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RESUMO

A doenca de Chagas é largamente distribuida pelo continente americano, onde afeta milhdes
de individuos. Clinicamente, apresenta uma diversidade de manifestaces. Na fase cronica, 0s
individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi podem ser assintomaticos ou apresentar
complicagdes cardiacas e/ou digestivas. Alguns estudos tém demonstrado o envolvimento da
resposta imune no desenvolvimento e manutencdo das formas clinicas crénicas da infeccéo
chagasica. A producdo e a expressdo diferencial de algumas citocinas entre os portadores da
doenca de Chagas crbnica tornaram estas moléculas alvos de estudos de polimorfismos
genéticos. O presente estudo teve o objetivo de avaliar polimorfismos de um Unico
nucleotideo (SNPs) em portadores da doenca de Chagas crénica. Foram avaliados 0s SNPs
-1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-a em uma populagdo de portadores da
doenca de Chagas crbnica selecionada no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia
Cardiaca do Pronto Socorro Cardioldgico de Pernambuco. Participaram desse estudo, 256
individuos, sendo 66 assintomaticos e 190 com cardiopatia chagéasica cronica. A populacdo
estudada foi composta em sua maioria por mulheres idosas. Dentre as comorbidades
presentes, a hipertenséo arterial sistémica foi a mais prevalente. A genotipagem dos SNPs foi
realizada através de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real com sondas TagMan a
partir de DNA gendmico obtido de amostras de sangue periférico de cada individuo. Nao
foram observadas diferencas na distribuicdo das freqliéncias genotipicas e alélicas dos SNPs
estudados entre as formas clinicas da doenca de Chagas crbnica. Também ndo foram
observadas diferencas na distribuicdo das fregiiéncias genotipicas e alélicas do SNP -1082G/A
do gene IL-10 entre portadores de cardiopatia chagasica crénica. No entanto, observou-se um
maior percentual, estatisticamente significante, do gen6tipo GA e do alelo A do SNP -308G/A
do gene TNF-« nos portadores de cardiopatia chagasica leve, o que sugere que esse SNP pode
atuar como um fator de protecdo no desfecho da cardiopatia chagasica cronica.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Polimorfismo Genético, Citocinas, Interleucina-10,
Fator de Necrose Tumoral alfa
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ABSTRACT

Chagas disease is widely distributed through the American continent, where affects millions
of individuals. Clinically, the disease presents a variety of manifestations. In the chronic
phase, the individuals infected by Trypanosoma cruzi may have the absence of
symptomatology or present cardiac and/or digestive complications. Several studies have
demonstrated the involvement of the immune response in the development and maintenance
of chronic clinical forms of chagasic infection. The differential production and expression of
some cytokines among patients with chronic Chagas disease became these molecules targets
of genetic polymorphisms studies. The present study aimed to evaluate single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in patients with chronic Chagas disease. The SNPs -1082G/A of
IL-10 gene and -308G/A of TNF-o gene were assessed in a population of patients with
chronic Chagas disease selected in the Outpatients of Chagas Disease and Heart Failure of
Pernambuco. Two hundred fifty six individuals participated in this study, 66 asymptomatic
and 190 with chronic chagasic cardiomyopathy. The study population was composed mostly
by elderly women. Among the comorbidities studied, Sytemic Arterial Hypertension was the
most prevalent. Genotyping of SNPs was performed by real time polymerase chain reaction
with TagMan probes from genomic DNA obtained from peripheral blood samples of each
individual. No differences in distribution of genotypic and allelic frequencies of the SNPs
studied between clinical forms of chronic Chagas disease were observed. Also, no differences
in the distribution of genotypic and allelic frequencies of SNP -1082G/A of IL-10 gene
among patients with chronic chagasic cardiomyopathy were observed. However, there was a
higher percentage, statistically significant, of the GA genotype and A allele of SNP -308G/A
of TNF-a gene in patients with mild chronic chagasic cardiomyopathy, suggesting that this
SNP may act as a protective factor in the outcome of chronic chagasic cardiomyopathy.

Key words: Chagas disease, Genetic Polymorphism, Cytokines, Interleukin-10, Tumor
Necrosis Factor-alpha
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, descrita em 1909 pelo pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz,
Carlos Chagas, ¢ uma infeccdo causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, que persiste
como um problema de satide publica na América Latina. Estima-se que 12 milhdes de pessoas
estariam infectadas e que 14 mil mortes ocorrem anualmente pela doenca (HOTEZ et al.
2007; RASSI Jr. et al., 2010). As manifestacdes da doenca sdo caracterizadas por uma curta
fase aguda, seguida de uma longa fase crénica, durante a qual 70% dos individuos
permanecem assintomaticos, enquanto que os 30% restantes apresentam formas graves com
alteracOes cardiacas e/ou digestivas. Os mecanismos responsaveis pela susceptibilidade a
infeccdo e o desenvolvimento das formas sintomaticas da doenca de Chagas cronica
permanecem ndo completamente esclarecidos (DUTRA et al., 2005).

Tem sido sugerido que fatores genéticos do hospedeiro humano, fatores ambientais e a
variabilidade entre os isolados de T. cruzi seriam os principais determinantes da prevaléncia
da doenca e de suas manifestacfes (CRUZ-ROBLES et al., 2004). O fato de que apenas uma
parte da populacdo que vive em areas endémicas torna-se infectada e que apenas um terco dos
infectados desenvolvem os sintomas, reforca o papel dos fatores genéticos do hospedeiro na
susceptibilidade e desenvolvimento da doenga (WILLIAMS-BLANGERO et al., 2003).

Diversos estudos relatam provaveis marcadores de susceptibilidade genética para a
doenca de Chagas cronica. Alguns abordaram a relacdo entre genes do complexo principal de
histocompatibilidade e a susceptibilidade a doenca (DEGHAIDE et al., 1998; LAYRISSE et
al., 2000; LLOP et al., 1988; NIETO et al., 2000), enquanto outros relataram o papel de genes
que codificam citocinas e quimiocinas na determinacdo da susceptibilidade aumentada, e no
desenvolvimento da forma crénica cardiaca (CALZADA et al., 2001; COSTA et al., 2009;
RAMASAWMY et al., 2006; RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2005; TORRES et al., 2009). No
entanto, a susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi e o desenvolvimento das formas cronicas
cardiaca e/ou digestiva é complexa e heterogénea e provavelmente envolve varios genes, cada
um com diferentes graus de contribui¢do sobre a patogénese da doenga.

Os marcadores de susceptibilidade genética mais frequentemente avaliados sdo 0s
polimorfismos de unico nucleotideo (Single Nucleotide Polymorphism — SNP), onde uma base
nitrogenada do Acido Desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid - DNA) é substituida por
outra. A selecdo natural favoreceu a introducdo de SNPs em todo o genoma humano, que
podem resultar em variagdes na producédo e no nivel de uma proteina ou em alteracfes na sua
sequéncia de aminoacidos (OLLIER, 2004).
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O conceito de que a susceptibilidade ou a progressdo de uma doenca infecciosa ou
parasitaria seja determinada por pequenas diferencas genéticas entre os individuos expostos
vem ganhando forca ao longo dos anos, visto que muitas delas podem apresentar-se com
diferentes formas clinicas e/ou com diferentes niveis de gravidade (OLLIER, 2004). No caso
da infeccdo pelo T. cruzi, o espectro de expressdo clinica da doenca varia desde portadores
assintomaticos até cardiopatas com falha cardiaca grave ou a formacdo de megaesofago e/ou
megacolon. Estas seriam fortes evidéncias da influéncia de fatores genéticos do hospedeiro na
susceptibilidade diferencial a doenca de Chagas (WILLIAMS-BLANGERO et al., 2003).

O grupo de pesquisa em doenca de Chagas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées
da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/Fiocruz), trabalha ha cerca de dez anos em colaboracao
com o Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro
Cardioldgico Universitario de Pernambuco (PROCAPE) da Universidade de Pernambuco
(UPE), com diversas abordagens sobre a infeccdo humana pelo T. cruzi. Uma das principais
linhas de pesquisa do grupo tem o intuito de avaliar marcadores biol6gicos de diferencia¢do
entre as formas clinicas cronicas da doenca de Chagas (BRAZ et al., 2013; LORENA et al.,
2010; MELO et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2010; VERCOSA et al., 2007).

O estabelecimento de marcadores biolégicos baseados na resposta imune vem sendo
desenvolvido com sucesso pelo grupo e alguns possiveis preditores de evolugcdo/progressao
para as formas mais graves estdo sendo avaliados. Um dos objetivos mais recentes do referido
grupo de pesquisa é avaliar marcadores genéticos que possam ser associados com as formas
clinicas cronicas da doenca de Chagas e com a gravidade das mesmas. Neste contexto, se
inseriu esta tese, que teve o intuito de iniciar a avaliagdo de SNPs em genes de citocinas em
individuos portadores da doenca de Chagas cronica, associando as variantes alélicas com as
diferentes formas clinicas. Com isso sera possivel monitorar a progressdo da patologia
chagasica naqueles individuos que apresentem variantes alélicas mutantes para as citocinas
estudadas. O acompanhamento especifico de cada individuo pelos médicos, de acordo com
seu genotipo, podera trazer inovacgdes na terapia, como a administracdo de citocinas ou de
seus blogueadores, com o intuito de atenuar a progressdao para as formas mais graves,
melhorando sua qualidade, ja que o acompanhamento atual visa apenas diminuir a progressao
dos sintomas, quando 0s mesmos ja estdo presentes, com mudancas nos habitos de vida ou

correcgdes cirurgicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da doenca de Chagas

Apesar de ja ter completado um centenario de sua descri¢do e de muitos avangos terem
sidos realizados no seu combate, principalmente o controle vetorial, a doenca de Chagas ainda
representa um problema de saude publica na América Latina, onde é endémica. Segundo
estimativa de Dias et al. (2008), a prevaléncia da infeccdo pelo T. cruzi € de 12 milhdes de
casos e aproximadamente 28 milhGes de pessoas estariam sob o risco de contrair a infecgéo.

A doenca de Chagas constituiu por varios anos, desde sua descri¢cdo, uma endemia
predominantemente rural, de distribuicdo exclusiva nas Américas, atingindo areas especificas,
intimamente associadas ao subdesenvolvimento social e econémico (SCHMUNIS, 2007).
MigracBes para areas urbanas durante as trés Gltimas décadas do século XX mudaram o
padrdo epidemioldgico tradicional, passando ser a doenca também uma endemia urbana.
Problemas econdmicos e politicos nos paises endémicos também estimulam a migracao e
favorecem a propagacdo da doenca para os paises desenvolvidos (PIRON et al., 2008).
Atualmente, a doenca de Chagas é considerada um problema de satde publica mundial, com
diversos casos notificados em paises considerados ndo endémicos, como Espanha e Estados
Unidos (Figura 1), dentre outros destinos dos imigrantes latinos (RASSI Jr. et al., 2010).

Figura 1 - Estimativa do nimero de imigrantes infectados pelo Trypanosoma cruzi em paises ndo endémicos.
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Fonte: Rassi Jr. et al. (2010).
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O Brasil iniciou, em 1950, o Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas.
Em meados dos anos 80, com o programa consolidado, o impacto foi positivo, com reducédo
dos indices triatominico-tripanossémicos, do nimero de jovens infectados, estabeleceu-se um
rigoroso controle transfusional, e, conseqiientemente, a prevaléncia da infeccdo baixou. Em
2006, o Brasil recebeu uma certificacdo da Organizacdo Pan-Americana da Salde relativa a
eliminacdo da transmissao da doenca pelas vias vetorial e transfusional (DIAS, 2006).

Com o sucesso das medidas adotadas para seu controle, estima-se que atualmente o
Brasil possua de 2 a 3 milhdes de pessoas infectadas pelo T. cruzi (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2002). A prevaléncia da infecgdo pelo T. cruzi no Brasil seria
inferior a 0,2%, sendo o perfil do portador da doenca de Chagas o de um individuo adulto, de
origem rural, de baixo nivel instrucional e vivendo em centros urbanos (DIAS, 2007).

A mortalidade precoce causada pela doenca de Chagas é um dos grandes problemas
desta endemia e resulta numa grande perda econdmica. No Brasil, entre 1979 e 1981, foram
gastos cerca de 300 milhdes de ddlares com portadores da doenca, segundo estimativa
baseada no ndmero de casos no periodo (MONCAYO, 2003). Entre 1999 e 2007 foram
notificados, no pais, 54 mil obitos pela doenca, o que representa cerca de 6 mil mortes anuais.
A maioria dos 6bitos ocorreu em individuos do sexo masculino e idosos (MARTINS-MELO
et al., 2012). Apesar de ser observar uma diminuicdo dos 6bitos pela doenca na populagéo
brasileira, 0 Nordeste ndo segue esse padrdo. Braz et al. (2011) chamam atencéo para o
aumento do numero de 6bitos no Nordeste e para 0 aumento do nimero de casos agudos nessa
regido. No entanto, os autores atribuem essa elevacdo de relatos de doenca de Chagas aguda
devido a inclusdo desta forma da doenca no sistema de notificacdo compulséria em 2003.

O estado de Pernambuco ndo reflete o padrdo epidemiol6gico da doenca de Chagas
seguido pelo Brasil, nem pela regido Nordeste. Em relacdo ao nimero de 6bitos, o estado tem
demonstrado uma tendéncia estacionaria (BRAZ et al., 2011). Dados recentes, encontrados
através de um inquérito no Hemocentro do Estado de Pernambuco mostraram que no periodo
de 2002 a 2007, 1.264 individuos candidatos a serem doadores de sangue apresentaram
sorologia reagente para infeccdo pelo T. cruzi, o que representou 6,89% do descarte de bolsas
e uma prevaléncia de 0,17% (MELO et al., 2009).

A auséncia de politicas publicas voltadas para o desenvolvimento de acfes para 0s
casos cronicos impede a implantacdo de estratégias para notificar, quantificar e qualificar as
informagdes. Da mesma forma, a falta de notificagdo compulséria dos casos crénicos
impossibilita uma estimativa mais acurada de prevaléncia e incidéncia, desconhecendo-se
assim a real dimenséao do problema no Brasil (COURA; DIAS, 2009).




19
VASCONCELOS, R.H.T.

2.2 Mecanismos de Transmissédo da doenca de Chagas

A forma classica de transmissdo da doenca de Chagas, como descrita por Carlos
Chagas, é a vetorial, através de insetos hematofagos, da familia Reduviidae, pertencentes aos
géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, que sdo popularmente conhecidos como
barbeiros (LANA; TAFURI, 2005). Embora mais de 130 espécies de triatomineos tenham
sido identificadas, apenas algumas sdo vetores competentes para o T. cruzi. Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata sdo as trés espécies mais importantes na
transmisséo do T. cruzi para o homem (BRASIL, 2005). A transmissdo vetorial acontece pelo
contato do homem susceptivel com as excretas contaminadas do vetor (Figura 2). Esses, ao
fazerem repasto sanguineo, em geral defecam ap06s o ato, eliminando as formas infectantes de
tripomastigotas metaciclicos que penetram na circulacdo do hospedeiro através do orificio da

picada ou por solucdo de continuidade deixada pelo ato de cocar (BARBOSA, 2009).

Figura 2 - Ciclo de vida do protozoario Trypanosoma cruzi no hospedeiro humano e no inseto vetor.
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Fonte: Barbosa (2009).

Nota: (1) O inseto pica e defeca ao mesmo tempo. O tripomastigota metaciclico passa a ferida nas fezes. (2) Os
tripomastigotas invadem células onde se transformam em amastigotas. (3) Os amastigotas multiplicam-se dentro
das células. (4) Os amastigotas transformam-se em tripomastigotas sanguineos, as células sdo rompidas e os
parasitas sdo liberados na corrente sanguinea podendo invadir novas células onde se multiplicam em
amastigotas. (5) Os tripomastigotas sanguineos podem ser sugados por um novo inseto, reiniciando o ciclo do
parasita. (6) No tubo digestivo do inseto os tripomastigotas sanguineos se transformam em epimastigotas, que se
multiplicam (7) e que se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (8). i = estagio infecioso; d = estagio
diagnéstico.
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A infeccdo também pode ser transmitida pelo do sangue e/ou por 6rgdos solidos
contaminados. A maioria dos individuos infectados pelo T. cruzi apresenta, durante toda a
vida, antigenos parasitarios nos tecidos e/ou sangue, o que significa que devem ser excluidos
das doacdes de sangue e 6rgaos, para evitar essa forma de transmissdo da doenca. Além disso,
mulheres portadoras da doenga de Chagas podem passar a doenca para seus filhos, visto que
antigenos do T. cruzi ou o proprio parasita podem atravessar a placenta (BRASIL, 2005).

