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RESUMO

Recentemente, a regido de Barcelos tem chamado a atencdo pelo expressivo nimero de
casos dessa doenca, mas até agora, o problema tem sido negligenciado pelos érgdos de
salde publica. Para tanto, foi realizada a sorologia para doenca de Chagas das amostras
de sangue venoso de 154 individuos autoctones e residentes no municipio de Barcelos
(Estado do Amazonas) pelo método ELISA e a confirmatoria pelo método de
imunofluorescéncia indireta. Nessa amostras foram realizadas as analises de linfécitos,
linfocitos CD69+, linfécitos CD3CD4+, linfocitos CD3CD8+, mondcitos, mondcitos
CD69+, neutrdfilos e neutrofilos CD69+ através da citometria de fluxo, além disso,
foram analisadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, TNF-a ¢ IFN-y por
meio de kits comerciais. Em conjunto com a obtencdo das amostras foram realizados
levantamentos de dados socio-econdémicos. O resultado da sorologia pelo Elisa
identificou 8 amostras soropositivas; no entanto, apenas 4 foram confirmadas pela
imunofluorescéncia indireta. Com isso, observou-se que apenas 2.6% dos individuos
estavam infectados com o Tripanossoma cruzi. Os resultados ndo mostraram nenhuma
relacdo entre os dados de citocinas, imunofenotipagem e a sorologia, exceto uma clara
associacdo entre soropositividade e elevados niveis de IL-12. Embora nossos dados ndo
apresentam nenhum padréo imunolégico relacionado a doenca de Chagas, os resultados
epidemiolégicos permitem-nos caracterizar a doenca na regiao de Barcelos (Médio Rio
Negro) como: alta prevaléncia de infeccdo nos homens com faixa etaria acima de 60

anos e com atividades laborais relacionadas ao extrativismo da piacava.

Palavras-chave: Barcelos. Doenca de Chagas. Sorologia. Imunologia. Extracdo da

piacava.



ABSTRACT

To date, the Barcelos region has been drawing attention due to its expressive number of
cases of Chagas’ disease; however, the problem has been neglected by government
agency public health. The aim of this study was to investigate the relationship between
epidemiology and immune responses in autochthonous case for Chagas’ disease from
Barcelos municipality. 154 samples of venous blood were collected from autochthones
residents of Barcelos, State of Amazonas. The serology was performed by ELISA and
confirmed through indirect immunofluorescence methods for Chagas disease. The
samples were analyzed for the lymphocytes, CD 69+ lymphocytes, CD3CD4+
lymphocytes, CD3CD8+ lymphocytes, monocytes, CD69+ monocytes, neutrophils, CD
69+ neutrophils by flow cytometry and 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, TNF-a,
IFN-y cytokines were performed by use of commercial kit. In addition, were recorded
data on status socio-economics from these residents. The serology results showed 8
positive samples, however, only 4 samples were positive to indirect
immunofluorescence methods for Chagas disease, which means that 2,6% of the
individuals tested were infected with T.cruzi. There are no relationship between
cytokines and serology, except a clear association between serology and high levels of
IL-12. The results allowed the conclusion that there is a distinct pattern
epidemiologically for Chagas’ disease in the Amazon region, with high prevalence of
infected men with the ages of 60 and higher, and who are related to the piacava’s

extractivism.

Keywords: Chagas’ disease. Barcelos. State of Amazonas. Serology.
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1. INTRODUCAO
1.1 A doencga de Chagas: fisiopatogenia e formas clinicas

A doenca de Chagas € endémica em toda a América Latina, com formas
congénita ou adquirida, fases aguda, subaguda ou cronica e que pode evoluir de maneira
assintomética ou desenvolver quadros graves, podendo provocar limitagdo funcional
intensa e a morte (PEDROSO e OLIVEIRA, 2007).

O Tripanossoma cruzi € o protozoario causador da doencga de Chagas, e alterna
ciclos vitais entre hospedeiros vertebrados e dezenas de espécies silvestres de insetos
hematofagos da familia Reduviidae conhecidos como barbeiros. Ao picar o homem, o
barbeiro ingere formas tripomastigotas que, em seu tubo digestivo, diferenciam-se e
multiplicam-se em tripomastigotas metaciclicos infectantes. Estas sdo eliminadas com
as fezes no momento de uma nova picada, contaminando outro homem, quando esse se
coca. O sistema imunolégico do individuo infectado impede o aumento da infeccéo,
mas ndo o cura, e torna-se crénico. Além disso, processos inflamatdrios, fibréticos e
autoimunes promovem lesdes estruturais e funcionais progressivas nos tecidos e na
microvasculatura, e destruicdo dos neurénios nos sistemas nervosos autbnomos cardiaco
e gastrointestinal (PEDROSO e OLIVEIRA 2007).

De acordo com Pedroso e Oliveira (2009) a fase aguda de Chagas dura de 2 a 12
semanas, periodo na qual a maioria dos infectados sdo assintomaticos. Nessa fase,
clinicamente estdo presentes o chagoma de inoculagdo, febre prolongada e
hepatoesplenomegalia. A fase cronica indeterminada pode durar dezenas de anos e 0S
pacientes sdo assintomaticos. A cada ano, 3% desses pacientes evoluem para a fase
cronica sintomatica que inclui sintomas como; insuficiéncia cardiaca progressiva,

cardiomegalia, arritmias, esofagopatia e colopatia.



