioventricular total; BCRD: Bloqueio

completo de ramo direito; BCRE: Bloqueio completo de ramo esquerdo; HBAE: Hemibloqueio anterior

esquerdo; IV: Intraventricular; NYHA: New York Heart Association

Fonte: Rocha, Ribeiro e Teixeira (2003).
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Foram considerados chagasicos os individuos com positividade soroldgica
para T. cruzi em duas ou mais técnicas diferentes, incluindo as rea¢des de
imunofluorescéncia indireta (IFl), hemaglutinacdao indireta e ELISA, em exames
realizados no Laboratério Central do HC-UFMG ou no Laboratério da Fundagao
Ezequiel Dias. Foram considerados ndao chagasicos individuos sem positividade em

gualquer uma das reagdes soroldgicas.

4.4 Critérios de elegibilidade

4.4.1 Critérios de inclusao

Os diferentes estudos tinham em comum os critérios de inclusao a seguir:

e Diagnostico sorolégico de infeccao por T. cruzi, confirmado por dois
métodos diferentes (ELISA, imunofluorescéncia indireta ou hemaglutinagao
indireta) (BRASIL, 2005).

e Idade entre 18 e 69 anos.

e Pacientes chagasicos com forma indeterminada definidos como: individuos
assintomaticos, sem disfagia ou constipacdo intestinal, com
eletrocardiograma, radiografia do térax e ecocardiograma normais.

o Pacientes chagdsico com cardiomiopatia, definidos como: individuos com
sinais clinicos, radioldgicos e, principalmente, ecocardiograficos de aumento
da area cardiaca, com disfungdo da contratilidade global, com ou sem
manifesta¢des de insuficiéncia cardiaca.

e Individuos sadios nao chagasicos, definidos como: sujeitos que apresentam
sorologia negativa para T. cruzi em qualquer uma das reag¢des soroldgicas:
IFl, hemaglutinacdo indireta, ELISA e que nao apresentam qualquer um dos
critérios de exclusao, com caracteristicas demograficas semelhantes as dos

pacientes chagasicos.
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4.4.2 Critérios de exclusao

Todos os estudos tinham em comum os critérios de exclusdo a seguir:

e Hipertensao arterial sistémica (HAS), definida operacionalmente como:
pressdo arterial - medida durante o exame fisico - de 140/90 mmHg, em
mais de uma oportunidade.

e Histdria compativel com doenca arterial coronariana, conforme anamnese
dirigida.

e Disfuncao tireoidiana manifestada por niveis anormais de hormonio
estimulante da tireoide (TSH) e da tiroxina (T4) livre, associados ou nado a
qguadro clinico sugestivo de hiper ou hipotireoidismo.

e Diabetes mellitus ou tolerancia reduzida a glicose, conforme anamnese,
dosagem de glicemia em jejum e, se necessario, prova de tolerancia oral a
glicose (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).

e Episddio prévio sugestivo de doenga reumatica aguda.

e Doenca pulmonar obstrutiva cronica, evidenciada pela histéria clinica,
exame fisico, ECG e alteracdes radioldgicas sugestivas.

e Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de
etanol - média diaria acima de 60 g de etanol (SKINNER et al., 1984).

e Uso de medicamentos anti-inflamatérios.

e Evidéncias clinicas, eletrocardiograficas e/ou ergométricas de cardiopatia
isquémica.

e Gravidez definida por critérios laboratoriais.

e Histéria ou sinais sugestivos de cardiopatias valvar, congénita, hipertensiva,
isquémica ou idiopatica.

e Qualquer outra doenca cardioldgica ou sistémica significativa, crénica ou
aguda que pudesse interferir nos resultados das provas especificas.

e Anemia significativa, definida arbitrariamente com hemoglobina abaixo de

10 g/dL.
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e Disturbios hidroeletroliticos, mais especificamente niveis séricos anormais
de potassio e sddio.

e |nsuficiéncia renal definida pelo aumento dos niveis de creatinina e uréia
plasmaticas, associadas ou ndo as manifestagdes classicas de uremia.

e Uso de marcapasso intracardiaco ou cardiodesfibrador implantavel (CDI)

Além disso, para a comparagdao de varidveis imunolégicas e
ecocardiagraficas em pacientes chagasicos IND e CARD, foram excluidos os que
nao tinham o ecocardiograma dentro do intervalo de dois anos para pacientes IND,
e um ano, para pacientes CARD, contado a partir da data em que foi coletada a
amostra de plasma do sangue periférico.

De acordo com os critérios expostos, foram selecionados os pacientes
chagdsicos e individuos saudaveis ndao chagdsicos que constituiram as amostras

utilizadas nos diversos estudos.

4.5 Calculo do tamanho amostral

A populacao de individuos em acompanhamento no Ambulatério de
Referéncia em Doenca de Chagas do CTR-DIP - Faculdade de Medicina da UFMG foi
distribuida da seguinte forma: 110 pacientes IND, 230 CARD e 50 NI que
constituiram o grupo controle. Foi utilizada amostra aleatdria estratificada de 266
pacientes com margem de erro de * 6,1% e poder estatistico de 94%, distribuida

conforme a TAB. 1.
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TABELA 1 - Distribuicdao da populacao e amostra estimada, 2016

Grupo Populagao Amostra
NI 50 32
IND 110 93
CARD 230 141
TOTAL 390 266

O desfecho primario foi a associacdo entre o desenvolvimento e gravidade do
acometimento cardiaco na doenca de Chagas (determinado pela fracao de ejecao,
relacdo E/e’ e diametro diastélico final do ventriculo esquerdo, através do
ecocardiograma bidimensional) e o perfil da resposta imune, expresso pela
produg¢do das citocinas (IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-12) e das
guimiocinas (CXCL10, CCL2, CXCL9, CCL5 e CXCL8). Os desfechos secundarios foram
definidos como: existéncia de um perfil uniforme de expressdo das citocinas e
guimiocinas em pacientes com forma indeterminada e cardiomiopatia dilatada;
associacao entre baixos niveis plasmaticos de IL-10 e IL-17 e altos niveis de
citocinas e quimiocinas inflamatérias com o grau de morbidade cardiaca
(determinada pela fracdo de ejecdo, relacdo E/e’ e diametro diastdlico final do

ventriculo).

4.6 Definigao das varidveis do estudo

No QUADRO 2 é apresentada a natureza das varidveis definidas para o
estudo. Elas foram analisadas nos grupos de pacientes com doencas de Chagas,
IND e CARD. No grupo controle (NI), foram estudadas todas as varidveis descritas

nesse mesmo quadro, com exce¢ao das ecocardiograficas: fracdo de ejeg¢ao do
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ventriculo esquerdo, diametro diastdlico final do ventriculo esquerdo e relagao

E/e’.

QUADRO 2 - Defini¢ao das variaveis do estudo, 2016

Varidveis clinicas Categoria Descrigcao
Idade Continua Anos

Sexo Categorica Masculino, feminino
Classificagao clinica Categorica NI, IND, CARD
New York Heart Association (NYHA) Categorica LI, elV
Varidveis ecocardiograficas Categoria Descricao
Fracao de ejecao ventricular esquerda Continua Percentual
Diametro diastdlico final ventricular esquerdo Continua Milimetros
Relacdo E/e’ Continua Contagem
Variaveis imunoldgicas Categoria Descrigcao
IL-10 Continua pg/mL
IL-17 Continua pg/mL
IFN-y Continua pg/mL
TNF-a Continua pg/mL

IL-6 Continua pg/mL
IL-1 Continua pg/mL
IL-12 Continua pg/mL
CXCL10 Continua pg/mL
CCL2 Continua pg/mL
CXCL9 Continua pg/mL
CCL5 Continua pg/mL
CXCL-8 Continua pg/mL

* pg/mL: picograma por mililitro.
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4.7 Avaliagao clinica

Realizou-se, ao longo dos anos, avaliagcao criteriosa de todos os pacientes,
pela anamnese e exame fisico, dando-se énfase a ausculta cardiaca com duragao
de dois minutos, para deteccao de extrassistolia em repouso, a caracteriza¢cao do
ictus cordis e a pesquisa de sinais de congestao periférica e visceral. Os pacientes
foram classificados de acordo com a classe funcional da New York Heart
Association (NYHA, 1979) e com a classificacdo clinica da cardiopatia chagasica,

adotada no Ambulatério de Referéncia em Doenca de Chagas (Rocha et al., 2003).

4.8 Eletrocardiograma

Para realizacao do eletrocardiograma em repouso empregou-se aparelho do
modelo PAGE WRITER 300 P1, fabricante PHILIPS. Realizou-se o exame nas 12
derivacdes habituais, apds repouso em decubito dorsal e interpretado de acordo
com as normas da New York Heart Association (NYHA, 1979), analisando-se o ritmo
e calculando-se a frequéncia cardiaca. Foram medidos os intervalos PR, onda P,
complexo QRS e determinado o eixo cardiaco. Analisaram-se rotineiramente as
alteragcdes morfoldogicas do tracado eletrocardiografico, com especial
caracterizacao dos disturbios de conducdo do estimulo elétrico intraventricular.
Utilizou-se o Cddigo de Minnesota modificado para a doenca de Chagas (Maguire

et al., 1982), para interpretacdo do eletrocardiograma.

4.9 Ecocardiografia

Todos os pacientes foram submetidos a avaliacdo ecocardiografica,
realizada segundo a rotina do Servico de Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular do

Hospital das Clinicas da UFMG.
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Os estudos ecocardiograficos foram realizados por ecocardiografistas
experientes, com pelo menos dez anos de prdtica no exame de pacientes
chagasicos, utilizando o aparelho ATL PHILIPS HDI 5000, com transdutores de 2,5 e
3,0 MHz para obtencao dos diversos parametros avaliados, descritos a seguir.
Empregaram-se técnicas de ecocardiografia uni e bidimensional, Doppler pulsado e
continuo guiados por mapeamento do fluxo em cores. Os estudos ao modo M
foram guiados pela imagem bidimensional para obtencao das dimensdes diastdlica
e sistdlica finais do ventriculo esquerdo e diametros do atrio esquerdo e aorta.
Todas as medidas foram feitas conforme as recomendagdes da Sociedade
Americana de Ecocardiografia (Sahn et al., 1978). Ao ecocardiograma
bidimensional foram obtidos cortes padronizados, paraesternal, longitudinal e
transverso, além dos cortes apicais em duas, trés, quatro e cinco camaras. Foram
feitos cortes intermediarios, quando necessario, para avaliacdao da regido apical do
ventriculo esquerdo. Foram descritas a morfologia das camaras cardiacas, textura
miocardica, contratilidade das paredes e possiveis achados de trombos e
aneurisma. A contratilidade segmentar foi avaliada por meio do espessamento
endocdrdico e motilidade das paredes, definindo-se as alteracdes conforme a
observagao de hipocinesia, acinesia, discinesia ou aneurisma.