As medidas para o controle da doenca modificaram sua epidemiologia, no que diz
respeito a sua prevaléncia e incidéncia e as suas formas de transmissdo. A transmissdo da
doenca de Chagas por via transfusional constitui € o mecanismo de maior importancia na
transmissdao mundial do T. cruzi. Nos paises ndo endémicos, a transmissdo ocorre por
transfusdo sanguinea, visto que os mesmos nao realizam a triagem pela infeccao pelo T. cruzi
em seus candidatos a doacdo de sangue. A transmissdo congénita é considerada o segundo
mecanismo de grande importancia na transmisséo da doenca de Chagas (SCHMUNIS, 2007).

Existem ainda outras vias de transmissfes, como a acidental, pela manipulacdo de
material de laboratério contaminado e a oral, através da ingestdo de alimentos contendo fezes
contaminadas de barbeiro (DIAS, 1999; PUNUKOLLU et al., 2007). No Brasil, varios relatos
recentes de surtos de contaminacdo oral pela ingestdo de acai in natura e/ou caldo de cana-de-
acucar tem sido notificados as autoridades sanitarias do pais, que alertam para uma vigilancia

e controle maior na manipulacéo e comercializacdo destes produtos (STEINDEL et al., 2008).

2.3 Manifestac@es Clinicas da doenca de Chagas

De acordo com suas manifestacGes clinicas, a doenca de Chagas € dividida em duas
fases: aguda e crénica (Figura 3). A fase aguda, geralmente assintomatica, dura de 1 a 3 meses
apos a infecgdo e é caracterizada laboratorialmente por uma alta parasitemia (GOMES, 1996).
Quando sintomatica, as manifestacfes surgem de 7 a 10 dias apds a infeccdo. Os individuos
apresentam febre, edema e cefaléia. Algumas manifestacdes sistémicas como hepatomegalia,
esplenomegalia e alteracGes nervosas também podem estar presentes na fase aguda da doenca.
No entanto, a fase aguda é imperceptivel em grande parte dos individuos, devido a escassez
ou auséncia de manifestacfes clinicas (LANA; TAFURI, 2005). Os individuos infectados
pelo T. cruzi apos passarem pela fase aguda da doenca podem apresentar, ap6s um periodo
variavel de tempo, uma das formas clinicas cronicas. Estas formas sdo marcadas pela escassez

de parasitas no sangue e pelos elevados titulos de anticorpos (GOMES, 1996).
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Figura 3 - Evolugdo clinica da doenca de Chagas humana.
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Fonte: Adaptado de Dutra et al. (2009).

O individuo com doenga de Chagas que permanece por um longo periodo de laténcia
clinica tem a forma chamada indeterminada, que pode durar de dez a trinta anos ou por toda a
vida do doente. Na forma indeterminada da fase crénica, os individuos infectados pelo T.
cruzi sdo assintomaticos, com eletrocardiograma e estudo radioldgico do coracédo, eséfago e
célons normais, mas a sorologia € positiva. Esta forma tem particular interesse médico-social
e trabalhista pelo fato de individuos chagésicos, assintomaticos e, em plena faixa produtiva da
vida, serem excluidos do mercado de trabalho (OLIVEIRA Jr., 1991).

Os portadores da doenca de Chagas que apresentam a forma indeterminada geralmente
evoluem para a forma cardiaca numa freqiiéncia de 2% a cada ano, gerando entre 20 e 30% de
portadores da doenga de Chagas com algum tipo de alteracdo cardiaca (PRATA, 2001). A
forma cronica cardiaca da doenca € responsdvel por um maior nimero de Obitos e é
caracterizada por uma sindrome de insuficiéncia cardiaca congestiva, predominantemente
arritmica e tromboembdlica, onde a morte subita pode ser a primeira manifestacdo. O
blogueio de ramo direito é a alteracdo mais freqliente do ponto de vista eletrocardiogréfico.
Patologicamente, o aneurisma apical do ventriculo esquerdo é uma lesdo caracteristica da
doenca (ANDRADE, 1996).




22
VASCONCELOS, R.H.T.

A forma digestiva da doenca € caracterizada pela dilatagdo de visceras ocas, sendo 0
megaes6fago e 0 megacdlon as mais relatadas. O megaes6fago se manifesta comumente com
disfagia e 0 megacdlon com constipacdo (REZENDE; MOREIRA, 2000). As manifestacdes
digestivas apresentam uma freqliéncia de 10 a 20% entre os portadores da doenca de Chagas,
com uma taxa de incidéncia de 1,1% ao ano (CASTRO et al., 1994). Individuos infectados
pelo T. cruzi com a forma mista sdo portadores de cardiopatia de origem por doenca de
Chagas e megaesdfago e/ou megacolon simultaneamente (LANA; TAFURI, 2005).

Menos freglientemente sdo observadas alteracdes no sistema nervoso, com o encontro
de alteragcdes de motricidade, de coordenacdo e psiquismo, que caracterizam a forma clinica
nervosa da doenca (PRATA, 2001). O estudo desta forma crbnica da infeccdo chagéasica
ganhou maior interesse em individuos imunocomprometidos, como 0s com neoplasias ou
submetidos a transplantes, bem como os co-infectados com o Virus da Imunodeficiéncia
Humana, que desenvolvem a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, pois estes
desenvolvem graves alteraces no sistema nervoso. As principais alteracdes neuroldgicas
nesses individuos sdo meningoencefalite, hipertensdo intracraniana, meningite, perda

progressiva da consciéncia, dores de cabeca e convulsées (SARTORI et al., 2007).

2.4 Diagnostico Laboratorial da doenca de Chagas

Na fase aguda da doenca de Chagas, o diagndstico etiologico é baseado na detec¢do do
parasita através de métodos parasitoldgicos diretos. O exame de sangue a fresco, o esfregaco
sanguineo, a gota espessa e 0 método de Strout sdo as técnicas parasitolégicas mais
empregadas para o diagndéstico nesta fase da doenca (GOMES, 1996).

O diagndstico parasitologico na fase crbnica torna-se comprometido em virtude da
escassez de parasitas. Nessa fase podem ser realizados métodos parasitologicos indiretos,
como 0 xenodiagndstico e/ou a hemocultura, no entanto, estas técnicas apresentam baixa
sensibilidade, resultando em grande numero de resultados falso-negativos (GOMES, 1997).

Na fase cronica da doenca, o diagndstico deve ser realizado através de métodos
imunoldgicos. Esses métodos se baseiam na deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi do isotipo
Imunogobulina G (1gG) que se ligam a antigenos do parasita (GOMES, 1996). Podem ser
utilizadas as técnicas de hemaglutinacdo indireta, imunofluorescéncia indireta, ou ensaio
imunoenzimatico. Segundo o Consenso Brasileiro em doenga de Chagas (BRASIL, 2005),
para um diagnostico soroldgico confidvel, é necessario obter resultados concordantes em pelo

menos 2 testes soroldgicos de principios metodologicos ou preparagdes antigénicas diferentes.
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O diagnostico molecular, através da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase
Chain Reaction - PCR) vem sendo padronizado, como um método de pesquisa do DNA do
parasita no sangue. O diagnostico através da PCR se baseia na amplificacdo de sequéncias de
DNA especificas do T. cruzi. Apesar do nimero de parasitas circulantes nos individuos
chagésicos cronicos ser extremamente baixo, a técnica de PCR tem se demonstrado bastante
sensivel e eficaz para o diagnostico da infeccdo chagasica nesta fase da doenca. Segundo
Britto (2009), a maior vantagem de se estabelecer a PCR como método para o diagnostico da
doenca de Chagas é a possibilidade de sua posterior utilizacdo como critério de cura

terapéutica, visto que as técnicas imunoldgicas convencionais ndo permitem esta aplicagéo.

2.5 Tratamento da doenca de Chagas

2.5.1 Tratamento Etioldgico

Até o presente momento, ndo existe um medicamento comprovadamente eficaz para o
tratamento etioldgico da doenca de Chagas. Os antiparasitarios tradicionalmente utilizados,
Nifurtimox e Benzonidazol, sdo parcialmente eficazes, tendo sua maior eficacia terapéutica
apenas na fase aguda da infeccdo (MARIN-NETO et al., 2009). Ambas as drogas atuam nas
formas tripomastigotas no sangue, porém, sao pouco efetivas contra amastigotas no tecido.
Por essa razao € que sua eficacia na fase cronica € comprometida (CANCADO, 1985).

Através de um estudo experimental, foi demonstrado que o uso do Benzonidazol na
forma indeterminada previne o desenvolvimento de cardiomiopatia crdnica grave, apesar de
nédo ocorrer erradicagdo completa do parasita (GARCIA et al., 2005). Atualmente, um estudo
multicéntrico denominado BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting
Trypanosomiasis) esta sendo realizado a fim de avaliar a eficicia do tratamento com
Benzonidazol na doenga de Chagas cronica (MARIN-NETO et al., 2009).

Ha mais de 25 anos ndo sdo produzidos novos farmacos com maior eficacia e menos
efeitos colaterais do que as duas Unicas drogas ainda utilizadas no tratamento etioldgico da
doenca de Chagas (SANTOS et al., 2004). Um grande volume de trabalhos cientificos trata da
biologia e genética do T. cruzi, porém esse conhecimento gerado néo foi revertido em novas
ferramentas terapéuticas. A falta de novos medicamentos para esta doenca é o resultado tanto
de insuficientes politicas publicas voltadas para producdo e desenvolvimento de farmacos,
quanto da falha de mercado, provocada pelo baixo interesse econdmico que essa doenca
representa para a industria (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES initiative, 2011).
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2.5.2 Tratamento Sintomatico

O manejo da cardiopatia chagasica cronica exige um conhecimento especifico das
respostas que as drogas utilizadas na prética cardioldgica apresentam nesses individuos. E
valido ressaltar que o tratamento de inicio precoce e bem conduzido beneficia
significativamente o prognostico de muitos individuos, podendo aumentar a sobrevida e
melhorar a qualidade, permitindo o desenvolvimento de atividades habituais desde que néo
impliqguem em grandes esforcos fisicos (OLIVEIRA Jr., 2009).

As drogas administradas aos cardiopatas chagasicos cronicos sdo as mesmas que se
usam em outras cardiopatias de origem ndo chagasica (hipertensivas, congénitas, isquémicas e
idiopaticas): cardiotdnicos, diuréticos, antiarritmicos e vasodilatadores. Em casos de
bradicardia, indica-se a implantacdo de marca-passo, que tem apresentado resultados bastante
satisfatorios (OLIVEIRA Jr., 2009).

O tratamento das manifestaces digestivas da doenca de Chagas depende do estagio
em que a doenca € diagnosticada. Indicam-se medidas pouco invasivas (dietas, laxativos e/ou
lavagens) em estagios precoces, enquanto que em estadgios mais avancados, impde-se a

dilatacdo ou correcéo cirdrgica do 6rgao afetado (CASTRO et al., 1994).

2.6 Imunopatogénese da doenca de Chagas

A ampla variacdo na evolucdo clinica da doenca de Chagas é decorrente de uma
complexa interacdo existente entre o parasita e o hospedeiro. Existem duas hipdteses
principais que procuram explicar 0s mecanismos da patogénese da doenca de Chagas humana.
A primeira delas defende o papel central da persisténcia do parasita no hospedeiro como uma
das principais causas de patologia, enquanto a outra postula que uma resposta imune contra
antigenos proprios é responsavel pelo dano tecidual observado nos orgdos afetados de
individuos chagasicos (DUTRA; GOLLOB, 2008; KIERSZENBAUM, 2005).

Embora as teorias que procuram explicar os mecanismos subjacentes a patogénese da
infeccdo chagésica sejam controversas, elas ndo sdo mutuamente excludentes. Ambas devem
ser, portanto, consideradas quando se tenta compreender o estabelecimento e manutencao da
patologia da doenca de Chagas. Independentemente da origem/fonte de antigenos que
desencadeiam a resposta imune durante a infeccdo crénica, hd um consenso de que o sistema
imune do hospedeiro desempenha um papel central no desenvolvimento da patologia
(DUTRA et al., 2009).
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As manifestacdes patoldgicas da doenca de Chagas crénica, tanto na forma cardiaca,
como na forma digestiva, estdo associadas com a ocorréncia de uma reagdo pro-inflamatoria
nos orgdos afetados, especialmente em locais onde antigenos de T. cruzi foram observados
(FUENMAYOR et al., 2005). A forma indeterminada representa uma situacdo de "equilibrio
saudavel" entre o parasita e o hospedeiro, sendo a resposta imune induzida por estes
individuos de carater predominantemente antiinflamatério (DUTRA et al., 2009).

A intensidade da resposta inflamatdria que se estabelece nos 6rgaos afetados, leva ao
controle da parasitemia, porém acaba por causar lesdo tecidual. Segundo alguns autores,
células endoteliais do tecido cardiaco e da mucosa esofagica e intestinal de portadores da
doenca de Chagas apresentam um aumento da expressdo de moléculas de antigeno
leucocitario humano (REIS et al., 1993). Essas moléculas estdo envolvidas na apresentacdo de
antigenos para os linfocitos T. O aumento da expressdo dessas moléculas é sugestivo da
presenca de citocinas no local do estimulo. Estudos realizados com tecido cardiaco e da
mucosa gastrointestinal de portadores da doenca de Chagas identificaram a presenca de
citocinas inflamatérias como o Interferon-gama (INF-y), o Fator de Necrose Tumoral-alfa
(Tumor Necrosis Factor-alpha - TNF-o) e a Interleucina-6 (IL-6) nos tecidos dos individuos
sintomaticos (REIS et al., 1993; RIBEIRO et al., 2008).

Em concordancia com o que se observa no tecido lesado, trabalhos realizados com
amostras de sangue periférico de portadores da doenca de Chagas demonstram que a infecgédo
cronica sintomatica induz uma resposta imunolégica de perfil inflamatorio, com proliferacéo
de linfécitos T auxiliares (T helper — Th) do tipo 1 (Thl) e producdo sistémica de suas
citocinas. Ja& a infeccdo assintomatica é caracterizada pela supressdo desse perfil, com
exacerbacdo de linfécitos Th do tipo 2 (Th2) e suas citocinas antiinflamatorias (ABEL et al.,
2001; CUNHA-NETO et al., 1998; GOMES et al., 2003).

Recentemente, alguns autores também tém reconhecido a importancia de linfocitos T
regulatorios na patogénese da doenca de Chagas cronica (ARAUJO et al., 2007; SILVEIRA
et al., 2009). Estas células foram previamente descritas como uma populacéo de linfcitos T
CD4+ CD25+ Foxp3+ que pode suprimir a resposta imune atraves da producdo das citocinas
anti-inflamatorias, Interleucina-10 (IL-10) e Fator de Transformacdo do Crescimento-beta
(Transforming growth factor-beta - TGF-p) (VITELLI-AVELAR et al., 2005). Em um estudo
de revisdo sistematica, Araujo et al. (2007) concluiram que estas células estdo em niveis mais
elevados em portadores da doenca de Chagas assintomaticos, quando comparados com 0S

niveis dos sintomaticos.
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Apesar de alguns trabalhos terem demonstrado o envolvimento da imunidade celular
em todas as formas clinicas da infeccdo chagéasica, os mecanismos que favorecem a
predisposicdo a uma determinada forma clinica crbnica ainda ndo estdo completamente
esclarecidos (DUTRA et al., 2005). Padrdes especificos de secrecdo de algumas citocinas por
alguns tipos celulares foram previamente estabelecidos por diversos grupos de pesquisa entre
os portadores das diferentes formas clinicas da doenga de Chagas, com o intuito de melhorar o

entendimento da sua imunopatogénese (Figura 4).

Figura 4 - Citocinas e células envolvidas na resposta imune da doenga de Chagas cronica.
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Fonte: Adaptado de Dutra et al. (2009).

O conhecimento das diferencas existentes entre os perfis imunolégicos dos individuos
sintométicos e assintométicos pode gerar subsidios para a elabora¢do de novos métodos de
prevencao e terapéuticos, conduzindo a possiveis medidas que possam modificar a historia

natural da doenga em beneficio dos milhdes de chagésicos existentes (DUTRA et al., 2009).