1.2. A doenca de Chagas na regido Amazonica

O primeiro caso de doenca de Chagas na Amazonia brasileira foi documentado
em 1969 no Para (SHAW et al. 1969). Em 1977, foram registrados seis casos autoctones
soropositivos em Barcelos (COURA et al. 2002).

Durante muito tempo a Amazoénia brasileira tem sido considerada como area nao
endémica para a doenca de Chagas, porém ha um numero crescente de casos agudos, a
maioria em microepidemias e casos isolados (ALBAJAR et al. 2003). Varios inquéritos
soroldgicos foram feitos na area de Barcelos, Santa Isabel do Rio Negro e em
populacdes ribeirinhas e piacabais do préprio Rio Negro, Estado do Amazonas
(ALBAJAR et al. 2003 e COURA et al. 2002). Os estudos demonstraram uma
importante prevaléncia soroldgica da infeccdo chagéasica, o que levou a considerar a
doenca de Chagas como emergente nas areas citadas.

De acordo com Rocha et al. (2004) os fatores desencadeadores da doenca de
Chagas na Amazoénia sdo as migracdes humanas e o crescente desmatamento. As
modificacdes climaticas na regido com o surgimento de climas mais secos favorecem a
adaptacdo dos triatomineos (VALENTE et al. 1999).

Foram registradas 18 espécies de triatomineos na regido Amazonica, sendo que a
Rhodnius brethesi é a espécie envolvida em um foco de transmissdo silvestre da doenca
de Chagas em coletores de piacaba no Alto Rio Negro, Amazonas (DIAS et al. 2002).
Estudos realizados por Coura et al. (1999) demonstraram que individuos soropositivos
para anticorpos de T. cruzi, relataram a presenca de triatomineos em seus locais de
trabalho (piacabais), mencionando também a ocorréncia de picadas nas cabanas
utilizadas como abrigo nestas areas. De acordo com Mallet et al. (2005), estudos
conduzidos nos municipios de Santa Isabel do Rio Negro e Barcelos comprovaram a

presenca da espécie R. brethesi nas arvores Leopoldinia piassaba (piagaba).



O mecanismo de transmissdo na Amazoénia nao € tipico ao de areas endémicas
no qual o vetor instala-se e permanece na residéncia. Na Amazonia sdo trés
possibilidades: transmisséo oral (ingestdo das fezes do vetor), vetorial nas residéncias,
mas sem colonizacéo, e vetorial fora de casa como no caso dos piacgabais (SILVEIRA,
2007).

1.3.  Aspectos imunologicos da doenca de Chagas

Estima-se que dos infectados pelo T. cruzi cerca de 30% desenvolvem a forma
classica da doenca. Os individuos assintomaticos sdo denominados como portadores da
doenca indeterminado e podem ou ndo desenvolver doencas cardiacas. Hoje, sabe-se
que no caso da doenca de Chagas o dano cardiaco ocorre pela resposta imunolégica do
hospedeiro (SCHRIEFER e CARVALHO, 2008).

A primeira reacdo ao T. cruzi durante a fase aguda implica na migracdo de
células mononucleares para o foco da lesdo onde ha ruptura das celulas parasitadas
liberando, entdo, citocinas que desencadeiam o processo inflamatério A queda da
parasitemia ocorre em decorréncia da resposta imune efetora do hospedeiro, dando
inicio a fase crénica (MOLICA, 2007). Baseado nos aspectos imunologicos, a fase
crbnica da infeccdo pelo T. cruzi pode ser caracterizada pelo balanco entre o0 acumulo de
uma eficiente resposta imune (inata e adaptativa) e a presenca de poucos parasitos no
tecido do hospedeiro. Este balanco pode levar a um longo periodo assintomético da
doenga, mas em uma por¢do significante dos pacientes, por razGes desconhecidas,
ocorre um disturbio nessa regulacdo favorecendo o aparecimento das manifestacdes
clinicas graves da doenca na fase crénica (MOLICA, 2007).

A resposta imunologica do individuo infectado muda conforme a doenca
progride da fase aguda para a cronica estando relacionada a grandes mudancgas na

producdo de citocinas (MORATO et al. 1998). IL-2, INF-y e TNF-o provavelmente



contribuem para o controle do crescimento parasitario através da ativacdo do sistema
fagocitico celular e inflamatdrio, por outro lado, os danos mecénicos relacionados a
presenca do parasita estdo relacionados a producédo de citocinas pro-inflamatdrias no
préprio miocardio (WARD et al. 1999).

A ativacdo dos macrofagos representa um evento relevante da imunidade inata
na resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi. O processo de fagocitose mediado por
macrofagos € capaz de ativar a producdo de uma série de citocinas inflamatorias, tais
como IL-12 e TNF-a, que contribuem para producao de IFN-y a qual leva a reducao da
parasitemia e a mortalidade de animais infectados, promovendo a estimulacdo de
macrofagos e a producdo de metabdlitos toxicos para o parasito (MOLICA, 2007). O
IFN-y induzido pelo parasita e 0s produtos dos parasitas sdo 0s principais responsaveis
pelo recrutamento de citocinas e inflamacdo tecidual durante infeccdo pelo T. cruzi
(BARBOSA, 2008).

