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ARTIGO/ARTICLE



Associação entre os níveis plasmáticos de TNF-D, IFN-J, IL-10, óxido nítrico e os isotipos de IgG específicos nas formas clínicas da doença de Chagas crônica Association between the plasma levels of TNF-D, IFN-J, IL-10, nitric oxide and specific IgG isotypes in the clinical forms of chronic Chagas disease Cristina Wide Pissetti1, Dalmo Correia2, Tárcio Teodoro Braga1, Gladstone Eustáquio Lima Faria1, Rafael Faria de Oliveira1, Betânia Maria Ribeiro1, Denise Bertulucci Rocha Rodrigues1,3 e Virmondes Rodrigues1 RESUMO A doença de Chagas é uma importante doença parasitária crônica, que acomete cerca de 9-11 milhões de pessoas na América Latina. Provavelmente, uma combinação de fatores relacionados ao parasito e ao hospedeiro podem ser os responsáveis pela patogênese na fase crônica da doença. Dentre os fatores relacionados ao hospedeiro, a resposta imunológica é um parâmetro de especial interesse. Objetivamos avaliar os níveis plasmáticos das citocinas interferon gama, interleucina 10, fator de necrose tumoral alfa e das imunoglobulinas G total, 3 e 4, por ELISA e do óxido nítrico, pela reação de Griess, entre indivíduos soronegativos e soropositivos para Trypanosoma cruzi, com as formas clínicas cardíaca, indeterminada e digestiva. Os indivíduos soropositivos para Trypanosoma cruzi produziram níveis significativamente mais elevados de imunoglobulinas G total e G3. Indivíduos com a forma digestiva apresentam níveis mais elevados de imunoglobulina G4 e interleucina 10. Entretanto, tais indivíduos apresentaram menores níveis de óxido nítrico do que controles. Os resultados sugerem que os maiores níveis de IL-10 observados nos indivíduos com a forma digestiva poderiam contribuir com os maiores níveis de IgG4 específicos observados. Palavras-chaves: Doença de Chagas. Imunoglobulinas. IFN-J. IL-10. TNF-D. Óxido nítrico.



ABSTRACT Chagas disease is an important chronic parasitic disease that affects around 9-11 million people in Latin America. A combination of parasite and host-related factors are probably responsible for pathogenesis in the chronic phase of the disease. Among the host-related factors, the immunological response is a parameter of special interest. Our aim here was to evaluate the plasma levels of the cytokines interferon gamma, interleukin 10 and tumor necrosis factor alpha and the immunoglobulins total IgG and its subclasses 3 and 4, by means of ELISA, and the levels of nitric oxide by means of the Griess reaction, among individuals who were seropositive for Trypanosoma cruzi, presenting the cardiac, indeterminate and digestive clinical forms of the disease, and among seronegative individuals. The seropositive individuals produced significantly higher levels of total IgG and IgG-3. Individuals with the digestive form presented higher levels of IgG-4 and interleukin 10. However, these individuals presented lower levels of nitric oxide than the controls did. The results suggest that the higher levels of interleukin 10 observed among individuals with the digestive form may contribute towards the higher levels of the specific IgG-4 that were seen. Key-words: Chagas disease. Immunoglobulins. IFN-J. IL-10. TNF-D. Nitric oxide.