2.7 Marcadores Imunoldgicos de Evolucédo da doenga de Chagas

Com o objetivo de diferenciar os individuos infectados pelo T. cruzi com potencial de
evolucéo para as formas clinicas crénicas graves, alguns grupos de pesquisa tentam, portanto,
estabelecer marcadores bioldgicos de evolucdo da doenca de Chagas, através de mecanismos
imunoldgicos (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; CUNHA-NETO et al., 1998).
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Ha cerca de dez anos, o grupo de pesquisa em doenca de Chagas do CPgAM/Fiocruz
trabalha em colaboracdo com o Ambulatério de Doenga de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca
do PROCAPE/UPE. A avaliacdo de marcadores bioldgicos que permitam a diferenciacdo
entre as formas clinicas crénicas da doenca vem sendo desenvolvida pelo grupo com a
utilizacdo dos antigenos recombinantes CRA (Cytoplasmatic Repetitive Antigen) e FRA
(Flagelar Repetitive Antigen) do T. cruzi.

Em relacdo a resposta imune humoral, a avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos
contra os antigenos CRA e FRA do T. cruzi em portadores da doenca de Chagas crénica
demonstrou alguns resultados promissores. Vercosa et al. (2007) estudaram o perfil isotipico
de 1gG e observaram que o isotipo 1gG2 anti-FRA esta presente em niveis elevados no soro de
portadores da forma cardiaca, sugerindo que este isotipo pode atuar como um marcador de
evolucdo para o dano cardiaco. Vasconcelos et al. (2010) avaliaram os niveis de IgA e
concluiram que a presencga deste anticorpo contra os antigenos utilizados é um candidato a
marcador do dano digestivo, visto que os portadores dessa manifestacdo apresentaram niveis
mais elevados de IgA do gque os demais. J& em relacdo aos niveis de IgM contra os antigenos
utilizados, ndo foram observada diferencas estatisticamente significante entre os portadores de
diferentes formas clinicas da infecgdo chagéasica crénica (VASCONCELOS et al., 2011).

No que concerne a resposta imune celular, varias abordagens ja foram propostas,
também com a utilizacdo dos antigenos CRA e FRA do T. cruzi. Lorena et al. (2008)
avaliaram a produg&o das citocinas TNF-a, IL-4, IL-10 e IFN-y em sobrenadante de cultura de
células mononucleares de sangue periférico apds estimulo in vitro com os referidos antigenos.
Os resultados mostraram que o antigeno CRA foi capaz de induzir uma resposta imune do
tipo Thl, com elevada secre¢do de TNF-o e IFN-y em portadores da doenca de Chagas
cronica. No entanto, ndo foi encontrada nenhuma diferenga significativa nos niveis destas
citocinas entre os portadores da doenca de Chagas crénica (LORENA et al., 2008). Em um
estudo posterior, analisando a producdo de citocinas intracitoplasmaticas por linfocitos T e
mondcitos apos estimulo in vitro com os antigenos CRA e FRA do T. cruzi através de
citometria de fluxo, Lorena et al. (2010) encontraram algumas diferencas na producgédo das
citocinas IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-y entre os portadores das formas indeterminada e cardiaca
e entre os portadores de cardiopatia com diferentes niveis de dano cardiaco. Os autores
demonstraram uma associacéo entre a alta producéo de TNF-a e IFN-y por linfocitos T CD8"
e a gravidade da cardiopatia chagasica, quando utilizado o antigeno CRA e sugerem que estas
citocinas podem ser utilizadas como marcadores imunoldgicos para acompanhamento da
forma cardiaca da doenca de Chagas cronica (LORENA et al., 2010).
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A presenca de linfocitos T regulatérios CD4'CD25"FoxP3" produtores de 1L-10
também foi avaliada em portadores da doenga de Chagas ap06s estimulo in vitro com o0s
antigenos CRA e FRA do T. cruzi através de citometria de fluxo, por Braz et al. (2013). Os
autores demonstraram que individuos assintomaticos apresentaram niveis mais elevados
destas células que os demais. Recentemente, Melo et al. (2012) avaliaram a expressao génica
das citocinas IL-10 e IFN-y em células mononucleares de sangue periférico de portadores da
doenca de Chagas ap0s estimulo in vitro com os referidos antigenos. Apesar de ndo terem
encontrado diferencas estatisticamente significantes, os autores demonstraram pequenas
diferengas na expressdo destas citocinas entre os portadores das formas indeterminada e
cardiaca e entre portadores de cardiopatia chagasica com diferentes graus de dano cardiaco.

Os diversos achados relacionados com a producdo e expressdo diferencial das
citocinas IL-10 e TNF-a nos portadores da doenca de Chagas cronica com diferentes formas
clinicas tornaram estas moléculas alvos de estudos de polimorfismos genéticos pelo referido
grupo de pesquisa. A avaliacdo de SNPs, que possam ser associados com as diferentes formas
clinicas e com a gravidade das mesmas serd de extrema importancia para elucidar os fatores
imunogenéticos que estariam influenciando no espectro de expressdo clinica da doenca de
Chagas. Além disso, 0 monitoramento precoce de individuos assintomaticos com potencial de
evolucdo para as formas sintomaticas, baseado em seu perfil genético, através da genotipagem
de seus alelos possivelmente polimérficos, pode ser aplicado na rotina ambulatorial.

2.8 Polimorfismos de Unico Nucleotideo (SNPs)

Dois genomas humanos sorteados ao acaso apresentam identidade de 99,9% em suas
seqliéncias de DNA. As variagdes nas sequiéncias génicas entre dois individuos sdo, portanto,
encontradas apenas em 0,1% do DNA. Essas varia¢fes séo comumente atribuidas a alteracdes
de um Unico par de bases de um nucleotideo, um SNP, em um locus génico especifico.
Comumente associados a diversidade populacional, os SNPs, que estdo abundantemente
distribuidos por todo o genoma, podem conferir susceptibilidade diferencial a doengas e
resposta individual a medicamentos (SHASTRY, 2002). Existem mais de 10 mil SNPs
descritos e depositados em bancos de dados publicos. E valido ressaltar que existem
diferencas acentuadas entre as populacGes humanas em termos de distribuicdo dos SNPs,
podendo fazer com que alelos raros em uma determinada populacdo sejam extremamente
abundantes em outras (KUBISTOVA et al., 2009).
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Alguns SNPs afetam a sequéncia de aminoécidos de uma determinada proteina, por
estarem localizados dentro de regides génicas que serdo codificadas e expressas (éxons). Esse
tipo de SNP, denominado estrutural, é, geralmente, responsavel por mudancgas na estrutura
protéica com perda ou reducdo da funcdo original ou da capacidade de ligacdo da mesma
(NUSSBAUM et al., 2002).

SNPs encontrados em regifes génicas ndo-codificantes (introns) ou em regides
reguladoras/promotoras de um gene ndo acarretam em mudancas na sequéncia de
aminoacidos da proteina, no entanto, podem alterar a capacidade de transcricdo génica e,
consequentemente sua producao local ou sistémica. Este tipo de polimorfismo é denominado
funcional por conferir diferencas interindividuais na sintese e secre¢do de proteinas e sdo 0s
mais utilizados em estudos de associacdo de doencas, por evidenciarem geneticamente a

producdo diferencial de certas moléculas entre os individuos afetados (OLLIER, 2004).

2.8.1 Genotipagem de SNPs

Uma grande variedade de tecnologias e protocolos para genotipagem de SNPs é
disponibilizada atualmente. Inicialmente, na década de 80, os SNPs, eram somente detectados
pelo uso de enzimas de restricdo apds amplificacdo das regides de interesse por PCR
(SOBRINO et al., 2005). A tecnologia da PCR, desenvolvida por Kary Mullis nos anos 80, é
um marco tecnolégico no estudo do DNA. A sintese enzimatica in vitro de sequéncias
especificas de DNA através do uso de dois iniciadores ou primers (oligonucleotideos) que
hibridizam fitas opostas de DNA permitiu 0 enorme avanco da &rea. A PCR é composta de
trés etapas bésicas: desnaturacdo, anelamento e extensdo, o que torna possivel a amplificacdo
de sequéncias especificas de DNA de tamanhos que variam de 50 a 2000 pares de bases sem a
necessidade do uso de células vivas (NOVAIS et al., 2005).

Com o aparecimento da PCR em tempo real, em 1992, por Higuchi e colaboradores, a
amplificagdo de fragmentos de DNA se tornou precisa e reproduzivel, pois esta técnica realiza
0 monitoramento da amplificacdo e determina seu sucesso em tempo real (KUBISTA et al.,
2006). A técnica de PCR em tempo real baseia-se na deteccdo de moléculas fluorescentes que
aumentam a emisséo de fluorescéncia quando o produto de amplificacdo acumula-se em cada
ciclo da reacdo, de forma que tal emissdo & gravada durante cada ciclo e representa a
quantidade do produto amplificado (DUSSAULT et al., 2006). A plataforma da reacdo requer
um sistema Optico para excitacdo da fluorescéncia e outro para a captacdo da emissao, onde as

informacdes adquiridas sdo transmitidas para um software.
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Existem dois tipos principais de substancias fluorescentes utilizadas na PCR em tempo
real: SYBR Green e TagMan. O SYBR Green se intercala na dupla fita de DNA e ap6s a
excitacdo pela luz emite fluorescéncia proporcional a quantidade de DNA amplificado
(DUSSAULT et al., 2006). As sondas TagMan, dirigidas especificamente a uma regido
interna da sequéncia que se deseja amplificar, possuem um marcador fluorescente reporter na
extremidade 5°, capaz de absorver a energia luminosa emitida pelo equipamento e dissipa-la
na forma de luz e calor, em comprimento de onda diferente do original. Entretanto, na sua
posicdo nativa, a luz emitida por esse fluorocromo é absorvida por outro marcador, o
quencher, presente na extremidade 3' (NOVAIS et al., 2005). Dessa forma, o sistema Optico
do equipamento ndo detecta fluorescéncia no tubo de reacdo, porém, durante a amplificacdo, a
sonda que se hibridizou ao produto-alvo é clivada pela atividade exonucleasica da enzima Taq
DNA polimerase. Como conseqiiéncia, essa sonda é degradada e o fluorocromo fica distante
do quencher que agora ndo é mais capaz de absorver a luz emitida. Assim, ocorre um
aumento na intensidade de fluorescéncia, proporcional a quantidade de produtos amplificados,
0 que permite a quantificacdo da seqiiéncia de DNA alvo (JOHNSON et al., 2004).

A curva de quantificacdo de DNA através da PCR em tempo real é gerada durante a
amplificacdo do material genético, e consiste de trés fases: uma fase lag, no qual os produtos
ainda ndo podem ser mensurados; uma fase exponencial, onde a detec¢do da fluorescéncia é
alcancada; e uma fase platd (DUSSAULT et al., 2006). O ponto na curva, dentro da fase
exponencial, no qual a quantidade de fluorescéncia ultrapassa o sinal basal é chamado de ciclo
threshold (Ct). Este ponto é de crucial importancia, pois determina o sucesso da amplificacéo,
permite quantificar a concentracdo de DNA e pode ser utilizado para a genotipagem de
diferentes alelos (GRAY et al., 2000; WILHELM et al., 2003).

2.9 SNPs em Genes de Citocinas

Apesar das citocinas apresentarem um baixo grau de variagcdo genética, um numero
cada vez maior de estudos vem implicando os SNPs localizados em regides reguladoras de
genes de citocinas como fatores que podem influenciar na susceptibilidade ou na evolugéo de
uma doenca infecciosa, pois geralmente acarretam em diferencgas na sintese e secrecdo destas.
Nos ultimos anos, varios SNPs tém sido associados a susceptibilidade e a variabilidade de
manifestacdes clinicas em doengas infecciosas e parasitarias que tem uma patogénese
inflamatdria como tuberculose, hanseniase, hepatite, esquistossomose, dengue, malaria, além
da doenca de Chagas (OLLIER, 2004).
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As diferencas existentes nos niveis de producdo e expressao de IL-10 e TNF-a entre 0s
portadores da doencga de Chagas cronica é o motivo principal para a escolha dessas citocinas
como alvo de estudos de SNPs na doenca de Chagas cronica (BRAZ et al., 2013; LORENA et
al., 2010; MELO et al., 2012).

2.9.1 SNPs no gene IL-10

A IL-10 é uma citocina muito importante na regulacdo da resposta imune, devido a sua
capacidade de “desligar” a producdo de citocinas inflamatorias por linfocitos T, por isso ela
foi originalmente denominada Fator Inibidor da Sintese de Citocinas (FIORETINO et al.,
1989). A IL-10 é produzida por varias células e sua producédo é regulada por outras citocinas
como a IL-4, a IL-13 e o IFN-y, que inibem a sua produ¢do (CHOMARAT et al., 1993).

O gene IL-10 esté localizado no braco longo do cromossomo 1 (1931.32) e sua regido
promotora é altamente polimorfica, sendo os SNPs localizados nas posicdes -1082(G/A),
-819(C/T) e -592(A/C) os mais estudados. Os gendtipos GG, GA e AA da posi¢do -1082
correspondem respectivamente a fendtipos alto, intermediario e baixo produtor desta citocina,
independente das variacdes nucleotidicas encontradas nas posi¢oes -819 e -592 do promotor
do gene da IL-10 (TURNER et al., 1997).

2.9.2 SNPs no gene TNF-a

O TNF-a, originalmente identificado como agente antitumoral, é uma citocina pro-
inflamatdria, produzida por varias células do sistema imune em resposta a uma variedade de
estimulos e que exerce multiplos efeitos bioldgicos. A expressdo do TNF-o € rigidamente
controlada, porque uma superproducdo sistémica desta citocina ativa respostas inflamatorias a
infeccdo e lesdo, com dano tecidual generalizado (WANG et al., 2003).

O gene TNF-« esta localizado no brago curto do cromossomo 6 (6p21.31), dentro do
complexo principal de histocompatibilidade de classe Ill, e contém varios SNPs, dos quais
dois sdo os mais estudados. O primeiro esta localizado na posicdo -238 e o segundo na
posicdo -308, ambos em relagdo ao sitio de inicio da transcri¢do, onde a presenca de guanina
define o alelo de tipo selvagem, isto €, o alelo mais comum. Tem sido demonstrado para
ambas as posicOes que a presenca de adenina resulta em uma transcricdo duas vezes maior,

com implicagdes funcionais nos niveis de secrecdo da citocina (WILSON et al., 1997).
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3 JUSTIFICATIVA

Diante da importancia e magnitude da doenca de Chagas, com cerca de 12 milhdes de
pessoas infectadas mundialmente, e das elevadas taxas de morbidade e mortalidade, sobretudo
na cardiopatia chagésica, justificam-se estudos que visem aprofundar o entendimento dos
fatores que estdo envolvidos na susceptibilidade & doenga, na transi¢do da fase aguda para a
crbnica, na progressao para as formas sintomaticas e na evolugdo das mesmas. Considerando
que os fatores genéticos e imunes do hospedeiro humano tém sido associados as diferentes
manifestacdes clinicas da doenca de Chagas cronica, o estabelecimento de marcadores
imunogenéticos de evolugdo/progressdo pode permitir o desenvolvimento de novos métodos
prognosticos, além de novas medidas terapéuticas. A associacdo de SNPs com o espectro de
expressao clinica da doenca de Chagas crbnica serd de extrema importancia, pois 0
monitoramento precoce de individuos com potencial de evolugdo para as formas mais graves,
através da genotipagem de seus alelos, pode ser aplicado na rotina ambulatorial. Diante do
exposto e baseando-se no potencial de aplicabilidade dessa abordagem na pratica clinica, este
estudo se prop6s a avaliar se a presenca de SNPs nos genes das citocinas IL-10 e TNF-a

estaria associada com a expressao clinica da infec¢do chagasica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar SNPs nos genes das citocinas IL-10 e TNF-a em portadores da doenca de

Chagas cronica com as formas indeterminada e cardiaca.