Na regido Amazonica, 0 municipio de Barcelos € uma area de extrativismo da
piacava, assim como producdo e o consumo de acai; ambas as atividades relacionadas
com surtos da doenca de Chagas. Por esse motivo, é importante que se realizem
pesquisas na regido, com o intuito de se conhecer mais o padrdo dessa doenca, quem Sao

os individuos mais expostos e como prevenir uma epidemia nos proximos anos.



2. OBJETIVOS

Este estudo descreve um perfil epidemiologico e da resposta imune da doenca de

Chagas no municipio de Barcelos atraves de exames soroldgicos, citometria e dosagem

de citocinas. A regido do Médio Rio Negro, onde se encontra a cidade de Barcelos, é

uma das areas na Amazoénia onde ha relatos de microsurtos e de casos da doenca de

Chagas. As atividades praticadas na regido envolvidas com a doenca de Chagas sao o

extrativismo da piacava, producéo e consumo do suco de acai.

Os objetivos especificos foram:

a)

b)

d)

Identificar individuos soropositivos pelo método ELISA e a
confirmatéria por imunofluorescéncia indireta (IF1);

Descrever um quadro epidemioldgico da situacdo atual no municipio
de Barcelos-AM.

Quantificar os linfécitos, linfécitos CD69+, linfocitos CD3CD4+,
linfocitos CD3CD8+, mondcitos, mondcitos CD69+, neutrofilos e
neutréfilos CD69+ no plasma por meio da citometria de fluxo;
Realizar a dosagem de citocinas IL-6 e IL-12 pelo método de ELISA;
Realizar o estudo das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, TNF-a ¢
IFN-y por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array — CBA) das
amostras soropositivas confirmadas pela IFI e em 12 soronegativas;
Fazer um estudo imunolégico comparando-se os resultados da
citometria e dosagem de citocinas de individuos soropositivos e

soronegativos.



HIPOTESES

3.1 Hipotese 1:

Hipdtese nula (HO):

- Os resultados de sorologia para o teste de Imunofluorescéncia indireta para
doenca de Chagas em Barcelos-AM nédo possuem um perfil epidemiolédgico

caracteristico;

Hipotese alternativa (Ha):
- Os resultados de sorologia para o teste de Imunofluorescéncia indireta para
doenca de Chagas em Barcelos-AM possuem um perfil epidemiolédgico

caracteristico.

3.2 Hipotese 2:

Hipdtese nula (HO):

- Os resultados de sorologia para o teste de Imunofluorescéncia indireta para
doenca de Chagas em Barcelos-AM combinado com os estudos de citocinas

e citometria de fluxo ndo possuem um perfil imunoldgico especifico;

Hipdtese alternativa (Ha):
- Os resultados de sorologia para o teste de Imunofluorescéncia indireta para
doenca de Chagas em Barcelos-AM combinado com os estudos de citocinas

e citometria de fluxo possuem um perfil imunologico especifico.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Estimativa do universo amostral

O ndmero de amostras do estudo foi encontrado utilizando-se a formula do

tamanho da amostra: NZ%. P(1-P)
D2 (N-1) + Z2P(1-P)

Onde, N= tamanho da populacdo do estudo (886, baseando-se nos trabalhos de COURA
et. al. 2002)
P= prevaléncia = 0,105
D= erro amostral
Z=1,96.

Portanto, para obtencéo de um erro amostral de 4%, precisou-se de 186 amostras.

Apesar da necessidade de 186 amostras, neste estudo obtivemos apenas 154
amostras. E importante relatar a extrema dificuldade para se obter o consentimento
assinado no termo de consentimento livremente esclarecido (TCLE) dos moradores
daquele municipio. O municipio de Barcelos localiza-se a 450 km em linha reta de
Manaus (Fig. 1). O deslocamento de Manaus a Barcelos foi realizado por via fluvial em
embarcagdes regionais conhecidos como “recreios”. Nos periodos de seca dos rios, a
populacdo desse municipio fica isolada. O transporte aéreo também € limitado para a
regido. A despeito de todas as adversidades, esse trabalho obteve 83% da suficiéncia

amostral necessaria, conforme equacéao supracitada.

4.2 Coleta e armazenamento das amostras

Como critério de exclusdo, nesse estudo foi considerado apenas os moradores
residentes ha mais de 5 anos na cidade de Barcelos ou comunidades vizinhas. No
municipio de Barcelos foram realizadas visitadas em 154 residéncias em total de seis
bairros desse municipio (Fig. 2). Em cada residéncia foi aplicado um questionario por

residéncia. Apos o TCLE, o formulario foi aplicado ao residente que apresentou maior



fator de risco para exposicdo da doenca de Chagas. Desse individuo foi feita a coleta de
10 mL de sangue por puncdo venosa periférica.
As amostras foram armazenadas em baixa temperatura e enviadas por transporte

aéreo para Manaus onde foram imediatamente analisadas e/ou armazenadas em -80° C.

Figura 2. Abordagem aos moradores de Barcelos.



Figura 3. Hospital Geral de Barcelos onde as amostras foram centrifugadas.