As varidveis ecocardiograficas estabelecidas para correlagdo clinica e
funcional cardiocirculatdrias foram as seguintes: diametro diastélico final do
ventriculo esquerdo, relagdo E/e’, fungdo sistdlica ventricular esquerda a partir do
calculo da fracdo de ejecdao pelo método de Simpson (Lang et al., 2005). O
acomentimento cardiaco foi definido pelo diametro diastélico final do ventriculo
esquerdo maior que 55 mm (Baker et al., 1984) e fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo igual ou inferior a 55% pelo método de Simpson. A descricdo das

variaveis ecocardiograficas estudadas pode ser observada no QUADRO 2.
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4.10 Separagao do plasma do sangue periférico

O sangue dos pacientes que participaram dos estudos foi coletado em tubo
vacutainer estéril contendo heparina sddica. O sangue total heparinizado foi
lentamente adicionado a uma mistura de Ficoll-hypaque (LMS, Litton Bionetics,
Savannah, Georgia, USA), na proporg¢ao de 2:1 em tubos de 50 mL. Os tubos foram
centrifugados a 400 g durante 40 minutos a 20°C em centrifuga refrigerada
Beckman, modelo J-6B (Beckman Instruments Inc., Irvine, USA).

O plasma foi retirado cuidadosamente e transferido para um tubo Falcon,
BD de 5 mL. Posteriormente, foi alicotado e armazenado a -702C em freezer do
grupo de estudos em doencas de Chagas do LICM do CPgRR/FIOCRUZ. Toda a
manipulagao foi feita em condigOes estéreis utilizando-se capela de fluxo laminar
(BBL - Biological Cabinet, model 60474, Cockeysville, MD ou Veco, modelo VLFS

12M, Campinas, SP) com solugdes e vidrarias também estéreis.

4.11 Quantificagao dos niveis plasmaticos das citocinas (IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-q,,

IL-6, IL-1f3 e IL-12) e das quimiocinas (CXCL10, CCL2, CXCL9, CCL5 e CXCL8)

As citocinas e quimiocinas foram quantificadas utilizando-se a metodologia
multiplex Cytometric Bead Array (CBA), Becton Dickinson (BD), que emprega uma
mistura de esferas de poliestireno conjugadas com anticorpos especificos para as
citocinas humanas, com intensidades de fluorescéncia distintas, detectados nos
canais FL3 e FL4 do citometro de fluxo. Essa metodologia (Chen et al., 1999)
permite a avaliagao simultanea de diversas moléculas solUveis no mesmo ensaio,
empregando pequenos volumes de amostra. As amostras de quimiocinas foram
diluidas na propor¢cdao de 1:10 para a leitura no citbmetro de fluxo. Foram

utilizados os trés diferentes kits para a quantificacdao dos niveis plasmaticos de
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citocinas e quimiocinas: Human Inflammatory Cytokine Kit, Human Th1/Th2/Th17
Kit e Human chemokine Kit (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Para a reag¢ao, 25 pL da mistura de esferas de captura, marcadas com
anticorpos monoclonais especificos para cada citocina ou quimocina estudada,
foram transferidos para tubos de 12x75 mm destinados ao controle negativo e as
amostras a serem testadas. Em seguida, 25 pL do diluente G e das amostras foram
adicionados aos seus respectivos tubos. Adicionou-se 18 uL do coquetel de
anticorpos monoclonais humanos marcados com fluocromo PE (reagente de
deteccdo PE). Os tubos foram incubados por trés horas, a temperatura ambiente
(TA) e ao abrigo da luz. Apds a incubacdo, as esferas de captura foram lavadas com
500 plL da solucdo tampao fosfato salinico (PBS) e centrifugadas a 1.300 rotacdes
por minuto (rpm) por sete minutos a 18°C. Cuidadosamente, o sobrenadante foi
aspirado e descartado, restando-se aproximadamente 100 uL em cada tubo. Os
dados foram adquiridos no citdmetro de fluxo BD FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA).

Apods leitura, foi analisado o perfil de citocinas e quimiocinas seguindo-se o
protocolo proposto pelo fabricante utilizando-se o FCAP array software (BD
Biosciences). O FCAP array software versao 1 (Soft Flow, Inc.) faz a sele¢do
automadtica da regido das esferas de captura em graficos de dispersao frontal
(tamanho) versus dispersdo lateral (granulosidade). Em seguida, separam-se as
esferas em fungao da intensidade da FL4 e analisa-se o deslocamento das esferas
em funcdo da intensidade da FL3 em graficos bidimensionais de FL3 versus FL4. A
ligacdo da citocina ou quimiocina presente na amostra de interesse pode ser
evidenciada pelo deslocamento do conjunto de esferas para a regido de maior
intensidade de fluorescéncia em relacdo ao tubo-controle negativo. Os valores
correspondentes a intensidade média de fluorescéncia FL2 na escala logaritmica
foram utilizados como unidade de analise semiquantitativa para cada citocina e
guimiocina avaliada. A quantificacdo em pg/mL de cada citocina ou quimiocina foi

baseada em uma curva padrao, realizada com diluicdes conhecidas, o que
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possibilitou a construcdao de um grafico de intensidade média de fluorescencia
versus pg/mL. A curva padrdo foi determinada utilizando-se a equacdo de
regressdo do quinto parametro logistico (logl =D+ (A-D)/ (1 + (log CC-E)/
C)*B), R®> = 99.99%. Os resultados foram baseados na curva padrdo e expressos

como pg/mL.

4.12 Analise de bioinformatica

As andlises de algoritimos supervisionados, Support Vector Machine (SVM) e
k-Nearest Neighbor (k-NN), e agrupamento hierarquico ndo supervisionado foram
realizadas utilizando-se a Plataforma GenePattern. O modo de validag¢ao cruzada
no k-NN foi executado com k = 3, teste T estatistico para selecdo de caracteristicas,
e medida da distancia Eucliciana. Empregou-se no agrupamento hierdrquico a
medida da distancia Euclidiana e o agrupamento pair wise complete-linkage.

Desenvolveram-se algoritimos de aprendizagem de maquina afim de
construir um sistema no qual possa aprender a partir de experimentos prévios.
Todos os testes foram aplicados com base nos niveis de doze marcadores distintos
(IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-1fB, IL-12, CXCL10, CCL2, CXCL9, CCL5 e CXCLS)
para cada individuo incluido no estudo. Realizou-se também analise nao
supervisionada com o objetivo de agrupar os individuos com perfil de expressao

semelhante de citocinas e quimiocinas plasmaticas.

4.13 Analise estatistica

Pacientes infectados pelo T. cruzi foram agrupados como: forma
indeterminada (IND) e cardiomiopatia dilatada (CARD). Constituiram o grupo

controle individuos saudaveis nao infectados (NI), provenientes de area nao
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endémica para a doenca de Chagas e exibindo testes soroldgicos negativos para a
doenca. As comparacgdes entre os grupos — NI, IND e CARD — foram feitas por meio
do teste ndao paramétrico Kruskal-Wallis com pds-teste de Mann-Whitney com
correcdao de Bonferroni (5% =+ 3). Para verificar a relacdo entre os dados
imunoldgicos e as variaveis marcadoras de morbidade cardiaca chagasica, foram
calculados coeficientes de correlacdao de Spearman. As analises estatisticas foram
feitas utilizando-se o SPSS statistical software, versao 18.0 (SPSS Inc., Chicago,
[llinois). Os graficos foram elaborados utilizando-se o GraphPad Prism software,
versdo 5.0 (San Diego, CA, USA). Todos os testes foram realizados no nivel de

significancia de 5% (o=0,05).

4.14 Consideragodes éticas

O projeto contou com a anuéncia de todas as instancias institucionais da
Faculdade de Medicina da UFMG, sendo aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (COEP) da UFMG em 16 de novembro de 2011, conforme Parecer ETIC n2
502/11 (ANEXO A), cujo registro no COEP é CAAE —0502.0.203.000-11.

O projeto também foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou — CPgRR/FIOCRUZ e aprovado
conforme protocolo CEP — CPgRR n2. 15/2011 (ANEXO B).

Todos os individuos foram convidados a participar da pesquisa de forma
voluntaria e, apds esclarecimento, quanto ao objetivo e métodos do estudo. Os
procedimentos foram precedidos da garantia da clara compreensdo do conteudo
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e da sua assinatura em
duplicata pelos sujeitos da pesquisa. Apds assinado, uma via do TCLE foi entregue
para cada um deles e uma via ficou em poder do pesquisador responsavel

(APENDICES A e B).
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Foram respeitadas as condi¢des éticas pertinentes ao protocolo, seguidos
rigorosamente os principios enunciados na Declaracdao de Helsink I, de 1975,
revisada em 1983, e do Ministério da Saude do Brasil/Comité Nacional Brasileiro
de Etica em Pesquisa e da Resolucdo n2. 196, de 10 de outubro de 1996, do

Conselho Nacional de Saude para pesquisa em seres humanos.

4.15 Pesquisa bibliografica

As pesquisas bibliograficas foram realizadas no periodo entre maio de 2015
e fevereiro de 2016, a partir de consulta as bases de dados Literatura Internacional
em Ciéncias da Saude (PubMed), compilada pela National Library of Medicine dos
Estados Unidos da América, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias
da Saude (LILACS) e Scientific Electronic Library Online (SCIELO). A definicao das
palavras-chave foi realizada mediante consulta aos Descritores em Ciéncias da
Saude (DeCS) e Medical Subject Headings (MeSH), disponiveis na Internet.

Utilizaram-se os seguintes descritores na base de dados PubMed: Chagas
disease, morbidity, immune system, cytokines, chemokines, interleukin-10,
interleukin-17, interferon-gamma, tumor necrosis factor-alpha, interleukin-6,
interleukin-1beta, interleukin-12, chemokine CXCL10, chemokine CCL2, chemokine
CXCL9, chemokine CCL5, chemokine CXCL8. Nas bases de dados LILACS e SCIELO
utilizaram-se os seguintes descritores: doenca de Chagas, morbidade, etiologia,
citocinas, quimiocinas, interleucina-10, interleucina-17, interferom-gama, fator
alfa de necrose tumoral, interleucina-6, interleucina-1 beta, interleucina-12,
guimiocina CXCL10, quimiocina CCL2, quimiocina CXCL9, quimiocina CCLS5,
quimiocina CXCL8. As palavras-chave foram pareadas utilizando-se os seguintes
operadores de pesquisa: aspas, parénteses, “AND” e “OR”. Foram utilizados como

filtros: artigos indexados na area de interesse, em portugués, espanhol e inglés, no
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periodo dos diversos estudos aqui relatados. Outras referéncias complementares
de interesse foram obtidas em teses e livros especializados.