4.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar os dados epidemioldgicos e clinicos de portadores da doenca de Chagas
cronica selecionados no estado de Pernambuco;

b) Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e
-308G/A do gene TNF-a nos portadores da doenga de Chagas cronica selecionados;

c) Comparar as frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e
-308G/A do gene TNF-a encontradas nos portadores da doenca de Chagas crénica
com os resultados de outros estudos realizados no estado de Pernambuco;

d) Associar as frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e
-308G/A do gene TNF-o com as formas indeterminada e cardiaca da doenca de
Chagas cronica e com a gravidade da cardiopatia chagasica.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Etapas e Desenho do Estudo

O presente estudo foi realizado em duas etapas. Na primeira, foi realizado um estudo
descritivo, de corte transversal, para caracterizar dados epidemioldgicos e clinicos de uma
populacéo de portadores da doenca de Chagas cronica e determinar as frequéncias genotipicas
e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-a. A escolha dos alvos
foi baseada nas associacOes existentes entre sua expressao e producdo e as formas clinicas da
doenca de Chagas cronica (BRAZ et al., 2013; LORENA et al., 2010; MELO et al., 2012).
Além disso, as frequéncias genotipicas e alélicas obtidas nos portadores da doenca de Chagas
crénica foram comparadas com as obtidas em outros estudos cientificos que avaliaram o0s
mesmos SNPs em populagdes portadoras de outras doengas no estado de Pernambuco.

Na segunda etapa, realizou-se um estudo de associacdo, retrospectivo, do tipo caso-
controle, onde foram definidos como casos os portadores da doenca de Chagas com a forma
clinica cardiaca. Individuos cronicamente infectados pelo T. cruzi assintomaticos, ou seja,
portadores da forma indeterminada formaram o grupo controle. Segundo Drigo et al. (2007),
os individuos assintomaticos, também infectados pelo T. cruzi, assim como o0s sintomaticos,

porém sem as manifestacGes clinicas da doenca sdo considerados o grupo controle ideal.

5.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Departamento de Imunologia do CPgAM/Fiocruz e no
Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE, ambos
situados na Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco.

No Departamento de Imunologia do CPgAM/Fiocruz séo desenvolvidos estudos sobre
doencas infecciosas e parasitarias utilizando abordagens imunoldgicas, epidemioldgicas e de
biologia molecular. Em geral, 0s projetos tém carater aplicativo, visando ao entendimento do
relacionamento patdgeno-hospedeiro, diagndstico, imunoterapia e controle.

O Ambulatorio de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE,
que atende individuos provenientes de todo o estado de Pernambuco, € um centro de
referéncia no atendimento do portador da doenga de Chagas no Nordeste do Brasil. A filosofia
de trabalho no ambulatorio é dar atengdo integral ao portador da doenca, ndo sé com acdes de

tratamento, mais também com o enfoque biopsicossocial (OLIVEIRA Jr., 2009).
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5.3 Populagéo de Estudo

Foram incluidos neste estudo individuos cronicamente infectados pelo T. cruzi, de
ambos 0s sexos e maiores de 18 anos, que foram selecionados no Ambulatorio de Doenca de
Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE de janeiro de 2011 a dezembro de 2012.

Na rotina do ambulatorio, os individuos sdo submetidos a exames clinico-laboratoriais
para 0 acompanhamento das manifestaces clinicas decorrentes da infeccdo chagasica, que
incluem exame fisico, ecocardiograma, eletrocardiograma, raios X de torax e radiografia
contrastada de es6fago, além de sorologia para T. cruzi. A interpretacdo dos exames de rotina
dos individuos e a consequente classificagdo nas formas clinicas crénicas da doenca de
Chagas foram realizadas pela equipe médica do Ambulatério de Doenca de Chagas e
Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE.

5.4 Defini¢éo dos Grupos de Estudo

Os critérios adotados para categorizar um individuo em determinada forma clinica,
foram os mesmos descritos no Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas (BRASIL, 2005).

Individuos que apresentaram sorologia positiva para a infeccdo pelo T. cruzi, sem
manifestacdes clinicas de acometimento do coracdo ou trato digestivo, foram considerados
como portadores da forma indeterminada (IND).

A presenca de sorologia positiva para infec¢do chagésica, juntamente com sintomas de
insuficiéncia cardiaca ou sincope, alteracOes eletrocardiograficas, marcapasso implantado,
diminuicdo da fungdo ventricular, aneurisma apical no ecocardiograma ou radiografia do
torax com aumento da area cardiaca foram os critérios utilizados para categorizar um
individuo como portador da forma cardiaca (CARD). Aléem disso, para avaliacdo da gravidade
da cardiopatia chagésica, os portadores da forma CARD foram estratificados em dois grupos
de acordo com a presenca de dilatacdo da area cardiaca (comprovada através de raios X de
torax), sendo os individuos divididos em cardiopatas leves (CARD 1 - sem dilatacdo cardiaca)

e cardiopatas graves (CARD 2 - com dilatacdo cardiaca).
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5.5 Amostra de Estudo

Considerando-se uma populacdo alvo de 1.800 portadores da doenca de Chagas,
cadastrados no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do
PROCAPE/UPE, (OLIVEIRA Jr., 2009) e uma frequéncia esperada do evento de interesse
(cardiopatia chagéasica cronica) de 30% (DUTRA et al., 2009), foi realizado um célculo
amostral no software STATCALC do programa estatistico Epi-Info® (Atlanta, EUA). Com
precisdo de 95%, poder de 80%, e razéo de 2 casos para cada controle, a amostra resultou em
216 portadores da doenga de Chagas para o SNP -1082G/A do gene IL-10, de acordo com 0s
dados publicados por Costa al. (2009), sendo 144 casos e 72 controles. Para o0 SNP -308G/A
do gene TNF-a, baseado nos dados de Drigo et al. (2007), a amostra resultou em 232
portadores de doenca de Chagas, sendo 156 casos e 78 controles. Porém no grupo controle, s6
foi possivel serem selecionados 66 individuos para ambos 0os SNPs. Por outro lado, no grupo
caso, conseguiu-se captar 190 individuos para ambos os SNPs, sendo, portanto, recrutados um
total de 256 portadores da doenca de Chagas.

5.6 Consideragdes Eticas

Os portadores da doenca de Chagas envolvidos neste estudo tiveram sua participacao
voluntaria, apos leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice B), segundo a resolucdo do n°. 196/96 do Conselho Nacional de Salde que
apresenta as normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. A conduta de
inclusdo dos individuos participantes deste estudo e os protocolos experimentais realizados no
desenvolvimento do mesmo foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
do CPgAM/Fiocruz, sob o parecer de n° 07/2010 (Anexo A).

5.7 Obtencéo e Processamento das Amostras

Apdbs assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, os individuos
selecionados para este estudo responderam a um formulario de pesquisa (Apéndice C), para
obtenc¢éo de dados epidemioldgicos e clinicos (complementados com informagdes disponiveis
no prontuario dos mesmos). Posteriormente, de cada individuo foi coletada, por puncédo
venosa, uma amostra de sangue periférico, através de um tubo adaptado a uma agulha, estéril

e descartavel, para posterior analise dos SNPs.
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A coleta das amostras de sangue periférico foi realizada no Ambulatério de Doencga de
Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE, seguindo as normas de biosseguranca.
De cada individuo foram coletados aproximadamente 5 ml de sangue periférico em tubo com
o anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético - Ethylenediaminetetraacetic acid).

O sangue coletado foi utilizado para extracdo de DNA gendmico no mesmo dia da coleta.
5.8 Anélise Molecular
5.8.1 Extracdo e Purificagcdo de DNA Genomico

A extracdo de DNA genbmico foi realizada a partir de sangue total, através do
QIAamp DNA Blood Mini Kit da Qiagen® (Hilden, Alemanha), de acordo com as instrucdes
do fabricante (Figura 5). O kit contém mini-colunas que consistem de uma membrana de silica
que permite que o DNA da amostra se ligue a ela. Esta etapa foi permitida devido a acao
prévia da proteinase K e do etanol, que tem a funcdo de lisar as células e seus nucleos,
deixando exposto o0 DNA. A remocdo de contaminantes e possiveis inibidores para a PCR foi
realizada através de duas etapas de lavagem tendo a funcdo de melhorar a pureza do DNA.
Apos a eluicdo do DNA ligado a silica, atraves de tampéo de eluigcdo apropriado, fornecido
pelo kit, a amostra de DNA obtida foi acondicionada em microtubos autoclavados e estes
foram armazenados a —20°C no Departamento de Imunologia do CPgAM/Fiocruz até sua

posterior utilizacao.

Figura 5 - Principio da extragdo de DNA gendmico.
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Fonte: Adaptado de Qiagen (2012).
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5.8.2 Avaliagéo da Concentracdo e Pureza das Amostras de DNA

Todas as amostras de DNA obtidas foram quantificadas e avaliadas quanto ao seu grau
de pureza em espectrofotometro Nanodrop da Thermo Fisher Scientific® (San Jose, EUA).
Apobs calibracao do aparelho, 1 ul da amostra foi utilizado para analise. Além de determinar a
concentracdo de DNA na amostra, o aparelho determinou a razdo das absorbancias nos
comprimentos de onda de 260 e 280nm que deveria estar entre 1,7 e 1,9 para garantir a
integridade e pureza do DNA. Todas as amostras de DNA gendmico obtidas sé seguiram para

genotipagem dos SNPs por terem sua razéo de integridade e pureza entre esses valores.

5.8.3 Determinacdo dos Genotipos dos SNPs

Os gendtipos dos portadores da doenca de Chagas em relacdo aos SNPs -1082G/A do
gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-o foram determinados por PCR em tempo real com
sondas TagMan, através de protocolos de discriminacdo alélica, produzidos e comercializados
pela Applied Biosystems® (Foster City, EUA).

A metodologia de PCR em tempo real, com o sistema TagMan para deteccdo de SNPs,
consiste em amplificar a regido de interesse e utilizar duas sondas marcadas com diferentes
fluorocromos, desenhadas complementariamente a cada um dos alelos em estudo (Figura 6).
A sonda se liga ao seu alelo especifico e a fluorescéncia é emitida para o alelo presente na
amostra. Se os dois alelos estiverem presentes, sdo lidos os dois tipos de fluorescéncia. As
sondas tém em sua estrutura molecular um quencher que inibe o sinal emitido pelo
fluorocromo ou reporter. Assim que ocorre 0 pareamento e hidrélise da sonda o composto
fluorescente é liberado proporcionando liberagdo de energia que é captada pelo equipamento e
analisada em um grafico de amplificacédo. Este tipo de sonda possui uma tecnologia chamada
de Minor Groove Binder a qual tem a capacidade de se ligar na cavidade menor do DNA
aumentando a especificidade e diminuindo o background da reacdo (JOHNSON et al., 2004).

Para o SNP -1082G/A do gene IL-10, rs1800896 (numero de acesso no Gene Bank,
disponivel no National Center for Biotechnology Information), foi utilizado o conjunto de
primers e sondas disponivel no TagMan SNP Genotyping Assay C__ 1747360_10 produzido
pela Applied Biosystems®. Para 0 SNP -308G/A do gene TNF-a, rs1800629, foi utilizado o
TagMan SNP Genotyping Assay C 7514879 10. Ambos os Kits utilizam o fluorocromo
FAM para detectar o alelo G e o fluorocromo VIC para detectar o alelo A.
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Figura 6 - Principio da discriminagdo alélica por PCR em tempo real.
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Fonte: Adaptado de Applied Biosystems (2011).

Nota: (1) Componentes do ensaio e DNA alvo; (2) Desnaturacdo do DNA alvo e anelamento dos primers e
sondas; (3) Polimerizacdo e geragdo de sinal fluorescente. V = VIC; F = FAM; Q = Quencher; MGB = Minor

Groove Binder; Probe = Sonda.

O DNA purificado foi amplificado através de reacdes de PCR em tempo real com um

volume final de 12,5ul, contendo 0,625ul da solugdo do TagMan SNP Genotyping Assay 20X

(900nM de cada primer e 200nM de cada sonda), 6,25ul de TagMan Universal PCR Master

Mix 2X (que contém TagDNA Polimerase, deoxinucleotideos e tampao com MgCl,), 3,125ul

de 4gua ultrapura (Mili-Q®) e 2,5ul de DNA de cada amostra. As reacdes foram realizadas em

equipamento ABI PRISM 7500 da Applied Biosystems® sob as seguintes condicdes: 95°C por

10 min, seguido de 40 ciclos de 92°C por 15s e 60°C por 1min. Em todas as rea¢Ges foram

utilizados controles negativos, que consistiram em adicionar todos os reagentes, exceto o

DNA. Apés o final das reacdes, o software do aparelho gera um relatério com as curvas de

amplificagéo da discriminacdo alélica de cada individuo (Figura 7).
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Figura 7 - Curvas de amplificagdo de discriminacdo alélica por PCR em tempo real.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Ct = Ciclo threshold; Alelo G = Curva sem marca¢do; Alelo A = Curva com marcagdo

5.9 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada com o auxilio do Laboratdrio de
Métodos Quantitativos do Departamento de Saude Publica do CPgAM/Fiocruz, utilizando-se
0s programas estatisticos Epi-Info® e R®, disponiveis no laboratério. Todos os dados foram
armazenados em um banco de dados, utilizando-se o programa Microsoft Excel®
(Albuquerque, EUA). As tabelas foram construidas utilizando-se o programa Microsoft
Word® (Albuquerque, EUA). O teste do X2 ou exato de Fisher foram utilizados para comparar
as variaveis qualitativas entre os grupos estudados. Para analise das variaveis quantitativas foi
utilizado o teste t-student quando observado o pressuposto de normalidade. Quando este nao
foi observado, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. As associa¢Ges foram estimadas em
Odds Ratio (OR), usando um intervalo de confianca (IC) de 95%. A diferenca entre os

resultados obtidos foi considerada significativa quando p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas da populacédo de estudo

Nesse estudo foram incluidos 256 portadores da doenga de Chagas cronica, sendo
destes, 66 assintomaticos e 190 portadores da cardiopatia chagésica crénica. A maioria dos
individuos era do sexo feminino (69,9%). Quando se comparou o percentual de cada género
entre os individuos sintomaticos e assintomaticos, também se observou que o sexo feminino
era 0 mais prevalente em ambos os grupos, 70,5% e 68,2%, respectivamente. Portanto, ndo se
observou significancia estatistica na variavel género (p=0,72) (Tabela 1).

A idade média dos portadores da doenca de Chagas crbnica era de 59,3+12,0 anos,
com variagdo entre 27 e 91 anos. Os portadores de cardiopatia chagasica crénica apresentaram
uma média de idade mais elevada (61,0+11,2 anos) do que a dos individuos assintomaticos
(54,4+12,8 anos), sendo essa diferenca estatisticamente significante (p=0,0002). Ao
classificar os portadores da doenca de Chagas crénica por faixa etaria, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (2011), observou-se um percentual mais elevado (53,1%)
de individuos idosos, com 60 anos ou mais, seguido da faixa etaria de adultos (39,8%), de 40
a 59 anos. Apenas 7,1% dos individuos eram adultos jovens, de 18 a 39 anos. Quando se
comparou o percentual de cada faixa etaria entre os sintomaticos e assintomaticos, foi
observado que a maioria (58,4%) dos portadores de cardiopatia chagasica crénica sao idosos
enguanto que a maioria dos assintomaticos (42,4%) sdo adultos (p=0,002) (Tabela 1).

A maioria dos portadores da doenca de Chagas cronica avaliados nesse estudo era
procedente de municipios do estado de Pernambuco (86,3%). Grande parte desses municipios
pertence as regides da Zona da Mata e Agreste pernambucanos (Dados ndo mostrados). Os
municipios de Timbauba, Vicéncia, Nazaré da Mata, Bom Jardim e Sdo Benedito do Sul
foram os mais relatados, respectivamente, e corresponderam a 27,3% do total de individuos
avaliados. No entanto, 13,7% dos portadores da doenca de Chagas cronica eram procedentes
de outros estados brasileiros, em geral da Paraiba ou de Alagoas.

A presenca de alguns habitos de vida entre os portadores da doenca de Chagas crénica,
como o de fumar (tabagismo) e ingerir alcool excessivamente (etilismo) foi questionada
diretamente a cada individuo sob a supervisdo da equipe médica do Ambulatorio de Doenca
de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE. A prevaléncia desses habitos de vida
ndo apresentou diferengas estatisticamente significantes na populagéo estudada quando se

comparou o percentual deles entre os individuos sintomaticos e assintomaticos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas epidemioldgicas de portadores de doenga de Chagas cronica atendidos no
Ambulatério de Doenga de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE.