4.3 Sorologia para detec¢do do anticorpo anti Trypanossoma cruzi

O método utilizado para a sorologia foi 0 Enzyme Linked Immunosorbant Assay
(ELISA) para a identificacdo qualitativa de anticorpos da classe 1gG para o
Trypanosoma cruzi nas amostras de soro ou plasma humano de acordo com as
especificagbes do fabricante. O kit utilizado foi o CHAGAS TEST ELISA 111® da
Abbot Laboratérios do Brasil LTDA, Séo Paulo, SP, Brasil.

Inicialmente, as amostras foram descongeladas. Em cada poco adicionou-se 200
uL de diluente da amostra, em seguida adicionou-se 20 puL de cada amostra ou do
controle. As amostras foram incubadas 30 minutos a 37 °C. Apds isso, adicionou-se 350
pL de solucdo de lavagem diluida e descartada em seguida. O processo foi repetido 4
vezes. Em seguida, adicionou-se 100 pL de conjugado a cada poco e o mesmo foi

incubado por 30 minutos a 37 °C. Apds a incubacdo, a microplaca foi lavada 4 vezes.
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Com isso, adicionou-se 100 pL de substrato a cada poco e incubou-se a microplaca no
escuro durante 30 minutos a temperatura ambiente e a reacdo foi interrompida. A leitura
foi realizada em 450 nm. Logo apos a leitura calculou-se o valor do cutoff a partir dos
valores de absorbancia dos pogos correspondentes aos controles positivos e negativos.
O valor cutoff foi determinado utilizando-se a seguinte equacéo:

Valor cutoff = (média controles positivos + média controles negativos) x 0,35.

Uma amostra foi considerada positiva quando a absorbancia era maior que o valor

cutoff.

4.4 Sorologia confirmatoéria por Imunofluorescéncia Indireta (1FI)

O Método utilizado para a sorologia confirmatoéria foi a imunofluorescéncia
indireta (IFI), tendo como principio a ligacdo de anticorpos anti-Trypanossoma cruzi
presentes no soro ao antigeno fixado na lamina os quais sdo revelados por uma anti- y-
globulina marcada com isotiocianato de fluoresceina. O kit utilizado foi 0 Imuno-CON
CHAGAS® da WAMA Diagndstica, Sio Carlos — SP - Brasil.

Inicialmente, o plasma foi inativado durante 30 minutos a 56°C. Apoés isso,
diluido a 1/40. As laminas foram mantidas a temperatura ambiente por 15 minutos na
camara Umida. Apos a adicdo dos controles positivos, negativos e plasma desconhecidos
as amostras foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds isso, as
amostras foram lavadas 3 vezes em tampdo salino (PBS) durante 5 minutos cada.
Adicionou-se a anti- y-globulina marcada com isotiocianato de fluoresceina e incubou-
se por 30 minutos no escuro. Novamente, as amostras foram lavadas 3 vezes em PBS
durante 5 minutos cada. Apos isso, adicionou-se glicerina tamponada nas areas reativas.
A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia e a interpretagdo da leitura foi

feita em relacdo a auséncia ou presenca de fluorescéncia amarelo-esverdeada, sendo a
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auséncia da mesma indicativo de negatividade e a presenca indicativo de positividade da

amostra.

4.5 Andlises das citocinas

As dosagens de citocinas das amostras foram feitas através do método Enzyme
Linked Immunosorbant Assay (ELISA), utilizando-se anticorpos monoclonais e
citocinas recombinantes de acordo com as especificacbes do fabricante. Foram
quantificadas as citocinas inflamatérias IL-6 e a do padrdo Thl IL-12. As técnicas
seguiram os protocolos de cada kit das citocinas, para este procedimento foi utilizado o

Kit BD OptEIA — BD Bioscience, San Diego, CA, USA.

As solugdes que foram usadas no ELISA para dosagem sérica de citocinas
circulantes foram: o tampdo de cobertura (tampéo de ligacédo), tampéo fosfato salino
concentrado (PBS), diluente de ensaio (PBS e soro fetal bovino), tampdo de lavagem
(PBS e Tween 20) e solucdo de bloqueio (preferencialmente, acido sulfarico 2M). O
método utilizado para realizar o teste baseou-se na interagdo anticorpo-antigeno e
seguiu as normas padrbes definidas pelo Kit da citocina. Utilizou-se placas com 96
pocos cada uma, contendo anticorpo de captura (Acl) diluido em tampéo de cobertura.
Apos esse procedimento, as placas foram envoltas por papel aluminio e incubadas em

overnight a 4°C.

Brevemente, foram adicionados 200 pL de diluente de ensaio em cada po¢co mantido a
temperatura ambiente por uma hora. A placa foi lavada em lavadora automatica ELISA
Atlantis Microplate Washer (Asy HITECH, Eugendorf, Austria) por 3 vezes com 300pL
de tampéo de lavagem. Foi pipetado 100uL de cada padrdo, amostras e controle nos
pocos. A placa foi incubada & temperatura ambiente por 2 horas e seguida 5 lavagens.

Em cada poco foi adicionado 100 pL de anticorpo marcado com estreptoavidina e
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enzima HRP (Dako, Carpinteira, CA, USA). Foi realizada nova incubacdo a
temperatura ambiente por uma hora seguida de 7 lavagens com 300uL de tampédo de
lavagem. Em seguida foi adicionado 100uL de solucdo de substrato (TMB) (BD
Bioscience, San Diego, CA, USA) em cada poco e a placa foi incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos. Adicionou-se 50uL de solucdo bloqueio de reacdo (acido
sulfurico 2N). As leituras das placas foram realizadas em leitor ELISA marca ASYS

EXPERT PLUS em 450nm.