A elaboragcao das referéncias seguiu as recomendag¢des da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) para elaboracdo de trabalhos académicos
(Norma Brasileira - NBR 14724) (ABNT, 2011). Para as citacdes e lista de
referéncias, utilizou-se o software EndNote X7 17.0.1 que adota as normas NBR
10520 e NBR 6023 (ABNT, 2002) da mesma instituicdo com o sistema de citacao
autor-data e, por essa razdo, as referéncias foram organizadas em ordem
alfabética. Para os artigos, adotou-se o formato especifico de cada periédico com

citacoes e referéncias organizadas utilizando-se também o referido software.
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Abstract

Interleukin 17 (IL-17) has been associated with protective rather than pathogenic
response in Chagas disease (ChD). However, it is not completely established
whether IL-17-mediated immune response is correlated with morbidity in ChD. The
aim of this study was to evaluate the plasma IL-17 levels in patients with the
indeterminate and severe cardiac forms of chronic ChD and whether IL-17-
mediated immune response is correlated with patients’ left ventricular function.
Plasma concentrations of IL-17 were measured by BD Cytometric Bead Array
(CBA) in 234 patients with positive specific serology for Trypanosoma cruzi (T.
cruzi) grouped as indeterminate (IND) and cardiac (CARD) forms, and compared
with 32 healthy individuals, 16 males (50%), ranging from 27 to 58 years of age
(mean of 39.38 £ 10.08), that were also included as a control group (non-infected
[NI]). Mean age of ChD patients was 46.83 + 9.97 years (range 23-69 years), and
119 (51%) were male. The IND group included 93 asymptomatic patients, with
ages ranging from 27 to 69 years (mean of 43.49 + 8.80). The CARD group
included 141 patients, with ages ranging from 23 to 67 years (mean of 49.03 +
10.12). The IND group presented substantially higher levels of IL-17, median of
26.45 (8.06-48.33) as compared to the CARD group, median of 14.45 (4.98-
34.54) (P <0.0001), and the NI group, median of 10.78 (6.23-22.26) (P <0.0001).
The data analysis demonstrated that the IND group comprises a significantly
higher frequency (P <0.001) of high IL-17 producers (53.76% 50/93) than do the
other groups. A significant correlation was verified between lower levels of IL-17
and worse cardiac function expressed by lower left ventricular ejection fraction
(LVEF) and higher left ventricular diastolic diameter (LVDD) as well as higher ratio
of the early diastolic transmitral flow velocity to early diastolic mitral annular
velocity (E/e’) in both groups. This study demonstrates that high level of IL-17 is
correlated with better left ventricular function in human ChD. Our data suggest that
IL-17 may play an important immunomodulatory role in the chronic phase of ChD
and might be involved in protection against myocardial damage.

Keywords: interleukin 17; cytokines; immune response; immunity; Chagas

disease; Chagas cardiomyopathy; cardiomyopathies; left ventricular function
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Introduction

The immunopathogenesis of Chagas disease (ChD) is complex and not yet
fully understood [1]. Interleukin 17 (IL-17) is a proinflammatory cytokine that
contributes to host protection against a range of infectious pathogens by inducing
the recruitment of neutrophils and secretion of inflammatory mediators [2, 3]. Prior
literature has suggested an important role for IL-17 in the resolution of infection
with the protozoan parasite T. cruzi [4-6]. Moreover, preliminary data both from
experimental [7] and human T. cruzi infection studies [8-10] have indicate that this
cytokine is associated with protective rather than pathogenic responses.

Studies on IL-17 in human ChD are limited and have usually employed
small sample size [8-11]. In addition, only in one study, correlation analysis was
performed between this cytokine and parameters of cardiac function such as LVEF
and LVDD [10]. Confliting evidence exists regarding the role of IL-17-mediated
immune response in human ChD. Given these findings, this study was designed to
evaluate the plasma IL-17 levels in patients with the indeterminate and severe
cardiac forms of ChD and to assess whether IL-17-mediated immune response
would correlate with patients’ left ventricular function.

These clinical forms were selected to this study since they represent
extremes of the wide clinical spectrum of ChD. The indeterminate form of ChD is
defined by the presence of T. cruzi infection, absence of symptoms, and of
electrocardiographic and radiologic abnormalities [12]. In contrast, Chagas
cardiomyopathy is characterized by chronic myocarditis that involves all cardiac
chambers and damage to the conduction system [13]. This most severe form of
ChD manifests as three frequent syndromes that can co-occur in an individual
patient: heart failure, cardiac arrhythmia, and thromboembolism [14]. These
patients are of special interest for studies involving the natural development of the
disease and the possible determinants of clinical outcome. The identification of
non-invasive markers related to morbidity and prognosis may allow the recognition
of subgroups of patients with potential to progress toward the severe forms of
ChD, which should require special attention and specific therapeutic approaches in
order to prevent or delay the unfavorable outcome of these patients. In this study,

we gathered data from ChD patients, aged 23 to 69 years and analysed the
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possible relationship between their plasma IL-17 levels and left ventricular

function.

Materials and Methods

Study population

This study comprises 240 patients with ChD from endemic areas within the
state of Minas Gerais, Brazil, who were identified and selected at the Referral
Outpatient Center for Chagas Disease at the Clinical Hospital of the Federal
University of Minas Gerais (UFMG), Brazil. Six patients (2.5%) were excluded from
this study: 2 with indeterminate form of ChD (IND) and 4 with Chagas
cardiomyopathy (CARD), since the plasma IL-17 levels did not reached the
detection limit provided by manufacturers for IL-17 using the BD human
Cytometric Bead Array (CBA) assay. A total of 234 patients with positive specific
serology for T. cruzi, in the chronic phase of the disease fulfilled eligibility criteria
and were included in the study. The study protocol received the approval by the
Research Ethics Committee of the Universidade Federal de Minas Gerais
(protocol COEP-ETHIC 502/11) and Centro de Pesquisas René Rachou (protocol
CEPSH-CPgRR 15/2011). All enrolled patients gave written informed consent prior
to the inclusion in the study.

Inclusion criteria were the diagnosis of IND defined as asymptomatic
individuals, in sinus rhythm, with no significant alterations in electrocardiography,
chest radiograph, and echocardiogram, and diagnosis of CARD characterized by
the echocardiographic finding of a dilated left ventricle with impaired ventricular
systolic function. LVEF, LVDD, and E/e’ ratio were used as variables of the left
ventricular function, where LVEF <55% and LVDD/body surface area 231mm were
used to define CARD patients [11].

Healthy individuals from a non-endemic area for ChD and showing negative
serological tests for the infection were included as a control group, NI. None of the
patients were undergoing etiological treatment nor had been previously treated for
T. cruzi infection. Individuals with any other chronic inflammatory disease, thyroid
dysfunction, valvular heart disease, coronary artery disease, systemic arterial
hypertension, chronic obstructive pulmonary disease, hydroeletrolytic disorders,



75

renal insufficiency, diabetes mellitus, alcoholism, and other infectious diseases
were excluded from this study.

Multiplexed bead-based immunoassay

A BD CBA Human Th1/Th2/Th17 cytokine Kit (Catalog No. 560484; Becton
Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) was used to quantify IL-17
concentration in plasma, following manufacturer instructions. The data were
acquired in a BD FACSCalibur flow cytometry system (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) and analyses performed using BD FCAP Array v3.0 software (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). The standard curve was determined using a
five-parameter logistic (5-PL) equation. The results were based on standard

concentration curve and expressed as picogram per milliliter (pg/mL).

Statistical analyses

Statistical comparative analyses were performed in groups of two between
the NI, IND, and CARD groups, using the non-parametric Kruskal-Wallis test and
Mann-Whitney U test, together with the Bonferroni correction (significance level,
0.05/3 = 0.0167). Categorical data were presented as numbers and percentages,
and continuous data were expressed as mean * standard deviation (SD) or
median and interquartile range (25%-75%), as appropriate.

SPSS statistical software, version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois) was
used for all analyses. The graphs were prepared using GraphPad Prism software,
version 5.0 (San Diego, CA, USA). All tests were performed considering a

significance level of 5% (a = 0.05).

Results

Clinical features

The mean age of ChD patients was 46.83 + 9.97 years, and 51.4% were
male. The IND group included 93 asymptomatic patients, with ages ranging from
27 to 69 years (mean of 43.49 + 8.80). The CARD group included 141 patients,
with ages ranging from 23 to 67 years (mean of 49.03 £ 10.12). Most CARD
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patients (85.8%) were in NYHA functional class | and Il. Moreover, 32 healthy
individuals, 16 males (50%), ranging from 27 to 58 years of age (mean of 39.38 *
10.08), were also included as the NI group. The demographic and clinical

characteristics of ChD patients are summarized in Table 1.

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the Chagas disease

patients.
Variables IND group (n =93) CARD group (n = p value
141)

Age, yrs 43.49 £ 8.80 49.03 £10.12 0.082
Male, n/% 40 (43) 85 (60.3) 0.012*
BSA, m? 1.73 (1.65, 1.84) 1.68 (1.55, 1.77) 0.054
HR, bpm 68 (62, 75) 64 (59.75, 72) 0.039*
SBP, mmHg 120 (110, 130) 110 (100, 120) 0.002*
DBP, mmHg 82 (80, 90) 70 (60, 80) 0.001*
LVDD, mm 48 (45, 50) 63 (58.5, 68) 0.000*
LVEF, % 66 (63, 69) 39 (29, 47) 0.000*
E/e’ ratio 9 (7, 10) 10 (6, 15.5) 0.009*

Values are expressed as mean and standard deviation (mean + SD), median
(interquartile range) or absolute number (percentage). BSA, body surface area;
HR, heart rate; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure LVDD,
left ventricular diastolic diameter; LVEF, left ventricular ejection fraction; E/e’ratio,
ratio of the early diastolic transmitral flow velocity to early diastolic mitral annular

velocity. *P-value< 0.05 for comparison between IND and CARD groups.

Plasma IL-17 levels are associated with morbidity in

Chagas disease

To determine whether the levels of IL-17 are associated with morbidity in
ChD, the concentration of this cytokine was evaluated in the plasma from IND and
CARD patients as well as healthy individuals. Differences among the three groups
were observed for IL-17 (P <0.0001). The IND group presented substantially
higher levels of IL-17, median of 26.45 (8.06—48.33) as compared to the CARD
group, median of 14.45 (4.98-34.54) (P <0.0001), and the NI group, median of
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10.78 (6.23-22.26) (P <0.0001) (Fig 1). To establish the IL-17 cut-off that would
permit the identification of patients with IND and CARD forms of ChD, an analysis
was performed that allows a division of the individuals into three categories: low
(4.98-12.69 pg/mL), intermediate (12.88-24.88 pg/mL), and high (24.89-48.33
pg/mL) IL-17 producers. To that end, these three groups were identified based on
the detailed analysis of individual levels of IL-17 obtained for NI, IND, and CARD
groups; a statistical method based in tertiles [15] was employed to determine the
cut-off for IL-17 plasma levels, as shown in Fig 1. The data analysis demonstrated
that the IND group comprises a significantly higher frequency of intermediate
(40.86% 38/93) and high (53.76% 50/93) IL-17 producers than do the other groups
(P <0.001) (Fig 1). In contrast, most of the CARD patients displayed values of IL-
17 levels that are below the cut-off for low IL-17 producers, being significantly
lower than IND patients (5.37%, 5/93) (P <0.001), while approximately 28.36%
(40/141) and 27.65% (39/141) of CARD patients were identified as intermediate
and high IL-17 producers, respectively (Fig 1). None of the individuals were

identified as high IL-17 producers in the NI group (Fig 1).
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Fig 1. Analyses of plasma IL-17 levels in the study groups. Representative
scatter plot graph of plasma IL-17 used to establish the cut-off to define low,
intermediate, and high cytokine producers. Low IL-17 producers were defined by
values of lower than the first tertile. Intermediate IL-17 producers were defined by
values equal to or lower than the second tertile, while high IL-17 producers were
defined by values higher than or equal to the second tertile [18]. The results were

expressed by pg/mL. Results were considered significant with a P-value <0.05.