Forma Clinica

Doenca de IND CARD OR p
Chagas (95% IC)
n % n % n %

Sexo
Masculino 77 301 21 31,8 56 29,5 - -
Feminino 179 69,9 45 68,2 134 70,5 1,11 (0,61-2,04) 0,72
Faixa Etaria
18 — 39 anos 18 7.1 13 19,8 5 2,7 - -
40 —59 anos 102 398 28 42,4 74 38,9 6,87 (2,24-21,04) 0,002
> 60 anos 136 53,1 25 37,8 111 58,4 11,54 (3,77-35,34) 0,002

Tabagismo
Né&o 226 88,3 59 89,4 167 87,9 - -
Sim 30 11,7 7 10,6 23 12,1 1,16 (0,47-2,84) 0,74
Etilismo
Né&o 227 88,7 59 89,4 168 88,4 - -
Sim 29 11,3 7 10,6 22 11,6 1,10 (0,44-2,71) 0,82
Total 256 100 66 100 190 100

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: IND — Forma Indeterminada; CARD — Forma Cardiaca; OR — Odds Ratio; IC - Intervalo de Confianca

A situacdo trabalhista dos portadores da doenca de Chagas cronica também foi
questionada e observou-se que 0 a maioria destes estavam aposentados por idade (59,4%).
Alem desses, 20,3% dos individuos estavam empregados, 9,8% estavam desempregados e
7,8% se declararam ser do lar. Um pequeno percentual de individuos (2,7%), ndo informou a
situacdo trabalhista, sendo essa informacao considerada ignorada.

Sobre a provavel forma de contaminagdo pelo T. cruzi, 97,6% dos portadores da
doenca de Chagas crbnica relataram terem tido contato com o inseto vetor da doenca, ou
terem residido em casas de taipa em regides endémicas, durante algum tempo de sua vida,
sendo considerada, portanto, nesses individuos, a transmissdo vetorial. Dois individuos
(0,8%) relataram ndo conhecer o vetor da doenca, nem ter residido em regiGes endémicas para
a doenca de Chagas. No entanto, esses individuos eram filhos de portadoras da doenca de
Chagas, sendo considerada, portanto, neles, a transmissdo congénita. Quatro individuos
(1,6%) ndo relataram dados favoraveis a elucidacdo de uma determinada forma de
contaminacéo, sendo a informagéo sobre a forma de transmisséo ignorada.

A fracdo de ejecdo ventricular esquerda (FEVE) é um pardmetro avaliado no
ecocardiograma que mede o percentual de sangue ejetado pelo ventriculo esquerdo na sistole.
Individuos sem patologias cardiacas apresentam valores de FEVE > 55%. Quanto maior a
disfuncgéo cardiaca, menor sera esse percentual (OLIVEIRA et al., 2008). Portanto a avaliacdo
da FEVE ¢ bastante utilizada na préatica cardiol6gica para o0 acompanhamento e tratamento de
portadores da doenca de Chagas cronica.
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Nesse estudo os individuos assintomaticos apresentaram média de FEVE de
66,8+5,9%, enquanto que os cardiopatas apresentaram uma média de FEVE de 56,6+13,4%,
sendo essa diferenca estatisticamente significante (p<0,005). Ao comparar os valores de
FEVE entre os portadores de cardiopatia chagasica cronica, observou-se que o grupo CARD 1
apresentou média de 60,9+10,2%, enquanto que o grupo CARD 2 apresentou média de
47,6+14,7%, sendo também essa diferenca estatisticamente significante (p<0,005).

Com relacgéo ao tratamento etioldgico para o T. cruzi, 53,9% dos portadores da doenca
de Chagas cronica relataram ndo ter realizado qualquer esquema terapéutico. O mesmo foi
observado quando se comparou o percentual dos entre os individuos sintométicos e
assintomaticos, onde a maioria ndo realizou tratamento etioldgico, 51,1% e 62,1%,
respectivamente. Portanto, ndo houve diferencas estatisticamente significantes com relacdo ao
tratamento etioldgico para o T. cruzi, entre os individuos estudados (p=0,12) (Tabela 2).

No presente estudo, ao analisar a prevaléncia de comorbidades como hipertenséo
arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus e dislipidemias, foi considerada a presencga dessas
patologias através de diagnostico realizado pela equipe médica do ambulatoério, através de
exames de rotina, ou pelo uso de tratamento especifico. Entre os portadores da doenca de
Chagas crbnica avaliados neste estudo, verificou-se que a HAS é a comorbidade mais
prevalente (57,8%). Quando se comparou o percentual de cada morbidade entre os individuos
sintométicos e assintomaticos, ndo se observou nenhuma significancia estatistica entre 0s

grupos de individuos estudados (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas de portadores de doenca de Chagas cronica atendidos no Ambulatdrio de
Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE.

Forma Clinica

Doenca de IND CARD OR p
Chagas (95% IC)
n % n % n %
Tratamento
Etioldgico
Néo 138 539 41 62,1 97 51,1 - -
Sim 118 46,1 25 37,9 93 48,9 0,63 (0,35-1,12) 0,12
Hipertenséo
Néo 108 422 32 48,5 76 40,0 - -
Sim 148 57,8 34 51,5 114 60,0 1,41 (0,80-2,47) 0,22
Diabetes
Né&o 227 88,7 61 92,4 166 87,4 - -
Sim 29 11,3 5 7,6 24 12,6 1,76 (0,64-4,82) 0,26
Dislipidemia
Néo 197 76,9 54 81,8 143 75,3 - -
Sim 59 231 12 18,2 47 24,7 1,47 (0,72-2,99) 0,27
Total 256 100 66 100 190 100

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: IND — Forma Indeterminada; CARD — Forma Cardiaca; OR — Odds Ratio; IC - Intervalo de Confianca
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6.2  Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene
IL-10 e -308G/A do gene TNF-a nos portadores da doenca de Chagas cronica

O presente estudo realizou a determinacdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos
SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-a em 256 portadores da doenga de
Chagas cronica. As frequéncias genotipicas e alélicas de ambos 0os SNPs encontraram-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,005).

Em relacdo ao gene IL-10, foram encontrados os trés genotipos possiveis da posicao
-1082G/A: 27 individuos GG (10,6%), 118 individuos GA (46,0%) e 111 individuos AA
(43,4%). Portanto, a frequéncia do alelo A (66,4%), foi significantemente maior do que a
frequéncia do alelo G (33,6%) (p<0,005).

Na posicdo -308G/A do gene TNF-a, s6 foi encontrado um individuo com o genotipo
AA (0,4%). Os demais apresentaram o gendtipo GG (83,6%, 214 individuos) ou GA (16,0%,
41 individuos). Portanto, a frequéncia do alelo A (8,4%), foi significantemente menor do que
a frequéncia do alelo G (83,6%) (p<0,005).

6.3  Analise comparativa das frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do
gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-a no estado de Pernambuco

A distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene
IL-10 e -308G/A do gene TNF-a na populacdo estudada de portadores da doenca de Chagas
cronica foi comparada com estudos cientificos (artigos, monografias, dissertacdes ou teses)
realizados no estado de Pernambuco.

Na tabela 3 podem ser visualizadas as frequéncias genotipicas e alélicas do SNP
-1082G/A do gene IL-10 encontradas no presente estudo e em estudos envolvendo individuos
com tuberculose pulmonar (MONTENEGRO, 2013), esquistossomose mansénica (VALLE
NETO, 2013), leucemia linfoblastica aguda (LLA) (De DEUS; LUGO; MUNIZ, 2012) e
mulheres infectadas com o papilomavirus humano (Human Papillomavirus — HPV)
(CHAGAS et al., 2013).
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Tabela 3 - Comparagdo das Frequéncias Genotipicas e Alélicas do SNP -1082G/A do gene IL-10 do presente
estudo e de demais estudos realizados em Pernambuco.

Doenca de Chagas TB EM LLA HPV
n=256 n=181 n=70 n =105 n=171
% % % % %
Genotipo
GG 10,6 23 6 27 21
GA 46 37 70 48 46
AA 43,4 40 24 25 33
Alelo

G 33,6 41,5 40,7 51 44

A 66,4 58,5 59,3 49 56

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: TB — Tuberculose; EM — Esquistossomose Mansonica; LLA — Leucemia Linfoblastica Aguda; HPV -
Papilomavirus Humano

Na tabela 4 podem ser visualizadas as frequéncias genotipicas e alélicas do SNP
-308G/A do gene TNF-a encontradas nos portadores da doenca de Chagas crénica do presente
estudo e em individuos com tuberculose pulmonar (MONTENEGRO, 2013), esquistossomose
mansonica (VALLE NETO, 2013), anemia falciforme (DOMINGOS, 2012), LLA (De
DEUS; LUGO; MUNIZ, 2012), sindrome coronariana aguda (BEZERRA, 2013), diabetes
mellitus tipo 1 (TAVARES, 2012) e lGpus eritematoso sistémico (ANGELO et al., 2012).

Tabela 4 - Comparacdo das Frequéncias Genotipicas e Alélicas do SNP -308G/A do gene TNF-« do presente
estudo e de demais estudos realizados em Pernambuco.

Doenca de Chagas TB EM AF LLA SCA DM1 LES
n =256 n=181 n=70 n=168 n=105 n=104 n=171 n=298
% % % % % % % %
Gendtipo
GG 83,6 53,5 50 78 31 73,1 77 59
GA 16 37 40 22 58 25 21 29
AA 0,4 9,5 10 - 11 1,9 2 12
Alelo

G 91,6 72 70 89 59 85 87 73

A 8,4 28 30 11 41 15 13 27

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: TB — Tuberculose; EM — Esquistossomose Mansénica; AF — Anemia Falciforme; LLA — Leucemia
Linfobléstica Aguda; SCA — Sindrome Coronariana Aguda; DM1 — Diabetes Mellitus tipo 1; LES — L0pus
Eritematoso Sistémico
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6.4  Associacdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene
IL-10 e -308G/A do gene TNF-a com as formas indeterminada e cardiaca da

doenca de Chagas cronica e com a gravidade da cardiopatia chagéasica

Ao avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -1082G/A do gene IL-10 em
portadores da doenca de Chagas cronica de acordo com a forma clinica, ndo houve diferencas
significantes na distribuicdo das mesmas entre os individuos assintomaticos e os portadores de
cardiopatia chagasica cronica. Também néo houve diferencas estatisticamente significantes na
distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas entre os portadores de cardiopatia chagasica

cronica (Tabela 5).

Tabela 5 - Frequéncias Genotipicas e Alélicas do SNP -1082G/A do gene da IL-10 em portadores de doenga de
Chagas cronica atendidos no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE.

Forma Clinica

IND CARD OR p CARD1 CARD?2 OR p
(95% IC) (95% IC)
n % n % n % n %
Gendtipo
GG 8 122 19 10,0 - - 11 8,6 8 129 - -
GA 31 469 87 458 1,18 0,72 59 46,1 28 452 0,65 0,41
(0,46-2,97) (0,24-1,80)
AA 27 409 84 442 1,30 056 58 453 26 419 0,62 0,35
(0,51-3,32) (0,22-1,71)
Total 66 100 190 100 128 100 62 100
Alelo
G 47 356 125 329 - - 81 316 44 355 - -
A 85 644 255 67,1 1,12 056 175 684 80 64,5 0,84 0,45
(0,74-1,70) (0,53-1,32)
Total 132 100 380 100 256 100 124 100

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: IND — Forma Indeterminada; CARD — Forma Cardiaca; OR — Odds Ratio; IC - Intervalo de Confianca

Avaliando-se as frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -308G/A do gene TNF-«
em portadores da doenca de Chagas cronica de acordo com a forma clinica, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes na distribuicdo das mesmas entre os
individuos assintomaticos e os portadores de cardiopatia chagasica crénica. No entanto, ao
analisar a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -308G/A do gene TNF-«
entre os portadores de cardiopatia chagésica crbnica, observou-se que os individuos com
cardiopatia chagasica leve apresentam um maior percentual do gendétipo GA e do alelo A

guando comparado com os portadores de cardiopatia chagasica grave (Tabela 6).




47
VASCONCELOS, R.H.T.

Tabela 6 - Frequéncias Genotipica e Alélica do SNP -308G/A do gene do TNF-a em portadores de doenca de
Chagas cronica atendidos no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE/UPE.

Forma Clinica

IND CARD OR p CARD1 CARD2 OR p
(95% IC) (95% IC)
n % n % n % n %
Genotipo
GG 57 86,4 157 82,6 - - 101 789 56 90,3 - -
GA 9 136 32 16,9 1,29 053 26 20,3 6 9,7 0,42 0,030
(0,58-2,87) (0,15-1,04)
AA - - 1 0,5 1 0,8 - -
Total 66 100 190 100 128 100 62 100
Alelo
G 123 93,2 346 91,1 - - 228 89,1 118 95,2 - -
A 9 6,8 34 8,9 1,34 0,44 28 10,9 6 4.8 0,41 0,034
(0,62-2,88) (0,14-0,99)
Total 132 100 380 100 256 100 124 100

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: IND — Forma Indeterminada; CARD — Forma Cardiaca; OR — Odds Ratio; IC - Intervalo de Confianca
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7 DISCUSSAO

7.1 Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas da populacdo de estudo

No estado de Pernambuco ndo estdo disponiveis dados recentes, sobre o perfil dos
portadores da doenca de Chagas, exceto pelo trabalho de Melo et al. (2009) que realizou um
estudo com os individuos candidatos a serem doadores de sangue, mas que apresentaram
sorologia reagente para infeccdo pelo T. cruzi no hemocentro do estado. Apesar de sua
importancia epidemioldgica, o estudo ndo traz informaces clinicas acerca dos portadores da
doenca de Chagas no estado. Foi, portanto, um dos objetivos desta tese realizar uma analise
epidemioldgica e clinica dos portadores da doenca de Chagas crbnica selecionados para
avaliacdo dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-a no Ambulatério de
Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do PROCAPE.

Nesse estudo foram incluidos 256 portadores da doenca de Chagas crbnica, sendo
destes, 66 assintomaticos e 190 com cardiopatia chagasica crénica. Estudos sobre portadores
da doenca de Chagas cronica realizados em outros hospitais universitarios brasileiros também
demonstraram um ndmero mais elevado de individuos com a forma cardiaca (ALMEIDA et
al., 2007; ALVES et al., 2009; BERTANHA et al., 2008; BOZELLI et al., 2006). O nimero
reduzido de assintomaticos pode ser explicado devido ao fato desses individuos néo
comparecerem com frequéncia ao ambulatério para consultas regulares. Este fato
provavelmente ocasionou sua captacdo diminuida, apesar de, segundo a literatura, existir um
namero maior de portadores da doenca de Chagas assintomaticos (DIAS et al., 2008).

Dos portadores da doenca de Chagas selecionados, aproximadamente 70% sdo do sexo
feminino. Em estudos realizados no Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas, também foi encontrada uma prevaléncia maior do sexo feminino (ALMEIDA et
al., 2007; ALVES et al., 2009). No entanto, no Hospital Universitario de Maringa e no
Hospital Universitario da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, entre os portadores da
doenca de Chagas se observou uma maior prevaléncia do sexo masculino (BOZELLI et al.,
2006; POMPILIO et al., 2005). Segundo a Fundacdo Nacional de Saude néo existe correlacéo
entre 0 género e a sorologia para a doenca de Chagas, pois ela afeta indistintamente homens e
mulheres. No entanto, essa predominancia de portadores da doenca de Chagas do sexo
feminino, encontrada no presente estudo, é atribuida por alguns autores como resultado de
diferencas culturais nos cuidados com a saude, que atribui as mulheres uma maior demanda
de uso dos servicos de saude ambulatoriais e hospitalares (MORAES-SOUZA et al., 2006).
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A idade dos portadores da doenca de Chagas analisados nesse estudo variou de 27 a 91
anos com média de 59,312 anos. Ao estratificar os individuos por faixas etarias obtiveram-se
maiores percentuais de idosos e de individuos adultos, aproximadamente 53% e 40%,
respectivamente. Tendéncias semelhantes de distribuicdo etaria entre portadores da doenca de
Chagas crénica foram observadas por Pompilio et al. (2005) e Bozelli et al. (2006). Segundo
Lunardelli et al. (2007) pode-se atribuir a atual reducdo nos niveis de infeccdo chagésica em
individuos jovens como reflexo das medidas para o controle vetorial, ocorridas no passado.

Os habitos de tabagismo e etilismo foram relatados, respectivamente, por 11,7% e
11,3% dos portadores da doenga de Chagas cronica desse estudo. Esses percentuais diferem
dos encontrados por Bertanha et al. (2008), onde 40% dos individuos relataram tabagismo e
44% etilismo. No entanto, assim como nesse estudo, ndo houve diferenca entre a frequéncia
desses habitos entre individuos assintomaticos e portadores de cardiopatia chagasica cronica.