4.6 Imunofenotipagem das Células por Citometria de Fluxo

Para a citometria de fluxo foi utilizado 50 uL de sangue. As amostras foi incubada
com anticorpos monoclonais por 20 minutos a temperatura ambiente. Os marcadores de
superficie celulares avaliados foram: anti-CD8 marcado com Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC), anti-CD4 marcados com ficoeritrina (PE), anti-CD3 marcado com
PerCP, anti-CD69 marcado com APC (Tubo/Programa 1); Anti-CD4 marcado com
FITC, anti-CD25 marcado com APC e anti-FoxP3 (intracelular) marcado com PE
(Tubo/Programa 2) os quais foram colocados no fundo dos tubos. Ap6s a marcacdo dos
glébulos brancos, as hemacias presentes foram lisadas com 2 mL de solucéo de lise e
incubadas por 10 min. Em seguida foram lavadas com 2mL de PBS e centrifugadas por
7 minutos, a 1300 rpm. Posteriormente, adicionou-se 300 puL de PBS e 1% de
formaldeido nos sedimentos. A leitura foi realizada no citémetro de fluxo FACSCalibur
com sistema de deteccdo de quatro cores (Becton Dickinson). A identificacdo das

populaces celulares de interesse foi realizada utilizando-se o programa FlowJo.
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4.7 Analises das citocinas por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array -
CBA)

As dosagens de citocinas no soro das amostras soropositivas e do grupo controle
foram realizadas pelo método Cytometric Bead Array (CBA) utilizando-se o kit
Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a) (BD, Pharmingen, CA, USA). Em
resumo, 0 soro e os padrdes de citocinas do kit foram incubados com microsferas de
captura recobertas com anticorpos especificos para as respectivas citocinas e com o
anticorpo de deteccdo marcado com ficoeritrina (PE). ApoOs as incubacOes, foi
acrescentado 1ml da solucdo de lavagem e centrifugado a 10 minutos por 1100 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e com 300 pL da solug¢ao de lavagem, as amostras foram
ressuspendidas e inseridas no citdmetro de fluxo BD FACS CALIBUR (BD Bioscience,
San Diego, CA, USA). Os resultados foram gerados utilizando-se o software BD CBA

Analysis.

4.8. Analises dos dados

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de homogeneidade das
variancias (Kolmogorov-Smirnov). Em seguida foram separados em dois grupos
soropositivos e soronegativos para o teste de Elisa, conforme valor cutoff (0,350). Os
dados de citocinas e citometria para estes dois grupos foram comparados por meio do
test U de Mann-Whitney. As relacdes entre os dados de epidemiologia, analise de Elisa,
citocinas e citometria foram realizadas por meio da Anélise de Redundancia (RDA).
Esta analise multivariada reduz os dados e os decompde em dois eixos principais (eixo |
e eixo Il). Estes dois eixos explicam a maior parte da variabilidade dos dados de Elisa

(relacionados a soropositividade) dos residentes do municipio de Barcelos. A
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significancia foi avaliada a partir do teste simulacdo de Monte Carlo. Em todos 0s casos,

o nivel de significancia aceito foi de 5% (p<0,05).

5. RESULTADOS
5.1. Dados epidemioldgicos

A coleta foi realizada na cidade de Barcelos distribuida entre os bairros de
Aparecida, Sdo Lazaro, Santo Antonio, Sdo Sebastido, centro e individuos oriundos de
comunidades vizinhas. Foram coletadas 154 amostras, sendo que 66.23% dos
voluntarios eram do sexo masculino e 33.76% feminino. Em relacdo a faixa etaria, a
mais abrangida foi a de 21 a 30 anos com 23,38% e a menos foi a de 1 a 10 anos com
6,49% (tabela 1).

Inicialmente, uma prévia analise sorologica realizada pelo método ELISA
observou-se 11 individuos soropositivos. O processo foi repetido e foram observados
apenas 8 amostras soropositivas. O teste pelo método de imunofluorescéncia indireta
(IFI) confirmou apenas 4 das 8 consideradas soropositivas pelo método ELISA.
Portanto, percebe-se que apenas 2,6% das amostras foram soropositivas para doenca de
Chaga. Quanto a distribuicdo da faixa etaria, a mais acometida foi a > 60 anos com

6,67% dos individuos soropositivos.
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Tabela 1. Distribuicdo das amostras soropositivas para doenca de Chagas pela IFI em funcéo da
faixa etaria dos voluntarios.

Idade N % IFI %
1a1l0 10 6,49 0 0,00
11a20 28 18,18 1 3,57
21a30 36 23,38 0 0,00
31a40 23 14,94 0 0,00
41 a 50 24 15,58 1 4,17
51a60 18 11,69 1 5,56

> 60 15 9,74 1 6,67
Total 154 100,00 4 2,60

Em relacdo a profissdo, percebe-se uma alta propor¢do dos individuos que
trabalham com extracdo de piacava e a doenca de Chagas, sendo que 17,65% desses
individuos foram soropositivos (tabela 2). A relacdo entre o conhecimento de ter sido
picado pelo barbeiro e a soropositividade foi alta, com 7,31% desses individuos

soropositivos (tabela 3).