Na década de 90, a doença de Chagas foi considerada pelo Banco Mundial como a doença parasitária mais importante na América Latina, com impacto socioeconômico consideravelmente maior do que os efeitos combinados de outras infecções parasitárias6. A doença, cujo agente etiológico é Trypanosoma cruzi, 1. Laboratório de Imunologia, Universidade Federal do Triângulo Mineiro, Uberaba, MG. 2. Disciplina de Doenças Infecciosas e Parasitárias, Universidade Federal do Triângulo Mineiro, Uberaba, MG. 3. Disciplina de Imunologia, Universidade de Uberaba, Uberaba, MG. Suporte financeiro: CNPq, FAPEMIG Endereço para correspondência: Prof. Virmondes Rodrigues Junior. Disciplina de Imunologia/UFTM. Rua Frei Paulino 30, 38025-180 Uberaba, MG, Brasil. Tel: 55 34 3318-5289; Fax: 55 34 3318-5651 e-mail: [email protected] Recebido para publicação em 02/03/2009 Aceito em 19/06/2009



foi descrita em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas3 e é endêmica na América Latina14. A prevalência global da doença foi reduzida de 16-18 milhões de indivíduos infectados na década de 90 para aproximadamente 9 milhões e pode diminuir ainda mais devido às alterações geográficas e ao resultado de medidas de controle21. Apresenta as fases aguda e crônica. Atualmente, a maioria dos pacientes encontra-se na fase crônica, principalmente na forma indeterminada seguida pelas formas clínicas, cardíaca, digestiva, mista (ocorrência simultânea das formas cardíaca e digestiva)2. Provavelmente, uma combinação de fatores relacionados ao parasito e ao hospedeiro podem ser os responsáveis pela patogênese da fase crônica da doença12. Dentre os fatores relativos ao hospedeiro, a resposta imunológica é um parâmetro de especial interesse. Vários estudos em modelos experimentais e em humanos têm relatado o papel de citocinas
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como TNF-D7 24 26, IFN-J8 18, IL-101 22 na regulação da resposta imunológica na doença de Chagas. Intermediários reativos do nitrogênio, como o óxido nítrico (NO) têm sido descritos como moléculas fundamentais na resistência à infecção por Trypanosoma cruzi na fase aguda da doença9 13 27. Na fase crônica, altos níveis plasmáticos de NO foram observados em pacientes com a forma cardíaca descompensada quando comparados com pacientes com cardiopatia mais branda, sugerindo papel do NO sistêmico na cardiopatia dilatada17. Estudos relativos à produção de anticorpos durante a fase crônica têm sido enfatizados na análise dos isotipos de IgG5. Na doença de Chagas, a demonstração clara da participação da imunidade humoral na resistência à infecção experimental por Trypanosoma cruzi foi evidenciada em um estudo de transferência passiva de anticorpos. Os resultados sugerem que a imunidade humoral participa da resposta imune protetora contra Trypanosoma cruzi11. Alguns estudos tentaram correlacionar o perfil dos isotipos dos anticorpos anti-Trypanosoma cruzi com as diferentes manifestações clínicas da doença de Chagas, demonstrando que a produção de anticorpos é importante na resistência e patogênese da doença de Chagas15 16. Dessa forma, os objetivos foram avaliar os níveis plasmáticos das citocinas TNF-D, IFN-J, IL-10, do óxido nítrico e das imunoglobulinas IgG total, IgG3 e IgG4 nos indivíduos com as formas clínicas cardíaca, digestiva e indeterminada da doença de Chagas crônica; comparar a produção dessas substâncias por indivíduos com as diferentes formas clínicas com indivíduos soronegativos para Trypanosoma cruzi e associar as produções plasmáticas com as formas clínicas cardíaca, digestiva e indeterminada da doença de Chagas crônica. MATERIAL E MÉTODOS Indivíduos. Foram selecionados plasmas de 80 indivíduos, sendo 20 com a forma cardíaca, 20 com a forma digestiva, 20 com a forma indeterminada da doença de Chagas crônica e 20 com sorologia negativa para Trypanosoma cruzi, todos procedentes de região endêmica para a doença de Chagas. A presença de infecção por Trypanosoma cruzi foi confirmada por pelo menos dois testes sorológicos (ELISA e hemaglutinação indireta). A classificação quanto às formas clínicas se deu após avaliação clínica dos pacientes, eletrocardiograma convencional e estudo radiológico do esôfago e cólons e tórax4 10. O estudo foi aprovado pelo comitê de ética da UFTM, protocolo 819. Quantificação dos níveis plasmáticos de TNF-D, IFN-J, IL-10. As citocinas foram dosadas por ELISA. A sensibilização foi realizada com 50Pl por poço (concentração de 1Pg/ml) de anticorpos específicos para cada citocina em uma placa de ELISA (Nunc Maxshorp), com incubação a 4ºC por aproximadamente 18 horas. Em seguida, foi realizada a curva padrão. 