Aproximadamente 60% dos portadores da doenga de Chagas crbnica ao serem
questionados sobre sua situagdo trabalhista relataram estar aposentados. Alves et al. (2009),
também observaram um elevado percentual (73%) de individuos portadores da doenca de
Chagas aposentados. Os autores atribuem essa situacdo ao envelhecimento da populacdo
infectada pelo T. cruzi, e ndo ao fato da sorologia reagente para doenca de Chagas ter sido no
passado motivo de afastamento do mercado de trabalho de muitos individuos, o que
atualmente € proibido pela legislacdo brasileira (OLIVEIRA Jr, 1996).

A transmissao vetorial foi a provavel forma de contaminacdo pelo T. cruzi, na maioria
dos portadores da doenca de Chagas cronica analisados nesse estudo. Resultado semelhante
foi encontrado no estudo Pompilio et al. (2005), onde a maioria dos individuos relatou ter
residido em areas rurais endémicas para a doenca de Chagas, conhecer o vetor da doenca e/ou
ter coabitado com eles. Apesar desse mecanismo de transmissdo estar sobre aparente controle
no Brasil, esses achados ressaltam a importancia dessa forma de contaminagdo no passado,
antes da elaboragédo de medidas para seu controle e prevencao.

Alguns autores acreditam que a administracdo da terapia antiparasitaria nos individuos
assintomaticos previne o desenvolvimento da cardiopatia, apesar de ndo ocorrer erradicacao
completa do parasita (GARCIA et al., 2005). No entanto, a obrigacdo do tratamento
etioldgico so ocorre nos casos agudos, sendo uma opcao pessoal de cada médico e de seu
paciente a realizagdo do tratamento etiologico na fase cronica da doenca de Chagas (BRASIL,
2005). Esse fato explica os resultados encontrados no presente estudo e no de Bozelli et al.
(2006), com relagdo ao tratamento etioldgico para o T. cruzi, onde a maioria ndo o realizou,

apesar de ndo terem existido diferencas significantes, em relacdo a adeséo ao tratamento.
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Ao se avaliar a presenca de comorbidades entre os portadores da doenga de Chagas
cronica avaliados neste estudo verificou-se um elevado percentual, aproximadamente 58%, de
portadores de HAS. Diversos estudos também relataram a HAS como a comorbidade mais
prevalente entre os individuos portadores da doenca de Chagas (ALMEIDA et al., 2007,
ALVES et al., 2009; BERTANHA et al., 2008; BOZELLI et al., 2006; POMPILIO et al.,
2005). Apesar do grande nimero de portadores da doenga de Chagas que apresentam HAS,
ndo se constatou uma associacdo de causa e efeito entre essas duas patologias. Alguns autores
consideram que como a HAS esté relacionada com a atividade do sistema nervoso simpatico e
com o funcionamento cardiaco, e ambos podem ser afetados pela infeccdo causada pelo T.
cruzi, haveria a possibilidade de que os fatores patogénicos da infeccdo chagasica
contribuissem para a elevacdo pressérica (BOZELLI et al., 2006). No entanto, ha bastante
divergéncia quanto a prevaléncia da HAS entre os individuos portadores da doenca de
Chagas, e ndo ha relacdo entre sua presenca e as formas clinicas da doenca, o que também foi
observado no presente estudo, onde percentuais semelhantes foram observados entre os
individuos assintomaticos e os portadores de cardiopatia chagasica crénica. A associacao
frequente entre a doenca de Chagas e a HAS deve considerar o envelhecimento da populagédo
em geral, o que por si s6 aumenta a prevaléncia da HAS (BERTANHA et al., 2008).
Particularmente na populacdo portadora da doenca de Chagas, que nesse estudo foi composta
em sua maioria por individuos idosos, esse achado deve ser esperado, pelo aumento da média
de idade dos individuos infectados, devido ao sucesso das campanhas de controle vetorial e
das melhorias da abordagem diagnostica e terapéuticas.

Outras comorbidades comumente encontradas entre os portadores da doenca de Chagas
cronica avaliados nesse estudo foram a dislipidemia e o diabetes mellitus, respectivamente
23,% e 11,3%. Prevaléncias bastante semelhantes a esse estudo foram encontradas também
por Bozellli et al. (2006), Bertanha et al. (2008) e Alves et al. (2009), que, no entanto, ndo
diferem da prevaléncia dessas morbidades na populagéo brasileira em geral. Também néo se
observa diferencas entre a prevaléncia dessas comorbidades entre os individuos

assintomaticos e os portadores de cardiopatia chagasica cronica
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7.2 Avaliacao dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-«

No presente estudo procurou-se avaliar a distribuicdo de dois SNPS, um relativo a uma
importante citocina imunoreguladora, a IL-10, na posicdo -1082 (rs1800896) da regido
promotora de seu gene e o outro foi 0 SNP presente na posicao -308 (rs1800629) do gene do
TNF-a, uma importante citocina com agdo pro-inflamatoria, ambos em portadores da doenca
de Chagas crénica. A escolha dos alvos utilizados neste trabalho foi baseada nas associa¢des
existentes entre os produtos desses genes, e a doenca de Chagas crbnica, pois estas citocinas
apresentam diferengas em sua expressao e seus niveis séricos, entre as diferentes formas
clinicas da doenca (BRAZ et al., 2013; CUNA et al., 2000; FERREIRA et al., 2003; GOMES
et al., 2003; LORENA et al., 2010; MELO et al., 2012; PEREZ-FUENTES et al., 2003;
TALVANI et al., 2004).

A avaliacdo da distribuicdo desses SNPs teve como objetivo principal avaliar se
existiam diferencas nas frequéncias genotipicas e alélicas dos mesmos entre as formas clinicas
indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas cronica e entre a gravidade da cardiopatia
chagasica crénica. O estabelecimento de marcadores genéticos de evolucdo e prognostico
pode ser de bastante utilidade no futuro, no acompanhamento ambulatorial dos portadores da
doenca de Chagas crénica, visto que a classificacdo atual das formas clinicas é realizada
principalmente através do eletrocardiograma, do ecocardiograma e das radiografias, partindo
da anamnese do paciente (BRASIL, 2005). A investigacdo de alteraces precoces do sistema
cardiaco, através desta avaliacdo convencional, é inadequada, porque ela apenas revela a atual
situacdo clinica do individuo, quando as alteragBes patoldgicas ja estdo estabelecidas
(OLIVEIRA Jr., 2009).

Algumas técnicas e testes prognosticos mais sensiveis vém sendo estudados, ao longo
dos ultimos anos, para detectar e acompanhar o desenvolvimento de altera¢fes cardiacas em
individuos portadores da doenca de Chagas cronica assintomaticos. A maioria dos grupos de
pesquisa tenta estabelecer marcadores bioldgicos de evolugéo e prognostico da doenca através
de mecanismos imunolégicos (ABEL et al., 2001; BARROS-MAZON et al., 2004; BRAZ et
al., 2013; FERREIRA et al., 2003; GOMES et al., 2005; LORENA et al., 2010; MELO et al.,
2012; VASCONCELOS et al., 2010; VERCOSA et al., 2007). De acordo com os resultados
previamente encontrados, os marcadores biologicos para a doengca de Chagas cronica
baseados em células e moléculas da imunidade celular parecem ser bastante promissores por

terem um importante papel na evolucdo da infeccdo chagasica.
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As descobertas recentes sobre o papel da IL-10, na doenca de Chagas cronica tém feito
esta citocina alvo de diversos estudos sobre seus niveis séricos, expressdo génica e
polimorfismos genéticos. A secrecao local e sistémica da IL-10 nos portadores da doenga de
Chagas cronica assintomaticos tem um papel antiinflamatorio e regulatério para manutencéao
da situagdo “estavel” desses individuos (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; CUNA et al.,
2000; GOMES et al., 2003). Os portadores da doenga de Chagas assintométicos apresentam
niveis mais elevados de células T regulatérias (CD4'CD25"FoxP3"), secretoras de IL-10,
qguando comparados com 0s niveis de portadores de cardiopatia chagéasica cronica (BRAZ et
al., 2013; SILVEIRA et al., 2009; VITELLI-AVELAR et al., 2005). Uma diminuicdo dos
niveis desta citocina foi observada em portadores de cardiopatia chagésica cronica, com uma
correlacdo com a gravidade do dano cardiaco, avaliada através da FEVE do ecocardiograma
(COSTA et al., 2009).

Neste trabalho, o gene IL-10 foi genotipado, em portadores da doenca de Chagas
cronica, na posicdo -1082G/A, e foi possivel encontrar entre os individuos estudados, os trés
gendtipos possiveis da posicdo, sendo a maioria de heterozigotos (46,0%), seguido de
homozigotos para o alelo A (43,4%) e apenas 10,6% de homozigotos para o alelo G. Foi
evidenciado, portanto, que o alelo A é significantemente mais frequente (66,4%) na populacdo
estudada (p<0,005).

Essa elevada frequéncia do alelo A encontrada no presente estudo, também pdde ser
observada em outros estudos que avaliaram o SNP -1082G/A do gene IL-10 no estado de
Pernambuco. Os estudos conduzidos por Montenegro (2013), com individuos com
tuberculose pulmonar, Valle Neto (2013) com portadores de esquistossomose mansoénica e
Chagas et al. (2013), com mulheres infectadas com HPV, também relataram uma maior
frequéncia do alelo A. Além disso, a distribuicdo genotipica desses estudos também
demonstrou a mesma tendéncia observada no presente estudo, onde um percentual maior de
individuos GA foi seguido de individuos AA e menores frequéncias de individuos GG. No
estudo conduzido por De Deus, Lugo e Muniz (2012) com criancas portadoras de LLA, a
distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas diferiram um pouco dos demais estudos
realizado no estado de Pernambuco, pois foi encontrado um percentual semelhante entre os
alelos G e A, respectivamente 51% e 49%, refletido pela elevada presenca do genoétipo GG
(27%). No entanto, nesse estudo o percentual de heterozigotos foi o maior dentre os demais
gendtipos (48%), como previamente encontrado nos outros estudos anteriormente relatados.
As frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -1082G/A do gene IL-10 seguem, portanto, uma

distribuicdo semelhante em todo o estado.
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Ao dividir os portadores da doenca de Chagas cronica de acordo com a forma clinica,
ndo se observou diferencas significantes na distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas
do SNP -1082G/A do gene IL-10. A tendéncia encontrada na populacdo como um todo,
percentual maior de individuos heterozigotos, seguido de individuos homozigotos para o alelo
A, menor frequéncia de individuos homozigotos para o alelo G e uma maior frequéncia do
alelo A, permaneceu a mesma quando se comparou os individuos assintoméaticos com 0s
portadores de cardiopatia chagéasica cronica.

Resultados semelhantes ao desse estudo foram também encontrados por Fldrez et al.
(2011) em uma populacdo colombiana. Os autores analisaram néo s6 o0 SNP na posi¢do -1082
do gene IL-10, mas também as posi¢des -819C/T e -592A/C e ndo observaram diferencgas
estatisticamente significativas nas freqliéncia genotipicas e alélicas de nenhum destes SNPs
entre os individuos com cardiopatia chagasica cronica e assintomaticos. Apesar de ter sido
realizado em uma populacdo com diferentes backgrounds étnicos e genéticos, o estudo de
Florez et al. (2011) encontrou frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -1082G/A do gene
IL-10 bastante parecidas com as do presente estudo.

Costa et al. (2009) analisaram o SNP -1082G/A do gene IL-10 em uma populacédo
brasileira do estado de Minas Gerais e observaram que esse SNP ndo seguiu um padréo de
distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas entre os portadores da doenca de Chagas.
Uma diferenca foi observada entre os individuos com cardiopatia chagésica cronica e
assintomaticos em relacdo a ocorréncia do alelo A, de fendtipo baixo produtor da IL-10,
sendo este mais presente nos individuos cardiopatas. Esses achados discordam do encontrado
no presente estudo, apesar disso, concordam com os estudos de expressdo génica, producédo
por células do sistema imune e niveis séricos da IL-10 em portadores da doenca de Chagas,
gue atribuem niveis mais elevados dessa citocina aos individuos assintomaticos (BRAZ et al.,
2013; CUNA etal., 2000; VITELLI-AVELAR et al., 2005).

No entanto, esses resultados encontrados por Costa et al. (2009) devem ser
reproduzidos em outras populagcdes endémicas para a doenca de Chagas e com um numero
maior de individuos, visto que amostra reduzida de seu estudo (155 individuos, sendo 58
assintomaticos e 97 cardiopatas) pode ter sido um fator favoravel a obtencéo desse resultado
pelos autores. Ja foi relatado que o alelo G, assim como e gendtipo GG é mais frequente em
populacdes brancas (KOCH et al., 2001), portanto a associacdo entre 0s gendtipos e alelos
pode variar de acordo com a etnia, especialmente na populacdo brasileira, que é altamente
miscigenada. Os resultados encontrados no presente estudo podem, portanto, refletir melhor a

miscigenacdo de americanos nativos, europeus e africanos encontrada no Brasil.
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Ao analisar a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -1082G/A do
gene IL-10 entre os portadores de cardiopatia chagésica cronica avaliados no presente estudo,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os cardiopatas leves e
graves. Em seu estudo, Costa et al. (2009) também analisaram os portadores de cardiopatia
chagésica cronica, estratificados pelo grau de leséo cardiaca em ndo-dilatados e com dilatacdo
cardiaca e também ndo observaram diferengas nas frequéncias genotipicas e alélicas entre
eles. Apesar dos mesmos autores terem demonstrado uma correlagé@o entre os baixos niveis de
expressao de IL-10 e baixos valores de FEVE, esses achados sugerem que o background
genético da IL-10 ndo atua como um fator que poderia influenciar na patogénese da
cardiopatia chagéasica cronica. Mecanismos imunoldgicos, como uma proliferacdo celular
exarcebada, podem estar atuando para compensar a baixa producédo de IL-10 pelas células dos
individuos portadores do alelo A. Essa seria uma razdo para a falta de correlacdo entre o
fendtipo e o gendtipo da IL-10 observada por Costa et al. (2009). Essa auséncia de associacdo
entre 0 SNP -1082G/A do gene IL-10 e os niveis de producdo e expressdo dessa citocina na
cardiopatia chagésica crénica, no entanto, ndo diminuem o importante papel dessa citocina da
imunopatogénese da doenca de Chagas, previamente demonstrado através de estudos
imunologicos (BRAZ et al., 2013; CUNA et al., 2000; VITELLI-AVELAR et al., 2005).

Alguns estudos demonstraram que 0s niveis séricos e/ou plasmaticos do TNF-a estdo
elevados em portadores da doenca de Chagas quando comparados com individuos néo
portadores da doenca. Além disso, vem sendo observado que niveis elevados de expressdo
génica do gene TNF-ae da producdo desta citocina por leucécitos tem relacdo com a
evolucdo da forma assintomatica para as formas sintomaticas. A producao e secrecdo local e
sistémica do TNF-a vem sendo associada ao desenvolvimento e a gravidade da cardiopatia
chagésica cronica, sugerindo a participacdo desta citocina na formacgéo da inflamag&o cronica
e na lesdo cardiaca (FERREIRA et al., 2003; LORENA et al., 2008; LORENA et al., 2010;
PEREZ-FUENTES et al., 2003; REIS et al., 1993; TALVANI et al., 2004).