High IL-17 Levels Correlated With Better Left Ventricular

Function in Chagas Disease

In order to investigate the existence of association between IL-17 levels and
left ventricular function in ChD, correlation analysis was performed between the
plasma IL-17 levels in either IND or CARD groups and cardiac involvement
expressed by parameters of systolic and diastolic ventricular function. A significant
correlation was verified between the levels of IL-17 and cardiac morbidity
expressed by the echocardiographic variables LVEF and LVDD as well as E/€’
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ratio in both groups (Fig 2). When the association between higher levels of IL-17
and higher LVEF was investigated in the IND group, a significant positive
correlation was observed (r = 0.6986, P <0.0001) (Fig 2A). In contrast, a
significant negative correlation could be found between higher levels of IL-17 and
lower LVDD in the same group (r = -0.4048, P <0.0001) (Fig 2B). Plasma IL-17
levels were also inversely correlated with E/e’ ratio in the IND group (Fig 2C). A
significant positive correlation was identified when IL-17 levels were compared
with LVEF in the CARD group (r = 0.5203, P <0.0001) (Fig 2D). Conversely,
negative correlation was observed between lower levels of IL-17 and higher LVDD
in CARD group (r = -0.2849, P =0.0006) (Fig 2E). Similar results could be found
when comparing lower levels of IL-17 and higher E/e’ ratio in the same group (r = -
0.2813, P =0.0016) (Fig 2F).



80

IND D CARD
60- 42+
r=0.5203
50+ 351 p<0.0001 . <.
E 404 T 284
=) =)
£ 30- 2 214
= =
7 201 o 141
104 7
c T T T T T 1 c T T ¢ ) L) 1
P & e D L P L . T R 2
LVEF (%) LVEF (%)
B IND CARD
60+ 48-

r=-0.2849
409  p<0.0006

IL-17 (pg/mL)
$ o
IL-17 (pg/mL)
N
+

D P ® P R P S L & & D L
LVDD (mm) LVDD (mm)
C IND F CARD
60+ 42+
r=-0.3064 —
P =0.0028 1 r=-0.
_ 90 . % ’ P=0.0016
-1 ¢ -l Y A
g 4] |, . . % L
. ‘s ~
E 304 ! ! ! t i . 2 .
. [
= w =
=27 - « § L =
104 ° . ® ® :
c L} 1 L) T 1 c T T L) L) 1 1
9 > © ® RN K Q © B R g S P
E/e' ratio E/e' ratio

Fig 2. Correlation analysis between plasma IL-17 levels and
echocardiographic parameters of left ventricular function. Correlation analysis
was performed between plasma IL-17 levels and parameters of left ventricular
function (LVEF, LVDD, and E/e’ ratio) in the IND (n = 93, A, B, and C, respectively)
and CARD (n = 141, D, E, and F, respectively) groups. The analysis was
performed using the Spearman correlation coefficient, and results were considered
significant when P-value <0.05. Significant differences are indicated in each graph

together with the r value.
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Discussion

The principal findings of this study were: (a) IND patients, when compared
to CARD and NI individuals, present higher plasma levels of IL-17; (b) IND group
contains a significantly higher frequency of high IL-17 producers than do the other
groups; and (c) high plasma levels of IL-17 is associated with better left ventricular
function.

The present study included quantitative variables to assess the left
ventricular function and correlated them with plasma IL-17 expression in patients
with ChD. In patients with chronic Chagas cardiomyopathy, impairment of left
ventricular filling and systolic dysfunction usually coexist [16-18] and are
consistent predictors of functional capacity [19, 20] and mortality [21] in this
severe form of ChD. A previous study showed that patients with mild or moderate
systolic dysfunction, the E/e’ ratio (an important marker of left ventricular filling
pressure) of more than 15 was powerful in predicting prognosis in patients with
Chagas cardiomyopathy [22].

Higher levels of IL-17 in the IND group compared to the NI group might be
explained by a possible effect of T. cruzi infection inducing immune response even
in these asymptomatic patients. This result is in agreement with findings from
previous studies [8-10]. A significant frequency of IND patients presented high
levels of IL-17, whereas most of the CARD patients expressed low levels of this
cytokine. Although, low and high producers of IL-17 were observed in both groups.
The importance of this differential expression throughout the chronic phase of ChD
and to the disease outcome remains unknown. A possible explanation, for the
broad distribution range of IL-17 levels produced by CARD patients, could be the
difference in the expression of immune response determined by different host’'s
genetic patterns. Furthermore, it could be hypothesized that lower IL-17 producers
in the CARD group would develop an earlier or worse left ventricular function. On
the other hand, higher IL-17 producers in the same group probably would display
later and less intense cardiac morbidity. In contrast, lower IL-17 producers in the
IND group would be those likely to develop myocardial damage, whereas those
that show higher levels of this cytokine would tend to present a later cardiac
involvement or remain asymptomatic. In this context, it is seems reasonable to

consider that intermediate IL-17 producers might present an expression profile
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resulting of balanced immune response controlled by regulatory mechanisms such
as Foxp3+CD25(high)CD4+ regulatory T cells previously demonstrated by our
group [8]. Nevertheless, the disease progression and clinical future of those
patients has not been established yet and probably involve multiple factors.

The findings from prior studies have suggested a possible protective role of
IL-17 in experimental infection models [4] and in human ChD [10]. In order to
better understand the role of IL-17 in T. cruzi infection, IL-17A™" mice and anti-IL-
17 treatment were used as strategy [4, 5]. In this study, it was verified earlier
mortality of IL-17A™" mice when compared to mice controls treated with anti-IL-17.
These studies suggest that IL-17 would be relevant for the balance of immune
response and important for parasite control during the chronic phase of the
disease [1].

We also addressed the question of whether IL-17-mediated immune
response is correlated with patients’ left ventricular function. Notably, a significant
correlation was observed between the plasma IL-17 levels in either IND or CARD
groups and cardiac involvement expressed by variables of systolic (LVEF) and
diastolic (LVDD and E/e’ ratio) ventricular function. Overall, these data showed
that high plasma levels of IL-17 are associated with better left ventricular function.
Thus, it is tempting to speculate that IL-17 may display a protective role in the
chronic phase of ChD. While our data suggest a relation between high IL-17 levels
and better cardiac function in human ChD, this and previous studies in patients
with ChD were cross-sectional and could not establish causality between heart
damage protection and IL-17 expression. Our longitudinal study cohort in progress
provide an opportunity to investigate the influence of IL-17 expression on disease
progression and clinical outcome since multiple samples are available from the
same patients and healthy control subjects without ChD.

IL-17 has been described as a cytokine secreted by T helper 17 cells
(Thl17). Moreover, other cells were recognized as IL-17 sources, such as
monocytes, neutrophils, and natural killer T (NKT) cells [2, 3, 23]. Nonetheless,
Bermejo et al. showed that B cells are the principal source of IL-17 after infection
with the extracellular parasite T. cruzi and that the B cells produce IL-17
independently of RORyT, which is considered the main transcription factor
involved with Th17 differentiation [6]. Fibroblasts, macrophages, neutrophils, B

and T cells are consider are target of this cytokine [3]. Once IL-17 binds to its
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receptor, it induces the secretion of inflammatory cytokines (TNF, IL-1 and IL-6)
and chemokines (CXCL1, CXCLS5, IL-8, CCL2, and CCL7). Like many cytokines,
IL-17 may play a role in tumor development, encephalomyelitis, arthritis, systemic
lupus erythematosus, inflammatory bowel disease, sepsis, and allergic diseases
[23, 24]. In contrast to pathogenic roles of IL-17 in autoimmune and chronic
inflammatory diseases, this cytokine promotes host defense against pathogens at
epithelial and mucosal tissues which include the skin, lung, and instetine [2, 3, 23].

IL-17 induces the expression of several proinflammatory chemokines and
cytokines through activation of NF-kB, MAPKs and C/EBPs cascades [24, 25, 26].
Furthermore, other studies have suggested that IL-17 can activate JAK-PI3K and
JAK-STAT pathways [27, 28]. However, how IL-17 contributes to the activation of
these pathways is unclear. Hence, further investigations will be necessary to
identify the signaling pathway and the effects of IL-17 in distinct cell populations
such as fibroblasts, CD8+ T cells, macrophages, and NKT cells. It is also
important to evaluate the signaling induced by IL-17 considering the presence of
antigens and different gene polymorphisms.

In this study, we included a large and homogenous cohort of ChD patients
who have not been previously treated for T. cruzi infection and performed a
strategic analysis to establish an appropriate determination of cut-off edge that
allows the division of IL-17 levels in three categories [29]. This method of analysis
dichotomize low and high producers of IL-17 (extremes of expression) and
express better a biological phenomenon that presents a wide dispersion.

In conclusion, the data suggest that IL-17 may play an important
immunomodulatory role in the chronic phase of ChD and might be involved in
protection against myocardial damage. However, there are still many open
guestions pertaining the role of IL-17 in T. cruzi infection [30] and further studies
will be necessary to address them. To elucidate the role of IL-17 in the
development or control of chronic Chagas cardiomyopathy, we are now also
investigating whether lower levels of IL-17 are related to higher morbidity,
expressed by arrhythmogenic substrates, in CARD patients and either by the
presence of subclinical alterations or arrhythmogenicity in IND patients.
Understanding the role of this cytokine may provide useful information for better
comprehension of the pathogenesis of ChD and contribute to the proper

management and treatment of the patients.
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Abstract

Background

Cytokines and chemokines play an important role in the polarization of the immune
response; however, their patterns of expression throughout the chronic phase of
ChD have never been elucidated. This study was designed to identify a composite
set of biomarkers associated with morbidity and to investigate the pattern of

cytokine and chemokine expression throughout the chronic phase of ChD.