Tabela 2. Proporcdo e ndmero de individuos soropositivos para doenca de Chagas pela IFI
relacionados a atividade extrativista da piagaba.

Profissdao N Soropositivos %
Extracdo da Piacava 17 3 17,65
Outros 137 1 0,73

Tabela 3. Relacéo entre nimero de individuos soropositivos para doenca de Chagas pela IFI
gue relataram terem sido picados pelo barbeiro.

Picada N Soropositivos %
Sim 41 3 7,31
Nao 113 1 0,88

Total 154 4
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5.2. Citocinas soroldgicas

Os valores para as citocinas IL-6 (Fig. 4a) e IL-12 (Fig. 4b) plasmaticas
apresentaram um padrdo de distribuicdo ndo-gaussiano (teste de Kolmogov-Smirnov,
p<0,05). Embora os valores médios de IL-6 e IL-12 para os individuos soropositivos
sejam aparentemente menores que para 0S soronegativos para a IFI (tabela 4), estas

variacdes ndo foram estatisticamente significativas (teste U de Mann-Whitney, p>0,05).
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Figura 4. Distribuicdo da concentragéo de citocinas 11-6 (a) e IL-12 (b) nas amostras coletadas
de 154 residentes da cidade de Barcelos, AM.

Tabela 4. Médiatdesvio padrdo das IL-6 e IL-12 dos individuos soropositivos e soronegativos
para o teste de IFI para doenga de Chagas na regido de Barcelos.

SOROLOGIA IL-6 (pg/dl) IL-12 (pg/dl)

Soropositivos 7,02+8,53 1061,2+644,10

Soronegativos 7,78%+10,25 851,37+456,83
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5.3. Citometria de fluxo

5.3.1 Linfécitos

A distribuicdo dos dados de citometria de fluxo para os linfocitos, linfocitos
CD69+, linfocitos CD3CD4+ e linfocitos CD3CD8+ das 154 amostras provenientes dos
residentes do municipio de Barcelos estdo apresentados na figura 5. Ndo houve
diferencas significativas entre os grupos considerados soropositivos e soronegativos

para nenhum dos subtipos de linfocitos estudados (tabela 5).
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Figura 5. Ocorréncia dos subtipos de linfocitos nas amostras coletadas de 154 residentes da
cidade de Barcelos, AM.
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Tabela 5. Médiatdesvio padrdo da proporcdo de linfécitos, linfocitos CD69+, linfécitos
CD3CD4+ e linfécitos CD3CD8+ entre as amostras soropositivas e soronegativas para o teste
de imunofluorescéncia indireta (IFI).

SOROLOGIA Linfécitos LinCD69+ LCD3CD4+ LCD3CD8+
Soropositivos  29,646,7 3,4+1,0 31,457 24,6131
Soronegativos ~ 24,948,1 3,2+0,8 34,5191 24,617,2

5.3.2 Mondcitos

O histograma de frequéncia para mostrar a distribuicdo dos dados de citometria
de fluxo para os mondcitos e mondcitos CD69+ estd na Fig. 6. A média entre os valores
destes tipos celulares ndo apresentou diferenca significativa entre 0s grupos
considerados soropositivos e soronegativos para o teste de imunofluorescéncia indireta

(IFI) para a doenca de Chagas (tabela 6).
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Figura 6. Ocorréncia da proporcdo de mondcitos e monécitos CD69+ nas amostras coletadas de
154 residentes da cidade de Barcelos, AM.
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5.3.3 Neutrdfilos
A freqiéncia de ocorréncia da citometria de fluxo para os neutrdfilos e
neutréfilos CD69+ estdo apresentados na figura 7. A anélise estatistica demonstra que

ndo houve diferenca significativa entre os valores médios de neutrdfilos de acordo com

os dados de sorologia (tabela 7).
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Figura 7. Ocorréncia da proporcéo de neutrofilos e neutrofilos CD69+ nas amostras

coletadas de 154 residentes da cidade de Barcelos, AM.

Tabela 6. Médiatdesvio padrdo do percentual de mondcitos, mondcitos CD69+, neutréfilos e
neutrdéfilos entre as amostras soropositivas e soronegativas.

SOROLOGIA Mono6citos MonCD69+ Neutrofilos NeuCD69+
Soropositivos 3,8+0,6 1,7+0,9 39,145,75 2,2+0,5
Soronegativos 3,2+1,2 2,1+0,9 48,6+12,0 2,1+0,6
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5.4. Estudo de citocinas por Cytometric Bead Array - CBA

Os valores para todas as citocinas analisadas (tabelas 7 e 8) ndo foram
estatisticamente significativas (teste U de Mann-Whitney, p>0,05) entre os individuos

considerados soropositivos e soronegativos.

Tabela 7. Médiatdesvio padrdo das citocinas IL-2, I1L-4, I1L-10 e IL-17 (pg/dL) entre as
amostras soropositivas e soronegativas para o teste de IFI.