No presente trabalho, portadores da doenca de Chagas crbnica tiveram o SNP
-308G/A de gene TNF-« genotipado atraves de PCR em tempo real. O gen6tipo homozigoto
para o alelo G foi 0 mais prevalente (83,6%), enquanto que 16,0% dos individuos estudados
eram heterozigotos. Apenas um individuo apresentou o genotipo homozigoto para o alelo A,
portanto, foi evidenciado que o alelo A é significantemente menos frequente (8,4%) na

populacéo estudada (p<0,005).
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A baixa frequéncia do alelo A encontrada no presente estudo, também foi observada
em outros estudos que avaliaram o SNP -308G/A de gene TNF-« em Pernambuco. Estudos
conduzidos com individuos com tuberculose pulmonar (MONTENEGRO, 2013),
esquistossomose mansonica (VALLE NETO, 2013), anemia falciforme (DOMINGOS, 2012),
sindrome coronariana aguda (BEZERRA, 2013), diabetes mellitus tipo 1 (TAVARES, 2012) e
[Upus eritematoso sistémico (ANGELO et al., 2012) também relataram uma menor frequéncia
do alelo A em suas populacfes de estudo. A tendéncia da distribuicdo genotipica do SNP
-308G/A de gene TNF-« nesses estudos foi semelhante a observada no presente estudo, onde
os individuos GG representaram o maior percentual, seguido de individuos GA e com
frequéncias reduzidas de individuos AA. No entanto, De Deus, Lugo e Muniz (2012) também
avaliaram o SNP -308G/A de gene TNF-a em criancas com LLA, e relataram um percentual
semelhante da frequéncia dos alelos G e A, 59% e 41%, respectivamente. Essa alta frequéncia
do alelo A, diferente dos outros estudos realizados no estado foi encontrada devido a elevada
presenca de criangas portadoras do gen6tipo GA (58%). No entanto, nesse estudo o percentual
de homozigotos para o alelo A foi reduzido (11%), assim como também foi encontrado nos
estudos relatados. Portanto, o genétipo AA do SNP -308G/A do gene TNF-« segue uma
distribuicdo semelhante em todo o estado de Pernambuco, com baixa frequéncia e que condiz
com a baixa prevaléncia do alelo A encontrada nesse estudo e na maioria dos aqui citados.

Ao avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -308G/A do gene TNF-a entre
os portadores da doencga de Chagas crbnica de acordo com a forma clinica, ndo se observou
diferencas estatisticamente significantes na distribuicdo das mesmas entre os individuos
assintomaticos e os portadores de cardiopatia chagasica cronica. A mesma tendéncia
encontrada na populacdo geral de portadores da doenca de Chagas cronica, percentual
majoritario de individuos homozigotos para o alelo G e menor frequéncia de heterozigotos,
foi observada ao comparar os individuos assintomaticos com os portadores de cardiopatia
chagasica cronica. E importante ressaltar que apenas um individuo apresentou o genétipo
homozigoto para o alelo A, sendo ele portador da cardiopatia chagasica cronica. Portanto, ndo
foram observados individuos assintomaticos com o gendtipo AA.

Um estudo realizado com portadores da doenca de Chagas cronica peruanos
conduzido por Berain et al. (1998) avaliaram 0s SNPs -308G/A e -238G/A da regido
promotora do gene TNF-«. No entanto, os autores ndo encontraram associagcdo de nenhum
desses SNPs com o desenvolvimento da cardiopatia chagésica cronica. Pissetti et al. (2011)

estudaram, recentemente, os mesmos SNPs do gene TNF-« em uma populacédo brasileira do
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estado de Minas Gerais e também ndo observaram nenhuma associagdo significativa entre
esses SNPs e as formas clinicas crénicas da doenca de Chagas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Drigo et al. (2007) ao avaliar o papel do SNP -308G/A do gene TNF-« entre
individuos assintomaticos e portadores de cardiopatia chagasica cronica residentes no Brasil,
no estado de S&o Paulo. Os autores ndo observaram diferencas estatisticamente significantes
nas frequéncias genotipicas e alélicas desse gene entre os portadores da doenca de Chagas
cronica estudados. Todos esses estudos citados corroboram os resultados encontrados no
presente estudo, onde ndo foi possivel estabelecer associacdes entre 0s genotipos e alelos do
SNP -308G/A do gene TNF-a e as formas clinicas cronicas da doenca de Chagas.

No entanto, conclusdes diferentes a cerca do papel do gene TNF-a na doenca de
Chagas crbnica foram obtidas por Rodriguez-Pérez et al. (2005) e Criado et al. (2012).
Rodriguez-Pérez et al. (2005) avaliaram ambos 0os SNPs -308G/A e -238G/A da regido do
gene TNF-« numa populacdo mexicana e obtiveram resultados diferentes para cada SNP. Em
relacdo a posicdo -238G/A, assim como Beradn et al. (1998) e Pissetti et al. (2011), os autores
ndo encontraram diferencas nas frequéncias genotipicas e alélicas desse SNP entre individuos
assintomaticos e cardiopatas chagasicos cronicos. Portanto, a falta de associacdo entre 0 SNP
-238G/A do gene TNF-« e as formas clinicas da doenca de Chagas cronica foi evidenciada
por todos 0s estudos executados até o presente momento, o0 que sugere que este SNP ndo tem
relacdo com a expressao e producao do TNF-o nessa doenca. Contudo, Rodriguez-Pérez et al.
(2005) também avaliaram o SNP -308G/A do gene TNF-a e, sugerem que o SNP nesta
posicdo poderia ser um marcador genético envolvido as manifestacfes cardiacas da doenca de
Chagas cronica, visto que o grupo de portadores de cardiopatia chagasica crénica estudados
apresentou uma frequéncia aumentada estatiscamente significante do alelo A e dos gendtipos
GA e AA, quando comparada com a frequéncia dos individuos assintomaticos.

Resultados semelhantes ao de Rodriguez-Pérez et al. (2005) foram relatados por
Criado et al. (2012) ao analisar o0 SNP -308G/A do gene TNF-a em uma populacdo de
portadores da doenca de Chagas da Colémbia. Os autores também encontraram uma
frequéncia elevada do alelo A, relacionado com a alta producdo do TNF-o, nos portadores de
cardiopatia chagasica cronica e estatiscamente significante quando comparada com a
frequéncia do mesmo alelo nos individuos assintomaticos. Os autores corroboram os dados de
Rodriguez-Pérez et al. (2005) e sugerem que 0 SNP nesta posi¢do possa ter uma relagdo com
a producdo do TNF-a, que é de suma importancia para o estabelecimento da inflamacéo
crénica cardiaca que culmina com o desenvolvimento das lesdes caracteristicas da cardiopatia
chagasica cronica (CRIADO et al., 2012).




57
VASCONCELOS, R.H.T.

Apesar de se mostrarem promissores, os resultados de Rodriguez-Pérez et al. (2005) e
Criado et al. (2012) devem ser reproduzidos em outros paises endémicos para a doenca de
Chagas. Além disso, um numero maior de individuos deve ser analisado, pois o estudo de
Rodriguez-Pérez et al. (2005) analisou uma amostra bastante reduzida (54 individuos), o que
pode ter influenciado a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas avaliadas pelos
autores. Diferencas na estrutura étnica e genetica das populacdes estudadas podem ser a razdo
para os diferentes achados em relagdo ao gene TNF-« e a susceptibilidade a cardiopatia
chagésica cronica. Os resultados encontrados no presente estudo, no entanto, confirmam os
achados dos estudos de Drigo et al. (2007) e Pissetti et al. (2011), ambos realizados em
populacdes do sudeste brasileiro. A populacdo brasileira, apesar de ser altamente
miscigenada, ndo apresentou diferencas significantes na distribuicdo do alelo A do SNP
-308G/A do gene TNF-a, que esteve presente em um baixo percentual em todos os estudos
realizados com portadores da doenca de Chagas cronica. Essa seria uma evidéncia da falta de
associacdo deste SNP com as diferentes formas clinicas crénicas da doenca.

Estudos conduzidos com outras doencas cardioldgicas ndo infecciosas, como a doenga
arterial coronariana e a sindrome coronariana aguda, também n&o conseguiram demonstrar
associacdo entre o SNP -308G/A do gene TNF-o e a suscetibilidade a essas doencgas do
coragdo, apesar de ambas também serem doengas cronicas inflamatorias, onde o TNF-a ja
havia sido previamente relacionado com seu acometimento (BABU et al., 2012; BEZERRA,
2013; CHU et al., 2012). Esses achados, juntamente com o0s encontrados nos estudos
realizados com portadores da doenca de Chagas crbnica, indicam que variacBes genéticas no
gene TNF-a ndo sdo determinantes do desenvolvimento das doencas cardiacas.

Apesar do importante papel do TNF-o na cardiopatia chagésica cronica, ja estabelecido
por estudos imunolégicos (FERREIRA et al., 2003; LORENA et al., 2010; PEREZ-
FUENTES et al., 2003; REIS et al., 1993; TALVANI et al., 2004), nenhum estudo, até o
presente momento, avaliou a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do SNP
-308G/A do gene TNF-a entre os portadores de cardiopatia chagasica cronica de acordo com a
gravidade das manifestacdes. No presente estudo, realizou-se a estratificacdo dos portadores
de cardiopatia chagésica crbnica, com base na presenca ou ndo de dilatacdo cardiaca, em
cardiopatia grave e leve, respectivamente. Ao analisar as frequéncias genotipicas e alélicas do
SNP -308G/A do gene TNF-a observou-se que os individuos com cardiopatia chagasica leve
apresentam um maior percentual do genotipo GA e do alelo A quando comparado com 0s
portadores de cardiopatia chagéasica grave. Essa diferenca na distribuicdo dos gendtipos e
alelos foi estaticamente significante e pelos valores de OR (0,42 e 0,41, respectivamente)
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pode se acreditar que a presenca desse genotipo e desse alelo atuaria como um fator de
protecdo para o desenvolvimento da cardiopatia chagasica grave. A vantagem da heterozigose
¢ um mecanismo mais eficiente de responder as exigéncias do meio, ja que individuos
heterozigotos possuem uma variedade genética que lhes permite se adaptar a condicdes
adversas (COOKE; HILL, 2001; HEDRICK et al., 1990). No caso do gene do TNF-«, a
presenca de ambos os alelos pode conferir uma adaptacdo a producdo desta citocina, cuja
secrecdo pode ser benéfica inicialmente, no entanto, uma superproducdo pode causar dano
tecidual generalizado (WANG et al., 2003). Esses achados sugerem que o background
genético do hospedeiro pode ser um fator que influencia no desfecho da cardiopatia chagasica
crénica. Com base nessas evidéncias, pode se sugerir que, com relacdo ao SNP -308G/A do
gene TNF-a, a patogénese da cardiopatia chagésica cronica envolve distintos mecanismos
genéticos, e que determinados gendtipos podem culminar com a dilatacdo cardiaca ou com
sua protecdo. Contudo, estudos adicionais, prospectivos, que realizem o acompanhamento dos
portadores de cardiopatia chagasica, apds determinacdo de seus genotipos, devem ser

conduzidos para testar essa hipdtese.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

N&o ha associacdo das variaveis epidemioldgicas e clinicas estudadas com a
susceptibilidade e o desenvolvimento da doenca de Chagas cronica;

Os SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF—« possuem uma
distribuicdo homogénea, ndo aleatdria, no estado de Pernambuco;

Os SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF—« ndo atuam como
marcadores genéticos das formas clinicas cronicas da doenca de Chagas;

O SNP -1082G/A do gene IL-10 n&o contribui com a gravidade das manifestagoes
clinicas da cardiopatia chagasica crénica;

A presenca do alelo A e do gendtipo GA do SNP -308G/A do gene TNF—a em
portadores de cardiopatia chagasica cronica pode atuar como um fator de protecédo

para o desenvolvimento da cardiopatia chagasica grave.
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9 PERSPECTIVAS

a) Awvaliar a distribuicdo das frequencias genotipicas e alélicas do SNP -308G/A do
gene TNF—« em portadores de cardiopatia chagésica cronica, estratificados em
cardiopatia leve, moderada e grave, atraves da FEVE do ecocardiograma.

b) Selecionar um nimero maior de portadores de cardiopatia chagasica crénica, com
o0 intuito de confirmar o papel do SNP -308G/A do gene TNF—« na gravidade da

cardiopatia.
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Chagas disease s a paragitic infection that is a significant public health problem in Latin Amenca The
mechanisms respon s ble for susce ptibility to the infection and the mechanisms imalved inthe develop-
ment of cardiac and digestive forms of chronic Chagas disease remain poorly understomd. However, there
is growing evidence that differences in swsce ptibility in endemic areas may be attrbutable to host genet ic
factors The aim of this overview was to analyze the genetic susceptibility to human Chagas d sease, par-
teulary that of single mecleotide polymaorphisms of cytokine genes. A review of the literature was con-

gr-"w"i" ducted on the following dat abases: PubMed MEDLINE and Scopus. The search stratery included using the
Cytakines following terms: “Cytokines™, “Single Nucleotide Polymorphisms™ and “Chagas Disease™ After screening
Single nudeatide palymarphisms 25 citations from the databases, 19 studies were selected for the overview. A critical analysis of the data

presented in the articles suggests that genetic susce pribility to Chagas disease and chronic Chagas cardio-
mynpathy &5 highly influenced by the complexity of the immune response of the host Follow -up studies
based on other populations where Chagas disease is endemic (with distinct ethnic and genetic back-
grounds | need to be conducted. These should use alarge sample population o as to establish what cyto-

kine gemes are imvalved in susceptibility to andfor progresion of the disease.

& 2012 Bsevier Lid. All rights reserved.

1. Introduction

(Chagas disease is a parasitic infection, caused by the protozoan
Trypanosoma cruzl, which remains a significant public health prob-
lem in Central and South America. It is estimated that 15 million
people are cumently affected and that Chagas disease results in
12500 deaths annually, in Latin America |1].

The clinical manifestations of Chagas disease arecharacterized by
a short acute phase, usually asymptomatic, followed by a long
chronic phase, during which 70% of the individuals infected by
T. ouz remain asymptomatic, whereas the remaining 30% present
severe forms with camdiac or digestive alterations. Both the
mechanisms res ponsible for susceptibility to the infection and those
involved in the development of cardiac and digestive forms of
chronic Chagas disease remain poorly understood [2].

It has been suggested that human host genetic factors, envimn-
mental factors and variability among T. cruzi isolates are major
determinants of the prevalence of Chagas disease and its clinical
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manifestations in humans. Although these factors are probahly
responsible for the heterogeneity of Chagas disease, there is grow-
ing evidence that differential susceptibility in endemic areas may
be attributable to host genetic factors [ 3]. The facts that only part
of the population living in endemic areas becomes infected and
that only one-third of those chronically infected develop symp-
toms, support the importance given by mesearch to host genetic
factors in susceptibility to and the development of chronic Chagas
disease |4]

Different studies have reported several markers of genetic sus-
ceptihility tochronic Chagas disease Some studies have addressed
the melationship between genes within the major histocompatibil-
ity complex and Chagas disease [5-8] while others have also
implicated some cytokine and chemokine genes as determining in-
creased susceptibility to and further development of the cardiac
form |9-14]. However, genetic susceptibility to T. oz infection
and the development of cardiac or digestive forms are complex
and hetemgensous and it is likely that they involve several genes,
each of which make a modest contribution to the pathogenesis of
the disease | 3-12].

The genetic markers most used in association studies are single
nucleatide polymaorphisms (SMNPs). Matural selection has favored
introducing bi-allelic SMPs into cytokine genes which results in
varying the prmduction and level of protein rather than its quality
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| 15]. Therefore, a review of the literature was carried out with the
aim of clarifying certain questions, which to date have remained
unclear, about genetic susceptibility to chronic Chagas disease,
particulady with respect to the SMPs of cytokine genes.

2. Methods
2.1. Strategy for screening and selecting studies

The present overview selected studies carried out on humans that
were found in the databases of PubMed/ MEDLIME and Scopus. There
was no restriction regarding language or publication date. The re-
search period covered was untl January 201 2 Nounpublis hed stud-
ies, revision articles, abstracts of sdentific events, dissertations and
thesis were included. The following key-wonds were selected accord-
ing to MeSH{ Medical Subjects Heading Terms/PubMed): “Cytokine”™,
“Single nucdeotide polymorphisms™ and “Chagas disease”. The eligi-
ble smdies were those in which the analysis included: the genotype
ar allelic frequencies of SMPs of cytokine genes that are probably re-
lated either to susceptibility to Chagas disease andjor to developing
cardiac and digestive forms of chronic Chagas disease. The studies se-
lected are presented in Table 1, in chronological order of publication
and the key finding of each is shown.

3. Results

Screening the PubMed/MEDLIME and Scopus databases identified
25 non-duplicated articles. OF these, 5 studies were eoxluded after
evaluating the title and the abstract, because they did not comply
with the inclusion criterion that required the article to be original.
Of the 20 articles selected fordetailed analysis, one was excluded be-
cause it did not deal with SMPs of cytokine genes. Of the 19 eligible
articles, 11 dealt with Chagasic patients, each of which had a contral
group of healthy individuals; and eight dealtonly with Chagasic pa-
tients, who presented different clinical manifestations of the chronic
phase. Table 1 shows the main characteristics of the studies selected,
the populations under study, the target genes, the numberof individ-
uals and the main finding foreach. All studies were published in Eng-
lish and were conducted on Latin American populations.