Methods and results

It is one of the largest analyses involving set samples from a cohort of patients
grouped as indeterminate form (IND, n=93) and Chagas cardiomyopathy (CARD,
n=141). Healthy individuals (n=32) were also included as a control group (non-
infected [NI]). Mean age of ChD patients was 46.83+9.97 years (range, 23-69
years), and 119 (51%) were male. Exploratory analysis of cytokine and chemokine
networks in the CARD group revealed significant positive correlations amongst
IFN-y «& CXCL10 and CXCL9 « CXCL10 as well as negative strong axes
connecting IL-10 with CXCL9 and TNF-a. By contrast, in the IND group was
remarkable the presence of an overall multifaceted network with stronger
connections between IL-10 and IL-17, and IL-10 and IFN-y axes along when
compared to the other groups. Additional analyses showed that higher levels of
IFN-y, TNF-a, CXCL9, and CXCL-10 together with lower levels of IL-10 and IL-17
are associated with worse left ventricular function in ChD. The machine learning
algorithms assays pointed out IFN-y, TNF-a, IL-10, and IL-17 as putative
immunological biomarkers in ChD. No pattern could be observed when evaluating
the IL-10 and IFN-y expression in the IND group. On the other hand, these

cytokines proved to be uniform in the CARD group.

Conclusion
All together, this study revealed a pattern of cytokine and chemokine expression

and also their association with morbidity in ChD.

Keywords:
Cytokines; chemokines; immune system; flow cytometry; Chagas disease;

morbidity.
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Introduction

Chagas disease caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi (T.
cruzi) remains an important neglected tropical disease and a significant cause of
morbidity and mortality (1). It is endemic in Latin America, but has become a
worldwide problem because of migration of infected individuals to developed
countries, mainly in Europe and North America (2). Regionally, the disease is the
major cause of physical disability secondary to tropical diseases in young adults
(3, 4).

The immunopathogenesis of ChD is complex and not completely
understood (5). The exact mechanisms that underlie the establishment and
maintenance of the cardiac pathology are not clear (6). Despite intense research
to understand the dynamics of this process, it is still necessary to better define the
immunological parameters that characterize differences in morbidity and prognosis
among patients with different forms of the disease.

Cytokines and chemokines are modulators of inflammatory processes that
play an important role in the polarization of the immune response, cell
maintenance and differentiation (7, 8); however, their patterns of expression in
short, medium, and long-terms throughout the chronic phase of ChD have never
been elucidated.

Although some markers have shown relatively promising correlations with
disease status, most studies were performed on relatively small sets of samples.
Another problem is that many markers have a high degree of overlap between
groups (9). Given these findings, a composite set of biomarkers and an approach
that integrates clinical and biomarker data may be more appropriate for clinical
monitoring application. Furthermore, the knowledge about a pattern of cytokines
and chemokines expression is important, since it makes possible the
characterization of the immune response through one or a few measurements in
the peripheral blood.

This study was based on analyzing repository samples collected from
patients infected with T. cruzi. It is one of the largest analyses involving set
samples from a cohort of IND and CARD patients to date. The primary aim of this

study was to identify a composite set of biomarkers associated with morbidity of
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ChD. Another purpose of the study was to investigate the pattern of cytokine and
chemokine expression throughout the chronic phase of ChD.

Methods

Study population

This study comprises 234 patients with ChD from endemic areas within the
state of Minas Gerais, Brazil, who were referred to the Referral Outpatient Center
for Chagas Disease at the Clinical Hospital of the Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, from May 1994 to
September 2014. The diagnosis of ChD required at least two positive serologic
tests for antibodies against T. cruzi (indirect hemagglutination, indirect
immunofluorescence, or enzyme-linked immunosorbent assay). The study was
approved by the Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (protocol COEP-ETHIC 502/11) and Comité de Etica em Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou (protocol
CEPSH-CPgRR 15/2011). All enrolled individuals gave written informed consent
prior to the inclusion in the study.

Inclusion criteria were the diagnosis of IND defined as asymptomatic
individuals, in sinus rhythm, with no significant alterations in electrocardiography,
chest radiograph, and echocardiogram, and diagnosis of CARD characterized by
the echocardiographic finding of a dilated left ventricle with impaired ventricular
systolic function. Left ventricular diastolic diameter (LVDD), left ventricular ejection
fraction (LVEF), and ratio of the early diastolic transmitral flow velocity to early
diastolic mitral annular velocity (E/e’ ratio) were used as parameters of the left
ventricular function, where LVEF <55% and LVDD/body surface area 231mm were
used to define CARD patients [2]. Individuals with any other chronic inflammatory
disease, thyroid dysfunction, valvular heart disease, coronary artery disease,
systemic arterial hypertension, chronic obstructive pulmonary disease,
hydroeletrolytic disorders, renal insufficiency, diabetes mellitus, alcoholism, and
other infectious diseases were excluded from this study.

Healthy individuals from a non-endemic area for the disease, matched to

ChD patients by age and gender, and showing negative serological tests for the
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infection were included as a control group, NI. None of the patients were
undergoing etiological treatment nor had been previously treated for T. cruzi
infection.

In order to investigate the pattern of cytokine and chemokine expression
throughout the chronic phase of ChD, a cohort sub study was performed involving
113 patients with ChD and 15 healthy individuals, included as a control group, who
have had peripheral blood samples collected in three distinct years, between 1994
and 2014.

Flow cytometry multiplex cytokine assay

Three different CBA kits, a Human Inflammatory Cytokine Kit, a Human
Th1/Th2/Th17 Kit, and a Human chemokine Kit (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) were used to measure cytokine and chemokine levels in plasma, following
manufacturer instructions as described in prior study (10).

The data were acquired in a BD FACSCalibur flow cytometry system (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) and analyses performed using BD FCAP Array
software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The standard curve was
determined using a five-parameter logistic (5-PL) equation. The results were
based on standard concentration curve and expressed as picogram per milliliter

(pg/mL).

Biomarkers networks assembling

Exploratory networks model were applied to assess the relationship among
cytokines, chemokines, and echocardiographic parameters in each evaluated
group. The circle structure of the networks using specific gray-scale globular
nodes was chosen to highlight the total number of possible edges between all
pairs of nodes observed for each evaluated group. Each variable is represented by
specific globular nodes. All the statistically significant correlations (p < 0.05) were
included in the network and categorized according to the strength of the
correlation as follows: weak (r < 0.30), moderate (r = 0.30 to 0.60) and strong (r >
0.60) as proposed by Taylor (1990). Significant correlations representing the
interaction  between the investigated cytokines, chemokines, and
echocardiographic parameters were compiled using the open source software

Cytoscape (version 3.2.1).
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Supervised and unsupervised learning algorithms

Supervised algorithms Support Vector Machine (SVM) and k-Nearest
Neighbor (k-NN) and unsupervised Hierarchical Clustering were performed
through the GenePattern platform (11). k-NN leave-one-out cross validation mode
was executed with k = 3, T-Test statistic for feature selection and Euclidean
distance measure. Hierarchical Clustering was performed with Euclidean distance
measure and pair wise complete-linkage clustering.

Machine learning algorithms are designed in order to build a system which
can learn from previous experiments. Both supervised and unsupervised machine
learning algorithms were applied based on the expression levels of twelve distinct
immune biomarkers per individual. The aim of the supervised analysis was to build
a classifier for unknown individuals by comparing their expression levels against
those from individuals with known health condition (NI, IND, and CARD). It also
performed unsupervised analysis in order to group individuals with close

expression levels of the plasma cytokines and chemokines.

Statistical analyses

Statistical comparative analyses were performed in groups of two between
the NI, IND, and CARD groups, using the non-parametric Kruskal-Wallis test and
Mann-Whitney U test, together with the Bonferroni correction (significance level,
0.05/3 = 0.0167). Categorical data were presented as numbers and percentages,
and continuous data were expressed as mean * standard deviation (SD) or
median and interquartile range (25%-75%), as appropriate.

SPSS statistical software, version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois) was
used for all analyses. The graphs were prepared using GraphPad Prism software,
version 5.0 (San Diego, CA, USA). All tests were performed considering a

significance level of 5% (a = .05).
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Results

Clinical features

The mean age of ChD patients was 46.83 + 9.97 years, and 51.4% were
male. The IND group included 93 asymptomatic patients, with ages ranging from
27 to 69 years (mean of 43.49 + 8.8). The CARD group included 141 patients, with
ages ranging from 23 to 67 years (mean of 49.03 + 10.12). Most CARD patients
(85.8%) were in NYHA functional class | and Il. Moreover, 32 healthy individuals,
16 males (50%), ranging from 27 to 58 years of age (mean of 39.38 + 10.08), were
also included as the NI group. The demographic and clinical characteristics of ChD

patients are summarized in Table 1.

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the Chagas disease

patients.
Variables IND (n =93) CARD (n = 141) p Value
Clinical
Age, yrs 43.49 + 8.8 49.03 +10.12 0.000*
Male, n/% 40 (43) 85 (60.3) 0.012*
BSA, m? 1.73 (1.65, 1.84) 1.68 (1.55, 1.77) 0.054
HR, bpm 68 (62, 75) 64 (59.75, 72) 0.039*
SBP, mmHg 120 (110, 130) 110 (100, 120) 0.002*
DBP, mmHg 82 (80, 90) 70 (60, 80) 0.001*
Ecocardiographic
LVDD, mm 48 (45, 50) 63 (58.5, 68) 0.000*
LVEF, % 66 (63, 69) 39 (29, 47) 0.000*
E/e’ ratio 9 (7, 10) 10 (6, 15.5) 0.009*

Values are expressed as mean and standard deviation (mean + SD), median (interquartile range)
or absolute number (percentage). BSA, body surface area; HR, heart rate; SBP, systolic blood
pressure; DBP, diastolic blood pressure LVDD, left ventricular diastolic diameter; LVEF, left
ventricular ejection fraction; E/e’ ratio, ratio of the early diastolic transmitral flow velocity to early

diastolic mitral annular velocity. *p-value < 0.05 for comparison between IND and CARD groups.
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Plasma concentrations of cytokines and chemokines

The levels of the cytokines (IL-10, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-13, IL-12) and the
chemokines (CXCL10, CCI2, CXCL9, CCL5, CXCL8) were evaluated in the
plasma of healthy individuals and patients with indeterminate and severe forms of
ChD and the results are presented in Fig 1 and Fig 2, respectively. Differences
among the three groups were observed for the evaluated cytokines (p < 0.0001)
and chemokines (p < 0.001), with exception of IL-1B, IL-12, CCL5, and CXCLS.
When the median plasma concentrations of IL-10 and IL-17 were compared
among the three groups, it was observed that patients from the IND group
presented higher levels of this cytokines compared to the other groups (p <
0.0001) Fig 1. Median IFN-y, TNF-qa, IL-6, CXCL10, CCI2, and CXCL9 plasma
levels were significantly higher in patients from the CARD group when compared
to the patients from the IND and NI groups. Summary of cytokine and chemokine

results for biomarkers are shown in the Table 2.

Table 2. Summary of cytokine and chemokine results for biomarkers. The

median and interquartile ranges are reported for all biomarkers evaluated.