SOROLOGIA IL-2 IL-4 IL-10 IL-17
Soropositivos 222,12+22,44 142,04+23,51 90,08+7,56 105,81+14,86
Soronegativos 221,20+21,98 147,06+20,35 108,89+41,27 106,91+21,43

Tabela 8. Médiatdesvio padrdo de TNF-o ¢ IFN-y (pg/dL) entre as amostras soropositivas e
soronegativas para o teste de IFI.

SOROLOGIA TNF-o IFN-y
Soropositivos 117,25+18,91 73,88+14,10
Soronegativos 253,32+126,50 79,08+16,50

5.5 Epidemiologia e imunologia

As andlises de redundancia (RDA) foram realizadas com os dados de
epidemiologia e imunologia. O RDA mostrou uma relagdo proporcional entre os dados
epidemiolégicos e os dados de sorologia (Fig. 8). Pode-se observar uma relacdo direta
entre a soropositividade do teste de IFI e a idade (teste de simulacdo de Monte Carlo,
p<0,05), sendo que a maior parte dos soropositivos foram os individuos mais velhos.
Individuos que trabalham com a extracdo da piacava (Fig. 9) foram significativamente

associados com os dados de soropositivadade para a doenca de Chagas do que os de
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outras profissdes. Valores mais altos da IFl também foram relacionados com elevados

niveis de interleucina 12.

Idhde

Piacava

barbeiro Homem

0.8 ' ' ' 06

Figura 8. Analise de redundancia relacionando os dados de epidemiologia, sorologia e
imunologia de todas as amostras coletadas no municipio de Barcelos. Foi demonstrado pelo
teste de simulagdo de Monte Carlo que os dados de sorologia (incluindo as amostras
soropositivas para o teste de IFI) foram significativamente (p<0,05) relacionados a idade mais
avancada e a atividade laborial de extracdo de piagava na regido do Médio Rio Negro.

Figura 9. Desembarque da piagava no porto de Barcelos.
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6. DISCUSSAO

A doenga de Chagas é uma enfermidade na qual os pacientes tendem a
desenvolver lesdes teciduais que podem desencadear alteragdes funcionais de carater
debilitante, constituindo sério agravante da condi¢do sdcio-econdmica do paciente
(PINHEIRO, 2007). Acredita-se que o sistema imunologico exerca papel importante na
evolucdo das lesbes teciduais, induzidas pelo parasito, através da intensa resposta imune
observada em modelo experimental principalmente na fase aguda da doenca e que sdo

relacionadas a alterac6es na fase cronica (MOLICA, 2007).

O aumento do processo de ocupacéo da floresta Amazonica tem gerado mudanca
no nicho ecoldgico que esté rapidamente transformando a doenca de Chagas na regido
de estado de enzootia em antropozoonose expressa pela emergéncia de centenas de
casos agudos e crénicos. A endemia chagasica na regido Amazoénica apresentou-se com
0S mesmos determinantes da endemizagdo ocorrida nas demais regides do Brasil, nos
quais dominaram o modelo de coloniza¢do e producdo agropecuaria, aliados a ocupagdo

desordenada do espago (BRUM-SOARES, 2010).

Em nossos resultados epidemioldgicos realizados na regido de Barcelos no
Médio Rio Negro (Estado do Amazonas), Analises multivariadas (analise de
redundancia seguida de simulacdes de Monte Carlo) reforcam a associacdo entre a
aquisicdo da infeccdo chagésica e a atividade laboral de extrativismo da piacava com
17.65%  desses individuos infectados. Essa  atividade, desempenhada
predominantemente por individuos masculinos, explica porque 0s mesmos tem um risco
de infeccdo maior que as mulheres, no estudo, dos 4 individuos soropositivos, 3 eram
masculinos. De acordo com Brum-Soares et al (2010), os individuos masculinos que
trabalham com o extrativismo da piagava tem chance 10 vezes maior de contrair

infeccdo pelo T. cruzi do que aqueles que trabalham com o extrativismo de outros
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produtos. Esse risco indica que a doenca de Chagas na regido pode ser considerada
como agravo do trabalho ou atividade profissional, diferente da maioria dos resultados
observados em outras areas endémicas do Brasil, nos quais a soroprevaléncia € maior no
grupo de mulheres, atribuida ao fato de hipoteticamente as mesmas permanecerem mais

tempo no intradomicilio.

Na Amazdnia o maior responsavel pela transmissdo do T. cruzi € o Rhodnius
brethesi que ndo é dependente de domiciliacdo e ataca 0 homem no ambiente de
trabalho ou descanso, como evidenciado por Coura et. al (1994). A faixa etaria mais
acometida, que foi a de maior que 60 anos, com 6,67% dos voluntérios infectados,
também pode ser explicada pela relagdo com a atividade laboral, pois a maior parte dos
individuos da regido nessa faixa etéaria tem historico de trabalho com o extrativismo da

piacava.

Ha uma alta associacdo entre fato de ter sido picado pelo barbeiro e a infeccéo.
Cerca de 70% dos individuos que dizem terem sido picados pelo barbeiro foram
soropositivos e somente cerca de 1% dos individuos que disseram ndo terem sido
picados pelo barbeiro estavam infectados, isso demonstra que a transmissdo vetorial
tipica da regido parece ser superior a transmissdo via oral, pelo consumo do suco de
acai. A transmissdo via oral causa microsurtos de infeccdo aguda chagasica que
dificilmente passam despercebidos pelas autoridades, ao contrario da transmissdo

vetorial.