200Pl de cada amostra foram diluídos em PBS/BSA 2% volume/volume e incubados a 4ºC por cerca de 18 horas. A detecção foi realizada com 80Pl de anticorpo monoclonal biotinilado, anti TNF-D ou IFN-J ou IL-10 por poço, em uma concentração de 1Pg/ml, diluído em PBS/BSA 2%, incubados por 2 horas a 37ºC. Em
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seguida, foi adicionada a streptoavidina conjugada a fosfatase alcalina (Pierce), em uma diluição de 1:2.000 em PBS/BSA 2%, incubados por 2 horas a 37ºC. A revelação aconteceu pela adição de pNitrofenil fosfato1mg/ml diluído em tampão dietanolamina pH 9,4. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Biorad 2550 READER EIA) em filtro de 405nm. Dosagem dos níveis plasmáticos de IgG total, IgG3 e IgG4. A placa de ELISA (Nunc Maxshorp, EUA) foi sensibilizada com antígenos brutos de Trypanosoma cruzi obtidos pela suspensão de formas epimastigotas da cepa Y em tampão tris-HCl contendo NP40 (Sigma, EUA) e TLCK (Sigma, EUA) como inibidor de protease. Cada poço recebeu 100PL do antígeno na concentração de 1Pg/ mL diluído em tampão de carbonato/bicarbonato pH 9,2 sendo em seguida incubada a 4ºC por aproximadamente 18 horas. Após bloqueio com PBS contendo 2% de soroalbumina bovina (Sigma, EUA), procedeu-se a incubação com as mostras de soro diluídas a 1:500 para as análise de IgG total anti-Trypanosoma cruzi e 1:100 para os ensaio de IgG3 e IgG4. As placas foram lavadas e em seguida, para o ensaio de IgG total, foram acrescentados 100PL da PBS/BSA 1% mais proteína A conjugada à peroxidase (Sigma, EUA). Para os ensaios de IgG3 e IgG4, foram adicionados 100PL da solução PBS/BSA mais anti-IgG3 ou anti-IgG4 conjugados a biotina. As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 3 horas e, após lavagem, foram novamente incubadas com estreptoavidina conjugada à peroxidase. Finalmente, as placas foram lavadas e incubadas com ortofenil diamino, 1mg/ml diluído em tampão tris-HCl pH 7,2 contendo 0,05% de H2O2. A absorbância foi determinada após a adição de 50Pl solução de ácido sulfúrico em filtro de 495nm. Dosagem de nitrito/nitrato pela reação de Griess. A concentração de nitrito/nitrato foi determinada pela reação de Griess após redução enzimática de nitrato a nitrito com a enzima nitrato redutase em solução de redução. Para tal reação foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato (Nunc-Maxsorp, EUA) onde foram depositados 50PL de cada amostra em duplicata. A redução de nitrato nas amostras de plasma foi realizada pela incubação com tampão de redução contendo nitrato redutase (Sigma, EUA) a 37oC por aproximadamente 18 horas. Seguiu-se a detecção do nitrito com a adição 50PL de reagente de Griess (preparado pela mistura de volumes iguais de sulfanilamida a 1% em H3PO4 a 2,5% e 0,1% de nafitiletilenodiamida em água). Após 10 minutos, absorbância foi medida a 540nm usando um leitor automático de microplacas (Biorad 2550 READER EIA). As concentrações de nitrito foram calculadas por extrapolação para uma curva padrão de NaNO2 e os dados expressos em Pmoles de nitrito e nitrato. Análise estatística. A análise estatística foi realizada por meio do programa Statview (Abaccus EUA). A verificação da distribuição normal das variáveis quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As variáveis que apresentaram distribuição não normal foram analisadas pelos testes de Mann-Whitney para comparação de dois grupos independentes e Kruskal-Wallis para a comparação de três grupos independentes. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor do que 5% (p 
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