NI IND CARD
IL-10 5.11 (4.31, 6.18) 23.9 (17.7, 31.3) 90.78 (7.7, 11.4)
IL-17 10.8 (8.96, 13.1) 26.5 (20.9, 31.5) 14.5 (9.03, 26)
IFN-y 2,92 (1.72, 5,4) 6.5 (3.68, 10) 17.14 (12.08, 22.87)
TNF-a 7.04 (5.13, 8.08) 12.2 (8.13, 16.2) 33.05 (27, 46.5)
IL-6 23.3 (20.9, 29.6) 47.9 (34.5, 65.1) 79.9 (33.9, 128)
IL-1B 8.88 (8, 11.5) 24.5 (16, 29.1) 25.7 (21.3, 31.8)
IL-12 5.82 (5.22, 7.38) 5.93 (5.27, 8.35) 6.91 (5.53, 12.6)
CXCL10 21.05 (18.3, 24.9) 35.3 (29.5, 42) 63.9 (47.3, 93,7)
CCL2 17.8 (15.8, 22.9) 25 (23.6, 26.8) 54.8 (43.4, 77.7)
CXCL9 17.3 (14.5, 19.9) 26.6 (21.4, 29.1) 58.4 (41.8, 80.4)

2571 (1740, 3491)
38.8 (37.2, 40.2)

CCL5 508 (412, 700)
CXCL8 18 (13.5, 19.6)

2890 (2138, 3820)
38.8 (28.9, 40.1)
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Cytokine and chemokine networks and their association with left ventricular
function in Chagas disease

Exploratory analysis of biomarker networks revealed that the NI group
displayed a modest cytokine and chemokine response characterized by discretely
distributed attributes as well as weak and moderate connecting axes involving
proinflammatory and regulatory cytokines and chemokines (Fig 3). By contrast,
patients with ChD displayed a broad and complex network. In the IND group was
remarkable the presence of an overall multifaceted network with more and
stronger connectivity between IL-10 and IL-17 (r = 0.635, p < 0.0001), and IL-10
and IFN-y (r = -0.676, p < 0.0001) when compared to the other groups (Fig 3).
Interestingly, the patterns of connections between host biomarkers observed in the
CARD group were dramatically diverse than that observed in the other groups (Fig
3). This group displayed a substantial increase in number of significant interactions
in the cytokines and chemokines network. Notably, it could be observed amongst
IFN-y <> CXCL10 (r = 0.601, p < 0.0001) and CXCL9 <« CXCL10 (r = 0.646, p <
0.0001) axes along with strengthening of IL-10 with CXCL9 (r = 0.601, p < 0.0001)
and TNF-a (r = -0.624, p < 0.0001), as well as IL-17 and CXC9 (r = 0.604, p <
0.0001) connections when compared to NI and IND groups (Fig 3).

In order to confirm whether the plasma levels of cytokines and chemokines
in fact correlates with better or worse left ventricular function in ChD, a network
model was also applied to assess the relationship between these biomarkers and
echocardiographic parameters of systolic and diastolic ventricular function in either
IND or CARD groups (Fig 3). The correlation coefficients among cytokines and
chemokines with echocardiographic parameters of left ventricular function are
presented in the Table 3. Data analysis demonstrates that the IND group showed
weaker interactions involving cytokines and chemokines, and parameters of
cardiac function as compared to the CARD group (Fig 3). In general, a significant
association were verified between lower levels of IL-17 and IL-10, and morbidity
expressed by lower LVEF and higher LVDD as well as E/e’ ratio in both groups
(Fig 3). Interestingly, a significant positive correlation between higher levels of IL10
and IL-17, and higher LVEF were observed in the IND and in the CARD groups. In
contrast, a significant negative correlation could be found between higher levels of
IL-10 and IL-17, and lower LVDD in the IND group (Fig 3). Similar results could be

found when comparing lower levels of IL-10 and IL-17, and higher E/e’ ratio in the
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same group. Plasma levels of IFN-y, TNF-a, CXCL-9, and CXCL10 were inversely
correlated with LVEF in the IND group. Similarly, significant negative correlations
were identified when the levels of IFN-y, TNF-a, CXCL-9, CXCL10, and CCL2
were compared with LVEF in the CARD group. Conversely, direct association
were observed between higher levels of IFN-y, TNF-a, CXLC9, CXCL10, and
CCL2, and higher LVDD as well as higher E/e’ ratio in the CARD group. Similar
results could be found when comparing higher levels of these proinflammatory
cytokines and chemokines and, higher LVDD and E/e’ ratio in the IND group (Fig
3).
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Table 3. Correlation analyses among cytokines and chemokines with
echocardiographic parameters of left ventricular function in patients with

indeterminate and Chagas cardiomyopathy.

IND CARD
Variables LVEF LVDD Ele’ LVEF LVDD Ele’
(%) (mm) ratio (%) (mm) ratio

IL-10 0.678 -0.428 -0.451 0.595 -0.428 -0.451
IL-17 0.698 -0.404 -0.306 0.520 -0.404 -0.306
IFN-y -0.527 0.328 0.302 -0.672 0.491 0.472
TNF-a -0.579 0.413 0.331 -0.668 0.423 0.378
CXCL10 -0.526 0.384 0.131 -0.664 0.427 0.543
CCL2 -0.164 0.268 0.003 -0.605 0.476 0.516
CXCL9 -0.266 0.044 0.135 -0.659 0.414 0.547
CCL5 -0.041 0.071 0.057 -0.059 -0.043 0.025
CXCL8 0.203 -0,125 -0.067 -0.061 0.123 0.103

The Spearman’s rank correlation coefficients highlighted in bold are statistically significant at the
0.01 level
(2-tailed). IND = indeterminate form; CARD = Chagas cardiomyopathy.

Analysis of overall cytokine and chemokine signatures

It was performed clustering techniques to group individuals and biomarkers
with similar expression signatures (Fig 4). Two hierarchical clustering assays were
performed. The first assay was built with all twelve biomarkers values of each
individual. Clearly, the hierarchical clustering algorithm clustered IL-10 and IL-17
together with the shortest distance. Additionally, IFN-y and TNF-a were also
clustered together with the second closest distance. Therefore, it was performed a
second hierarchical clustering with only the expression of markers IFN-y, TNF-a,
IL-10, and IL-17. When only these four markers were considered, an interesting
pattern of expression was easily observed. While most CARD patients presented

higher levels of IFN-y and TNF-a, most IND patients displayed higher levels of IL-
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10 and IL-17. The NI individuals remained with lower levels of all four markers
when compared to the other groups. These results prompted us the question of
whether the four markers could be used to build a classifier.

In order to build the classifier, it was selected the k-NN algorithm. Despite
being among the simplest machine learning algorithms, the k-NN performance
was excellent. In a cross-validation mode, only two individuals were misclassified
among a panel of 266 individuals. Confusion matrix showed that both miss-
classified individuals presented the IND form of the disease. All CARD patients, as
well as NI individuals, were correctly classified by k-NN algorithm. The accuracy,
sensitivity and specificity values of the prediction assays were above 99%.

Pattern of cytokine and chemokine expression throughout the chronic
infection with T. cruzi

The evaluation of cytokine and chemokine expression throughout the
chronic phase of ChD showed that the plasma levels of IL-17, TNF-a, CCL2, and
CXCL-8 remained uniform in all evaluated groups (p > 0.05) (Fig 5 and Fig 6).
Data analysis demonstrated that non-infected controls displayed a balanced
pattern of cytokine and chemokine expression, represented by evenly controlled
immune response. In the IND patients it was also verified a regular pattern of
expression of the cytokines IL-6 (p = 0.137), IL-12 (p = 0.816), and IL-18 (p =
0.724) (Fig 5). Strikingly, the data analysis showed no pattern in the profile of IL-10
(p = 0.003) and IFN-y expression (p = 0.022) in the same group of patients (Fig 5).
Conversely, the pattern of expression of these cytokines proved to be regular in
the CARD group (p = 0.259 and p = 0.583, respectively) (Fig 5). These patients
presented a regular pattern in the production of the chemokines CXCL-10 (p =
0.758) and CCL5 (p = 0.391) as well (Fig 6).
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Discussion

The broad samples from ChD patients who not had been previously treated
for T. cruzi infection, then, without any interference in the natural history of the
disease, probably allowed the obtainment of consistent and robust data. Moreover,
the methodology used in the data analysis might have also favored to clear up the
knowledge about the immune response in those patients.

Immunological measurements are usually derived from multiple interrelated
systems (12). The machine learning algorithms assays used to bioinformatics
analyses in this study might be more accurate than classical methods in
multivariate analysis of immunological data. The results pointed out IFN-y, TNF-q,
IL-10, and IL-17 as putative immunological biomarkers in ChD. Here we also
showed consistent evidences that there is pattern of cytokine and chemokine
expression throughout the chronic phase of ChD.

The present study included quantitative echocardiographic parameters to
assess the left ventricular function. In general, systolic dysfunction and impairment
of left ventricular filling are an important hallmark as well as predictors of functional
capacity and mortality in patients with ChD (2). The E/e’ ratio (a marker of LV filling
pressure) has an effect on mortality in Chagas cardiomyopathy (13).

The high levels of IFN-y and TNF-a observed in the CARD group support
the idea that Thl immune responses are involved in heart lesions of ChD patients
(14). These results reinforce findings from previous studies (14-20). The
exacerbated Thl response observed in the peripheral blood of CARD patients
seems to reflect on the Thl-rich inflammatory infiltrate predominantly secreting
IFN-y and TNF-a, with lower production of IL-4, IL-6, IL-7, and IL-15 found in their
myocardium as evidenced by immunohistochemistry and mRNA expression
studies (21, 22). The stability of IFN-y, observed in these patients, might also
explain the inflammation due to the maintenance of regular high levels of that
cytokine. However, TNF-a was uniform in both IND and CARD patients. This
finding demonstrates that higher levels of this cytokine are maintained in patients
with the cardiac form and collaborate with the intense inflammation. On the other
hand, this cytokine remains regularly at low levels in IND patients and it is not able

to induce an exacerbated inflammatory response as observed in patients with the
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severe form of the disease probably due to the efficient control of anti-
inflammatory cytokines (6).

Higher levels of IL-10 and IL-17 observed in the IND group throughout the
chronic phase of ChD revealed the important role of those cytokines in the
maintenance of the immunoregulatory balance and avoid the development of
cardiac dysfunction. The results showed stability of IL-10 in CARD patients, but
not in the IND patients, which indicates that this cytokine remains regularly at low
levels during the chronic Chagas cardiomyopathy and those levels are insufficient
to control the inflammation and tissue damage. In IND patients the instability of IL-
10 might be important to predict the progression of some indeterminate patients
towards the cardiac forms of the disease.

Although, the data did not show any difference in the levels of IL-1B and
higher levels of IL-6 in patients with the cardiac form, those cytokines seem to
display a regular profile of expression in IND patients. The cytokines IL-13 and IL-
6 are important for the differentiation of Th17 cells, which might explain the higher
levels of IL-17 expressed in the plasma of IND patients. On the opposite side, the
instability of 1I-1B and IL-6 in CARD group might explain the low level of IL-17 in
the plasma of those patients. Therefore, the stability of IL-17 in both IND and
CARD groups reflects the effect of an ongoing infection in these patients and the
secretion of this may continue even if it occurs at much lower levels.