No primeiro teste sorologico pelo ELISA observou-se um nimero superior de
soropositivos, 11 em comparacdo ao segundo quando se obteve 8. Esse fato pode ser
explicado pela presenca de reacdes cruzadas com anticorpos heterofilos que podem

induzir a reagOes cruzadas com anticorpos naturais anti T. cruzi. Essas reacdes podem
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ser induzidas por diversas infecc@es, inclusive a causada por Leishmania sp. (COURA
et al. 2002). O diagndstico definitivo foi realizado utilizando-se imunofluorescéncia

indireta, com recomendado pelo Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas (2005).

Tem-se demonstrado que as citocinas inflamatdrias sdo essenciais durante a fase
aguda da infeccdo e sdo produzidas na fase cronica, possivelmente pela exposigéo
cronica ao parasita da doenca de Chagas. A fase aguda apresenta uma forte atividade
pré-inflamatoria, com a produgdo abundante de citocinas pro-inflamatérias do tipo Thl
as quais apresentam papel na eliminacdo do parasita e sobrevivéncia do hospedeiro.
Ainda que os valores de IL-12 entre individuos soropositivos e soronegativos sejam
semelhantes, as andlises multivariadas demonstram uma clara associagdo entre
individuos soropositivos e valores elevados de IL-2 nos individuos residentes na cidade
de Barcelos. Segundo Barbosa (2008), durante a infecgdo experimental pelo T. cruzi, a
producdo de IFN-y e TNF-a € induzida pela IL-12, levando a uma resposta imune
protetora mediada por células.

Estudos indicam que altos valores de IL-6, que também é uma citocina pro-
inflamatoria, estdo relacionados com alteragcdes funcdo da célula endotelial humana
como recrutamento de leucdécitos, coagulacdo e proliferacdo da musculatura lisa, o0s
quais podem ter importantes implicacbes na patogénese da doenca de Chagas
(TANOWITZ et al. 1992). De acordo com Barbosa (2008) as celulas mononucleares do
infiltrado inflamatorio cardiaco na doenca de Chagas produzem IL-6. Em nosso estudo
foram observados picos de IL-6, mas nenhum foi entre 0s soropositivos, isso demonstra
que h& uma grande diversidade de doencas infecciosas regionais que podem alterar
valores dessa citocina.

No estudo imunologico, sabe-se que durante a infec¢do pelo T.cruzi, ocorre um

padrdo de resposta de linfocitos Thl e linfocitos Th2 (MORATO et al. 1998). Sendo
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que um nivel baixo de Thl e esta relacionado ao envolvimento cardiaco, e um alto nivel
a imunidade protetora e menor patogénese (WARD et al 1999). Valores altos de
linfécitos CD3CD8+ estdo relacionados a dano miocardico e pacientes com a forma
indeterminada apresentam altos valores de linfécitos CD3CD4+(MOLICA, 2007). Os
monocitos de pacientes com diferentes formas clinicas da doenca apresentam perfis
fenotipicos funcionais distintos, entdo os que possuem a forma cardiaca estdo
comprometidos com intensa resposta inflamatdria devido a alta expressao de TNF-a, e
os da forma indeterminada sdo moduladores com alta expressdo de IL-10 e IL-4
(MOLICA, 2007). Os neutrofilos quando em altos valores sugerem infeccdo aguda,
portanto, é dificil relacionar com a doenca de Chagas sem o aumento de outras células
concomitantes.

Como nao foram realizados acompanhamentos e exames complementares nos
individuos soropositivos do estudo, ndo ha como dizer qual é a forma clinica dos
mesmos, SO que provavelmente possuem infeccdo cronica, uma vez que os valores de
suas células imunoldgicas ndo sdo de valores estatisticamente significativos diferentes

em relacdo aos individuos soronegativos.
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7. CONCLUSOES

1 — A doenga de Chagas no municipio de Barcelos-AM esté4 associada ao extrativismo

da piacava e, principalmente em homens com faixa etaria maior que 60 anos;

2 — A transmisséo da doenca ocorre por via vetorial extradomiciliar no local de trabalho;

3 — Nao foi encontrada relacdo entre o consumo do suco de acai com a infeccdo do

T.cruzi, uma vez que 94,8% dos voluntarios consumiam-no;

4 — Devido a existéncia de grande diversidade de doencas infecciosas na regido, o0s
resultados da primeira sorologia realizada pelo método ELISA mostraram um nimero

significativo de falso-positivos por causa das reacdes cruzadas;

5 — O estudo da dosagem de citocinas ndo mostrou diferenca significativa entre os

grupos soropositivos e soronegativos;

6 — A citometria de fluxo ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos

SOropositivos e soronegativos;

7 — As analises multivariadas mostrou uma associacdo entre elevados niveis de IL-12 e

os individuos soropositivos.
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8. RECOMENDACOES

De acordo com o perfil epidemioldgico descrito da doenca de Chagas descrito
nesse estudo sugerem-se a necessidade aumentar o esforco de pesquisa nessa area nos
trabalhadores dos piacabais da regido do Médio Rio Negro. Além disso, recomenda-se
um monitoramento para essa endemia tanto na regido de Barcelos, quanto nas demais

localidades amazonicas com surtos de doengas de Chagas.
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