Data analysis showed that CXCL9 and CXCL10 are highly expressed in
CARD group. However, only CXCL10 showed to be uniform in this group, which
suggest that this chemokine might be the most induced by high levels of IFN-y
observed in patients presenting the severe form of the disease. Moreover, the
stability profile and high levels of CXCL10 verified in the CARD group indicate that
it might be an important chemokine to the induction of inflammation due to its role
to attract several cell types, such as T cells. The low levels of CXCL9 and CXCL10
and their instability in the IND group might be cause by low levels of IFN-y, and
also indicate less cell recruitment and explain lower inflammation compared to the
CARD group.

Similarly, the CARD group presented higher levels of CCL2 compared to
the other groups and higher levels of CCL5 compared to NI group. In addition, the
CARD group displayed a stability profile of CCL2 and CCL5, whereas in the IND
group higher levels of CCL5 could be verified when compared to NI group. CCL2
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recruits memory T cells, dendritic cells and monocytes to the inflammation site
contributing to the attraction induced by CXCL9 and CXCL10 in patients with the
cardiac form of the disease. In spite of high levels of CCL5 observed in the IND
group and the involvement of this chemokine in the attraction of different cell
populations, CCL5 does not seem to present a profile of expression in the
indeterminate form of the disease.

The IND group showed a network of low and moderate correlations

between the proinflammatory cytokines and chemokines, whereas a strong
correlation between the cytokines IL-10 and IL-17. Those cytokines also correlated
positively with LVEF and negatively with E/e’ ratio. On the other hand, the
biomarkers network in the CARD group showed intense correlation between the
proinflammatory cytokines and chemokines as well as negative correlation
between regulatory cytokines and interferon induced chemokines.
The complex network observed in the CARD group demonstrate a narrow
connection between the high expression of proinflammatory cytokines and
chemokines together with low expression of IL-10 and IL-17 with worse left
ventricular function. By contrast, the regulatory cytokines seem to be important to
control the inflammation and avoid the progression to the severe forms of Chagas
heart disease. All together, this study revealed a pattern of cytokine and
chemokine expression and also their association with cardiac function in ChD. The
knowledge about the pattern of cytokines and chemokines expression might
makes possible the characterization of the immune response through one or a few
measurements in the peripheral blood from patients.
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Fig 1. Plasma concentrations of cytokines in the studied groups. The groups
evaluated were: health controls (NI, n = 32, white box), indeterminate form (IND, n
= 93, light gray box), and Chagas cardiomyopathy (CARD, n = 141, dark gray
box).The results were expressed by pg/mL. Significant differences at p-value <
0.05 are highlighted by letters for difference of a group as compared to NI
indicated by “a”, to IND indicated by “b”, and to CARD indicated by “c”.
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Fig 2. Plasma concentrations of chemokines in the studied groups. The
groups evaluated were: health controls (NI, n = 32, white box), indeterminate form
(IND, n = 93, light gray box), and Chagas cardiomyopathy (CARD, n = 141, dark
gray box).The results were expressed by pg/mL. Significant differences at p-value
< 0.05 are highlighted by letters for difference of a group as compared to NI
indicated by “a”, to IND indicated by “b”, and to CARD indicated by “c”.
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Fig 3. Cytokines and chemokines networks and their association with left
ventricular function in Chagas disease. The groups evaluated were: health
controls (NI, n = 32), indeterminate form (IND, n = 93), and Chagas
cardiomyopathy (CARD, n = 141). A) Interactions between cytokines and
chemokines in the NI, IND, and CARD groups. B) Biomarkers networks were
assembled to assess the association between human cytokines and chemokines,
and echocardiographic variables of cardiac function in each evaluated group.
Circular layouts underscore markers by specific gray-scale globular nodes. The
continuous lines represent positive correlation and the traced lines represent the
negative correlation. Connecting edges display underscore weak (r < 0.30),
moderate ((r = 0.30 to 0.60), and strong (r > 0.60) correlations between the

variables as proposed by Taylor (1990).
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Fig 4. Systems biology strategy for analyzing overall cytokine and
chemokine signatures by heatmap. Each cell represents the median of the
biomarker for the corresponding group. Bioinformatics tool applied used heatmap
computational method to preprocess flow cytometry data and to identify the overall
cytokine and chemokine signatures. For each row, the medians are then scaled to
mean O and standard deviation 1. The dendrogram was generated based on
hierarchical clustering with transposed complete linkage and 1-Pearson correlation

as distance.
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Fig 5. Pattern of cytokine expression throughout the chronic phase of
Chagas disease. The groups evaluated were: health controls (NI, n = 15, white
bar), indeterminate form (IND, n = 39, light gray bar), and Chagas cardiomyopathy
(CARD, n = 74, dark gray bar). The evaluation of the pattern of expression for
each cytokine was performed in three different time points between 1994 and
2014. The results were expressed by pg/mL. Significant differences at p-value <

0.05 are highlighted by asterisks to indicate variability in the evaluated group.
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Chagas disease. The groups evaluated were: health controls (NI, n = 15, white
bar), indeterminate form (IND, n = 39, light gray bar), and Chagas cardiomyopathy
(CARD, n = 74, dark gray bar). The evaluation of the pattern of expression for

each chemokine was performed in three different time points between 1994 and

2014. The results were expressed by pg/mL. Significant differences at p-value <
0.05 are highlighted by asterisks to indicate variability in the evaluated group.
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6 CONCLUSOES

A alta expressao de citocinas e quimiocinas inflamatdrias assim como a
baixa expressdao de IL-10 e IL-17 associam-se com maior morbidade na
doencga de Chagas.

As citocinas IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a e as quimiocinas CXCL9 e CXCL10, em
conjunto, podem representar importantes biomarcadores de morbidade e

progndstico na cardiopatia chagasica cronica.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A expressdao clinica da doenca de Chagas parece resultar de fatores
multiplos e complexos ligados ao parasito, ao hospedeiro e a modalidade de
interacdo entre eles. Nao se encontrava definido, até o momento, se o padrao de
resposta imune, expressado pelos niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas,
constituia uma caracteristica comum e uniforme em pacientes com grau
semelhante de morbidade.

A constatacao de haver uniformidade interna no padrao da resposta imune
no grupo IND e no grupo CARD fornece fundamento para que se possa definir este
perfil por meio da dosagem de citocinas e quimiocinas em uma ou poucas
amostras de sangue periférico desses pacientes. Os achados desse estudo sao
importantes e revelam, por outro lado, a existéncia de variabilidade no padrao de
expressao de citocinas e quimiocinas quando os grupos foram comparados.

Os resultados deste estudo contribuem, ainda, para a melhor compreensao
do padrao da resposta imune e suas relacdes com a morbidade da cardiopatia
chagasica. Esses elementos sdao importantes para o refinamento da estratificacao
de risco, assim como para a abordagem clinica, prevengao e tratamento precoce e

adequado dos pacientes com doenga de Chagas.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

Neste estudo realizou-se andlise temporal de casos. Por se tratar de estudo
observacional com corte transversal ndo é possivel fazer qualquer inferéncia sobre
causa ou efeito. O padrao uniforme na expressdao de citocinas e quimiocinas
plasmasticas nos em pacientes observado nos grupos de pacientes com a forma
indeterminada e cardiomiopatia dilatada nao deve ser tomado como conclusivo.
Embora a amostra deste subestudo seja homogénea e razoavelmente grande,
desconhe-se o seu poder. De forma ainda mais importante, a expressao
plasmatica de citocinas e quimiocinas nao expressa necessariamente a

imunopatogenia tecidual.
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9 PERSPECTIVAS

Os processos de fibrogénese e remodelagem cardiaca possivelmente,
associam-se diretamente com a resposta inflamatéria na cardiopatia chagasica. E
possivel, ainda, que o maior grau de arritmogenicidade possa ser previsto pela
dosagem de biomarcadores do metabolismo colageno. Neste sentido, é
importante verificar a associacdo entre a resposta imune, expressa por citocinas e
guimiocinas com o grau de fibrose miocdardica e arritmogenicidade em pacientes
com cardiopatia chagasica cronica. Além disso, é importante validar os resultados
do estudo que apontam as citocinas IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a. e as quimiocinas
CXCL9 e CXCL10, em conjunto, como potenciais biomarcadores de morbidade e
prognostico na cardiopatia chagasica cronica.

Por fim, ndo se sabe se a expressao da resposta imunoldgica apresentada
pelos pacientes com cardiomiopatia chagasica é uma caracteristica especifica
dessa doenga ou resposta comum aos pacientes com cardiomiopatias de etiologia
diversa. Neste contexto, é igualmente importante verificar a existéncia ou nao de
especificidade, e a relacdo da resposta imune com o grau de morbidade em
pacientes com cardiomiopatia chagdasica e nao chagasica.

Os resultados destes estudos, em andamento, poderao contribuir para o
melhor conhecimento do papel da resposta imune na patogénese da cardiopatia
chagdsica, especialmente no que se refere a evolugdao clinica, remodelagem
cardiaca e arritmogenicidade, assim como para a definicdo refinada dos pacientes
candidatos a implante de cardiodesfibrilador implantavel e ado¢ao de medidas
terapéuticas visando a otimizacdao do emprego desta importante, mas dispendiosa

e complexa forma de terapia.
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ANEXOS E APENDICES

Anexo A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 0502.0.203.000-11

Interessado(a): Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 16 de novembro de 2011, o projeto de pesquisa intitulado
"Associagcdo da expressao fenotipica de marcadores imunolégicos
com a morbidade cardiaca na doenga de Chagas"” bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Pro aria Teresa Marques Amarﬁl

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 ~ Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - g-mail; coep@prpq.ufing.br
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Anexo B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do CPqRR/FIOCRUZ

Ministério da Saide

FIOCRUZ
Fundacgéio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou

Comité de Etica

CARTA DE APROV - / CPgRR / FIOCRUZ /

Protocolo CEP - CPgRR n°: 15/2011

Projeto de Pesquisa: ‘Identificagdo de marcadores imunoldgicos associados com a disfungéo cardiaca na
doenga de Chagas”,

Pesquisadora Responsavel: Juliana de Assis Silva Gomes Estanislau

Instituigao Realizadora: Centro de Pesquisa René Rachou

Apds submissdo e analise criteriosa das pendéncias emitidas no parecer emitido em 27 de setembro de
2011, no Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou,
constamos que o estudo atende aos aspectos fundamentais da Resolugdo 196/96 CNS, sobre Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica do CPgRR / FIOCRUZ Minas, de acordo com as atribuigdes a ele

concedidas pela Legislag3o vigente, manifesta-se pela homologagao das alteragdes no projeto de pesquisa
proposto

Situagdo: APROVADO.
Firma-se diante deste documento a necessidade de serem apresentados os relatérios parciais e final.

MmamamthMwmmwmu
apreciacdo do CEP.

Belo Horizonte, 19 de janeiro de 2012,

8 MM TA ™.
l APRCVADOD ! o
- .
| Comied de frica om Peagaiens com Seses Huma «' ,um

adofdonPSH CPgRR

§ Cantry & Pesga 13 e Rauhou - HG FROCKUZ §

' 4
‘—~. o Galdvnb—

Av Augusto de Lima. 1715 Baro Preto 30190-002, Belo Horizomte ~ MG - Brasil
Tel 55 Dux31 3298 3565 (ramad 181) Fax 55 Oxx31 3295 3115 htp iwwa cpgrr flocna be
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Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE (grupo caso)

FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE: ! '

> T
INFECTOLOGIA E MEDICINA TROPICAL mﬁf =

Av. Prof. Alfredo Balena 190/sala 533
Belo Horizonte — MG - CEP 30130-100
Fone: (031) 3409-9641 FAX: (31) 3409-9642

Linha de Pesquisa: Fatores determinantes de morbidade e progndstico na cardiopatia chagasica

cronica.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — GRUPO-CASO

Projeto de Pesquisa

TITULO: Associacio da expressdo fenotipica de marcadores imunoldgicos com a morbidade

cardiaca na doenca de Chagas.

Vocé estda sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa clinica e, antes de aceitar, é
necessario que vocé leia e compreenda a seguinte explicagdo sobre o que se propde a ser feito.

Esta declaragdo descreve o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos e desconfortos do estudo.

Descri¢cdao da pesquisa

OBJETIVOS: o estudo tem como objetivo avaliar os mecanismos imunoldgicos presentes em
pacientes chagasicos, auxiliando na compreensdo do aparecimento das lesdes e da evolugao da

doenga e, consequentemente, no manejo clinico dos pacientes.

DESCRICAO DO ESTUDO: sera colhida pequena amostra de sangue (20 mL) em tubos estéreis. Os
exames de sangue tém como propodsito a realizacdo do hemograma e caracterizagcdo das células
de defesa do organismo para auxiliar no entendimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos

na doenca.

BENEFICIOS: os participantes terdo seu estado imunolégico avaliado por hemograma e outros

exames a serem realizados. Além disso, a participacdo neste estudo poderd contribuir para o
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conhecimento dos mecanismos envolvidos na doenca de Chagas, podendo colaborar para a
melhoria do tratamento dessa doenca. Os resultados das avaliagGes clinicas e laboratoriais serdo
fornecidos e explicados para cada participante do estudo, incluindo os individuos ndao chagasicos

sauddveis que constituirdo o grupo-controle.

RISCOS EM POTENCIAL: os riscos para os participantes sdo minimos. Existe a possibilidade de
ocorrer desconforto pela picada da agulha no momento da retirada do sangue; no entanto, a
coleta serd realizada por profissional enfermeiro treinado e experiente, que poderd auxiliar o

participante no caso de ocorréncia de algum desconforto.

PERMISSAO PARA A REVISAO DOS DADOS (CONFIDENCIALIDADE): todas as informagdes,
incluindo dados clinicos e de exames complementares coletados do prontudrio do paciente e
gerados por este estudo, serdo tratadas de modo confidencial e sigiloso, ficando restritas aos

pesquisadores e ao participante, se assim desejar.

CONFIDENCIALIDADE: os resultados de seus exames serdo analisados em sigilo até onde é
permitido pela lei. No entanto, o pesquisador, o orientador da pesquisa e, sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e do Centro de Pesquisas René Rachou
(CPgRR) - FIOCRUZ poderdo ter acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo nome.
Qualquer publicagao dos dados nao o identificard. Ao assinar este formulario de consentimento,
vocé autoriza o pesquisador a fornecer seus registros para o orientador e para o Comité de Etica

em Pesquisa da UFMG e do CPqRR-FIOCRUZ.

DESLIGAMENTO: sua participacdo neste estudo é voluntdria e sua recusa em participar do estudo
nao acarretara penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Vocé podera cessar
sua participacdo a qualquer momento, sem prejuizo para a continuidade de seu

acompanhamento.

EQUIPE RESPONSAVEL:

Coordenador: Prof. Dr. Manoel Otéavio da Costa Rocha (UFMG) — 3409-9547
Coordenadora adjunta: Prof®. Dr®. Juliana de Assis Silva Gomes Estanislau (UFMG) —
(31) 3409-3006

Colaborador: Giovane Rodrigo de Sousa — (31) 9208-1702
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Se precisar de mais informacdes sobre o trabalho que estd sendo realizado, vocé devera entrar
em contato com o Professor Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha no CTR-DIP Orestes Diniz, as
tercas e sextas-feiras pela manh3, ou pelo telefone (31) 3409-9547. Caso tenha alguma duvida
sobre os seus direitos como paciente de pesquisa, informacdes podem ser obtidas no Comité de
Etica em Pesquisa (COEP) na Av. Antonio Carlos, 6.627 Unidade Administrativa Il - 22 andar - sala
2005, Campus Pampulha Belo Horizonte, MG - Brasil CEP 31270-901 ou pelo telefone (31)
3409.4592 ou no Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ)

pelo telefone (31) 3349-7825. Caso haja necessidade, podera ser solicitada cdpia do projeto.

CONSENTIMENTO: com base no exposto, estou ciente de que a minha participagdo é voluntaria e
sera restrita a doacdo de amostras de sangue. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas duvidas foram respondidas a contento. Fui informado de que poderei, a qualquer
momento, me retirar do projeto de pesquisa, por qualgquer motivo, sem que isso acarrete
qualguer prejuizo ao prosseguimento de meu acompanhamento médico no Ambulatério de

Referéncia em doenca de Chagas do CTR-DIP.

Belo Horizonte, de de

Ass. do paciente ou responsavel:

Ass. da testemunha:

Ass. do orientando

Ass. do pesquisador responsavel (orientador)
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Apéndice B - Termo de consentimento livre e esclarecido - TCLE (grupo controle)

FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE: 5 l
= S
INFECTOLOGIA E MEDICINA TROPICAL ““’“Tﬁf =

Av. Prof. Alfredo Balena 190/sala 533
Belo Horizonte — MG - CEP 30130-100
Fone: (031) 3409-9641 FAX: (31) 3409-9642

Linha de Pesquisa: Fatores determinantes de morbidade e progndstico na cardiopatia chagasica

cronica.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — GRUPO CONTROLE

Projeto de Pesquisa

TITULO: Associacio da expressdo fenotipica de marcadores imunoldgicos com a morbidade

cardiaca na doenca de Chagas.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa clinica e, antes de aceitar, é
necessario que vocé leia e compreenda a seguinte explicagdo sobre o que se propde a ser feito.

Esta declaragdo descreve o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos e desconfortos do estudo.

Descrigdao da pesquisa

OBJETIVOS: o estudo tem como objetivo avaliar os mecanismos imunoldgicos presentes em
pacientes chagasicos, auxiliando na compreensdo do aparecimento das lesdes e da evolugado da

doenga e, consequentemente, no manejo clinico dos pacientes.

DESCRIGCAO DO ESTUDO: sera colhida pequena amostra de sangue (20 mL) em tubos estéreis. Os
exames de sangue tém como propdsito a realizacdo do hemograma e caracterizagdo das células
de defesa do organismo para auxiliar no entendimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos
na doenca. No seu caso, em particular, vocé faz parte do chamado “grupo-controle”, isto é,
paciente sem histdria de ter contraido doenca de Chagas e com exame de sangue negativo para

essa doenca.
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BENEFICIOS: os participantes terdo seu estado imunolégico avaliado por hemograma e outros
exames a serem realizados. Além disso, a participacdo neste estudo poderd contribuir para o
conhecimento dos mecanismos envolvidos na doenca de Chagas, podendo colaborar para a
melhoria do tratamento dessa doenca. Os resultados das avalia¢des clinicas e laboratoriais serdo
fornecidos e explicados para cada participante do estudo, incluindo os dos individuos nao

chagdsicos saudaveis que constituirdo o grupo-controle.

RISCOS EM POTENCIAL: os riscos para os participantes sdo minimos. Existe a possibilidade de
ocorrer desconforto pela picada da agulha no momento da retirada do sangue; no entanto, a
coleta serd realizada por profissional enfermeiro treinado e expe-riente, que podera auxiliar o

participante no caso de ocorréncia de algum desconforto.

PERMISSAO PARA A REVISAO DOS DADOS (CONFIDENCIALIDADE): todas as informagdes,
incluindo dados clinicos e de exames complementares coletados do prontuario e gerados por este
estudo, serdo tratadas de modo confidencial e sigiloso, ficando restritas aos pesquisadores e ao

participante, se assim desejar.

CONFIDENCIALIDADE: os resultados de seus exames serdo analisados em sigilo até onde é
permitido pela lei. No entanto, o pesquisador, o orientador da pesquisa e, sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e do Centro de Pesquisas René Rachou
(CPgRR) - FIOCRUZ poderdo ter acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo nome.
Qualquer publicagao dos dados nao o identificard. Ao assinar este formulario de consentimento,
vocé autoriza o pesquisador a fornecer seus registros para o orientador e para o Comité de Etica

em Pesquisa da UFMG e do CPqRR-FIOCRUZ.

DESLIGAMENTO: sua participacdo neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar do estudo
nao acarretara penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Vocé podera cessar
sua participacdo a qualquer momento, sem prejuizo para a continuidade de seu

acompanhamento.

EQUIPE RESPONSAVEL:

Coordenador: Prof. Dr. Manoel Otéavio da Costa Rocha (UFMG) — 3409-9547
Coordenadora adjunta: Prof®. Dr®. Juliana de Assis Silva Gomes Estanislau (UFMG) —
(31) 3409-3006

Colaborador: Giovane Rodrigo de Sousa —(31) 9208-1702.
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Se precisar de mais informacdes sobre o trabalho que estd sendo realizado, vocé devera entrar
em contato com o Professor Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha no CTR-DIP Orestes Diniz, as
tercas e sextas-feiras pela manh3, ou pelo telefone (31) 3409-9547. Caso tenha alguma duvida
sobre os seus direitos como paciente de pesquisa, informacdes podem ser obtidas no Comité de
Etica em Pesquisa (COEP) na Av. Antonio Carlos, 6.627 Unidade Administrativa Il - 22 andar - sala
2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG - Brasil CEP 31270-901 ou pelo telefone (31) 3409
4592 ou no Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ) pelo

telefone (31) 3349-7825. Caso haja necessidade, podera ser solicitada cdpia do projeto.

CONSENTIMENTO: com base no exposto, estou ciente de que a minha participagdo é voluntaria e
sera restrita a doacdo de amostras de sangue. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas duvidas foram respondidas a contento. Fui informado de que poderei, a qualquer
momento, me retirar do projeto de pesquisa, por qualgquer motivo, sem que isso acarrete
qualguer prejuizo ao prosseguimento de meu acompanhamento médico no Ambulatério de

Referéncia em doenca de Chagas do CTR-DIP.

Belo Horizonte, de de

Ass. do paciente ou responsavel:

Ass. da testemunha:

Ass. do orientando

Ass. do pesquisador responsavel (orientador)