4. Discuss ion

The importance of tumor necrosis factor-alpha (TNF-u) in the
pathogenesis of Chagas disease made this cytokine one of the first
to be studied and it remains the most studied one with regamd to
SMPs and susceptibility to the disease. Some studies have sug-

Table 1
Single nudentide pol ymomphisms of cytokine gene and Chagas diseass.
Year  Main author  Study Humber of individuals Target genes Main findings
population
1998 Herain=tal Pennian 85 Chagasic patients and &7 healthy mntrals  THP-x (-308GA; -28G7A) Mo ssociation
[20] ke
2005 Rodriguesz- Mexian 54 Chagasic patients and 169 healthy THP-x (- 3086 [A; - 238G A) Cardiomyopathy
Pérez et al. mmtrals subjects (—308GIA)
[13]
2006 Drigo e al Brazilian 42 Chagasic patients THF-x {3080 A) Death {candiac patients)
[21]
2006 Flarer o al Calombian 260 Chagasic patients IL-Tex { —SESCIT; +4845GT)L -1 p{-51107T; -3TEL;  Candiomyopathy 1119
Ex]| <O SATC; +5810G/A)and IL-1RN (+8006T]C +8061C]  (+S810G[A)
T, +111007T7C
2006 Ramzawmy Brazilian 230 Chagasic patients BATY (-3480T; —220/G) Cardiomyopathy
etal [25]
2006 Ramxmawmy Brazilan 245 Chagasic patients M [ - 2518x/C) Candiomyapathy
etal [12]
2007 Drigo e al Brazilian 246 Chagasic patients THP-x (- 3086 &) Mo asociation
[22]
2007 Ramzawmy  Brazilian 245 Chagasic patients LT o (+BOARD; +252400) Cardiomyopathy
etal [27]
2007 Zafraetal Colombian 260 Chagasic patients and 200 healthy IL-120 [+11 88 AC) Cardiomyopathy
|44] anntrals subjeds
2008 Cabkadaetal. Penndian 347 Chagasic patients and 279 healthy TGPl (—988C A, - B00GTA-S09CIT; +10T]C; +2630]  Susceptibility (+10T )
[10] amnd mmntrals subjeds n
Calombian
2008 Costaet al. Brazilian 155 Chagasic patients and 43 healthy IL-10 {1 (8 2GTA) Cardiomyopathy
[11] mmntrals subjeds
2008 Cnz-Robles  Mexian 86 Chagasic patients, 109 healthy mntrals IL=1p (—511CFT) and 11BN (+8006T/C <8061 07T, Susceptibility and
etal [36] subjects and 50 idiopathic dilated =11 1007 iC) cardiomyopathy IL-1RN
@rdiomyopathy patients (+1 1100175)
208 Tomesetad. Pennian 314 Chagasic patients and 284 healthy MIF (-173G)0) Susceptibility
[14] amd mntrals subjeds
Calomibian
2010 Torreset . Penuvian 317 Chagasic patients and 399 healthy IL-6 (- 1740 KC) Mo ssociation
E=]| amd mntrals subjeds
Calomibian
2010 Tormesetad. Colombian 236 Chagasic patients and 282 healthy INE~y (+874T A Susceptibility
j41] mntrals subjeds
2011 Amezetal Balivian 74 Chagasic patients and 36 healthy mntrals  IL-4 (- S0ECT) Susceptibility
|55] subjects
2011 Pissetti ot 2l Brazilian 168 Chagasic patients and 132 healthy THFP-x (308G A; - X380 Susceptibility (238G
23] mmtrals subjects A)
2011 Flarez & al Calombian 260 Chagasic patients IL-4 (- SO0CTY and IL-10{ - 10835 A; —819CT; Mo ssociation
152] —SH2{JA)
M12 Criadoetal Colombian 313 Chagasic patients THP-z (1031 TIC —30BGTA)Y Cardiomyapathy

[24]
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gested that a high TMNF-2 produdtion in the target organs of Chagas
disease is partially responsible for the sewerity of the pathology.
The high frequency of TNF-x producding lymphocytes and increased
plasma levels have also been reported inchmonic Chagasic patients,
there being a high comelation with the degree of heart dysfunction
|16-18].

The THF-2 gene contains many SMPs, of which the two that are
the most studied are as follows: the first is located at position
—238 and the second at —308, both in relation to the tanscription
start site, in which the presence of guanine (G) defines the wild
type allde (ie. the most commeaon allele). It has been demonstrated
for both positions that the presence of adenine (A) resultsin great-
er gene franscription with functonal implicatons | 19).

The study conducted on Peruvian Chagasic patients by Berain
et al. | 20] evaluated both of these SMPs, but found no assocation
with susceptibility to nor with the cardiac form of chronic Chagas
disease. Inthis study, the — 308A allele frequency was higher among
chrmonic cardiac patients than asymptomatic patients, although this
difference was not regarded as statistically significant. The lack of
assodation between —238 SNP of TMF-x gene and Chagas disease
found by Beraln e al [20] was cormbomted years later by Rodri-
ruez-Pérez et al. [13] with regard to a Mexican population. How-
ever, these authors also evaluated the —308 SNP of TMF-x gene
and concluded that this posidon could be a marker imvohved with
chmonic Chagas disease. The group of chronic Chagasic patients
studied showed the frequency of the —308A allele increased when
compared to the healthy control subjects. Statistical analysis also
showed increased frequency of this alkele in cardiac patents when
compared with asy mptomatic patients. The importance of the pres-
ence of the —308A allele in chronic cardiac Chagasic patients was
shown in a survival study on a Brazilian population, conducted by
Drigo et al. [21], in which the authors concluded that this allele is
assocated with a higher risk of progression to death than the other
allele. The s=ame group of researchers also evaluated the role of the
—308 SNP of TNF-u gene in relation to susceptibility to chronic car-
diac Chagas disease and found no statistically significant differ-
ences in allele frequency between camdiac and asymptomatic
patients [22] The authors suggested that the conflicing results
may be due to differing genetic backgrounds, espedally in the Bra-
zilian population. In other words, Drigo et al. [22] consider that is
possible that the genetic background of the Braziians was more
varied than that of the Mecicans.

More recently, Pissetti et al. | 23] studied both —238 and —308
TMF-2 SNPs in a group of 300 individualsliving in an area of Brazl
where Chagas disease is endemic and found different results for
each position. In relation to the —238 SNP, they concluded after
analyzing their results that the allee A was more frequent among
seropositive individuals. However, no assodation was observed
when the patients were divided into cardiac and indeterminate
clinical forms. In relation to the —308 SNF, no significant associa-
tion was established. A different conclusion was reached by Criado
et al. | 24] who analyzed the THF-x gene in the —308G/A position
and also in the —1031T/C position in a Colombian endemic popu-
lation. The allele C of the — 1031 position has been associated with
inreased TNF-a gene expression and protein production [ 19]. Cri-
ado et al. [24] found a significant difference in the distribution of
these alleles between cardiomyopathic and asymptomatic pa-
tients, which suggests that both alleles (—1031C and —308A)
may have an influence on Colombians with chronic Chagas Disease
being susceptible to developing Chagasic camdiomyopathy [24].
Differences in the ethnic and genetic structure of the populations
studied might be the reason for the different profile of susceptibil-
ity to Chagas disease cardiomyopathy observed in melation to the
THF-a gene [23].

In a further study of the region of the TNF-x gene, Ramasawmy
et al |25] analyzed SMNPs of the BAT1 (HLA-B assocated transcript

25

1) gene, located approximately 40 kb of the TNF-x gene in a Brazil-
ian group of Chagasic patients. BAT1 has been shown to down-reg-
ulate the producton of the infllmmatory cytokines, TNF-x and
intedeukin-6 (IL-6), in i vitro studies, and thus it is [ikely to have
an ant-inflmmatory action [26]. The authors analyzed two SMPs
in the promoter region of this gene (—22C/G and —348CT), which
affect transcriptional activity. The major finding is an assocation
between the allele C for both promaoter SNPs and the risk of devel-
oping cardiomyopathy. As these alleles lead to decreased expres-
sion of the BAT1 gene, individuals who are carriers of them
probably present a maore intense inflammatory response and might
present greater heart damage [25]

Variants in the lymphotoxin-alpha (LT-u) gene located just
1200ph of the THF-x gene were also analyzed in these patients
|27} LT-x is an inflammatory molecule, a member of the THF fam-
ily of cytokines, and is synthesized mainly by activated T and B
lymphocytes [28]. It has been suggested that the SNPs +80A[C
and +252A/G in intron | of the LT-= gene are the main predictors
of LT-u producton [29]. Chagasic patients harboring the +80C
and for +252/ G alleles were more susceptible to developing cardio-
myopathy. These alleles are reported to correlate with high repor-
ter-gene expression and LT-u producton by peripheral blood
mononudear cells [27].

This group of researchers also evaluated the role of the mono-
oyte chemo-attractant protein-1 (MCP-1) SMFP at the —2518 posi-
ton [12]. Monocytes recovered from subjects, whose G allee is
at position —2518 in the distal regulatory region of the MCP-1
gene, expressed maore of this protein than did cells from —2518A
homozygous individuals | 30]. The survey analysis concluded that
allele A seems to confer susceptibility to Chagas cardiomyopathy.
The increased risk of developing the cardiac form given by the
presence of the A allele may be explained by lower levels of
MCP-1, which would lead to a delayed recruitment of macrophages
to the site of infection, and this could impair the ahility of the host
to eliminate the parasite, resulting in the spread of T. cruzi by the
affected organ [12]. These authors sugpest that these genes
(BAT1, LT-x and MCP-1) may be genetic factors involved in the
pathogenesis of cardiac Chagas disease.

Several studies report that oytokines such as intedeukin 1 (IL-
1), Il-6 and interferon gamma (IFN-v), besides TNF-2, modulate
the expression of adhesion moleles that play a role inthe inflam-
matory process of chronic Chagasic cardiomyopathy [31-33]. IL-1
is a primary inflammatory cytokine that has been implicated in
mediating both the acute and the chronic pathological inflamma-
tory process. The IL-1 cluster consists of three members. The first
two, IL-1x and IL-1f, are pro-inflammatory cytokines that bind
the IL-1 receptor, whereas the thimd is the receptor antagonist
(IL-1RN} IL-1RN is a soluble inhibitor of these IL-1 agonists and
acts by competidvely binding to the cell surface meceptor without
triggering signal transduction |34].

Several SMPs within the IL-1 gene duster have been described
RAorez et al. |35] studied IL-1o IL-1f and IL-1RM SNPs in a Colom-
hian population and ther possible association with the clinical
forms of Chagas disease Inthis study, examination of genetic mark-
ers in the L-1 x{ —889C/T and +4845G/T), IL-1 p{-511CT, -31T/C
and +3954T/C) and IL-1RN (+BO0ET/C, +BOG1C/T, +1 1100T/C) genes
revealed that the overall distribution of alleles and genotypes in pa-
tHents with Chagasic cardiomyopathy and those who wemre asymp-
tomatic were not significantly different. However, the G allele of
the +5810G /A SNP of IL-1p was associated with the risk of develop-
ing Chagasic cardiomyopathy. This SMP is located in intron 4, and
the characteristics of its biological effects await elucidation [35].

Mare recently, Cruz-Robles et al. [ 36] studied, in a Mexican pop-
ulation, the —5110/T, SNF in the IL-1§ promoter region, because
this allele position has an influence on protein producton, where
the T allele camriers show increased levels of IL-1 [37] However,

74
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there were no significant differences inthe allele and genotype dis-
tribution of this 8NP among the group of all Chagasic patients and
the control group, But, in the same smudy, on analyzing genotype
frequencies of the +11100 IL-1EN SMF, a significant increase in
the CC genotype was found in the group of infected individuals.
Likewise, there was a significant increase in the frequency of this
genotype in patients with chronic Chagas cardiomyopathy. In addi-
tion to the IL-1f gene, the IL-1RN gene also has a role in the suscep-
tibility to Chagas disease [36].

Some authors have recognized the importance of [L-6 in T. oruzi
infection, because high IL-6 concentrations in serum and infected
tissues have been associated with the ewvolution from the acute
to the chronic phase of Chagas disease, which suggests an increase
in cell injury that leads to the cardiac function deterioration |[38].
Despite these findings, Tomes et al. [39] did not observe any signif-
icant differences in the genotype distribution between Chagasic
patients and healthy individuals in the control group in two inde-
pendent cohorts from Colombia and Peru for the —174G/C pro-
maoter SNP of the IL-6 gene that has been shown to affect both
the transcription and secretion of this oytokine.

After analyzing the same cohort from Colombia and Peru, these
authors found an association with susceptibility to T. crua infec-
tion, and the migration inhibitory factor (MIF) [14]. MIF protein
is a pleiotropic cytokine produced by activated T cells, macro-
phages, and the pituitary gland. It is considered an integral compo-
nent of the host antimicrobial alarm system and res ponse to stress
that promotes the pro-inflammatory fundions of immune cells
| 40]. In the —173G/C promoter SNP of the MIF gene, the — 173C al-
lele has been associated with a higher level of MIF protein. As to
both the Colombian and Peruvian cohorts, the authors demon-
strated that the presence of the —173C allele confers the risk of
developing chmnic Chagas disease. However, no statistically sig-
nificant difference was observed when comparing asymptomatic
and cardiac patients | 14].

Another study by Torres et al. [41] was conducted to assess the
potential assodationofthe SNP located inthe first intron of the hu-
man IN-y gene, located at +B74TjA position, with suscepthility to
and the clinical status of chronic Chagas disease in the Colombian
population analyzed in other studies by this msearch group
| 14,39 ] IFM-y is a multifunctional cytokine, which is produced
by effector T and natural killer cells, that controls the develo pment
of Thelper 1 (Th1) cells. Itis critical for host defense against a vari-
ety of intracellular pathogens, including T. cruz infection [42].
Analysis of the biological role of this SNP suggested that +874A al-
lele carriers are low IFMN-y producers [43 ] The authors found a sig-
nificant difference in the distribution of the +87 4A allele between
patients and healthy control subjects. However when the frequen-
cies of this allele between asymptomatic patients and those with
Chagasic cardiomyopathy were compared, no significant difference
was found. The authors suggest that the IFN-y +B74T/A SNP may be
involved in susceptibility but not in the progression of Chagas dis-
ease in this Colombian population [41 ]

Mormeover, fafra et al [44] evaluated a SNPin the interleukin-12
(1L-12) gene. This is an immunomodulatory oytokine that induces
the production of IMN-vy, favors the differentiation of T helper 1
(Th1) cells and forms a link between innate and adaptive immunity
|45). These characteristics suggest that this cytokine plays an
important role in normal host defense against infection by a vari-
ety of intracellular parasites, including T. cruzi Biologically active
IL-12 is a heterodimeric proinfllmmatory cytokine consisting of
two chains (IL-12x and IL-12 ) which are coded by separate genes
on different chromosomes [45]. In the 1L-12f gene, the presence of
the C allelein the positon +1188A/C, has been cormelated with in-
creased i vire [L-12 secretion and susceptibility to some infec-
tious diseases [46]. In the Colombian population studied by Zafra
et al. [44], no statistcally significant differences were observed in

the genotypes and allele distribution between sempositive pa-
tients and control individuals of this SMP, which suggests that it
has noinfluence on susceptbility to T, oruzi infection. Interestingly,
they found that the OC genotype was significantly increased among
cardiomyopathy patients when compared to asymptomatic indi-
viduals. In accordance with these results, the mome abundant C al-
lele in the cardiomyopathy group can be related to a tendency to
produce high levels of IL-12 in response to stimulus by the parasite
antigens favoring a Thi response |44 ]

More recently, some authors have recognized the importance of
the regulatory T cells in the pathogenesis of Chagas disease [47].
Frior to this, reseanch showed that these cells are generally a pop-
ulation of CO4™ (D25 Foxp3™ T cells that can suppress the immune
response by producing anti-inflammatory cytokines, such as inter-
leukin-10(IL-10) and the transforming growth factor beta (TGF-f)
|48]. In a systematic review study, Amdjo et al [49] concuded,
after analyzing regulatory T cell in chronic Chagasic patients, that
these cells increase in number in asymptomatic Chagasic patients
when compared with those with cardiomyopathy. In accordance
with these results, asymptomatic chronic Chagasic patients seem
to produce and secrete higher levels of IL-10 and TGF-f, the oito-
kines produced by this cell type [48].

Accordingly, Calzada et al. [10] analyzed five SNPs in the TGF-f1
gene with known or suggested functional significance (—988C/ A,
—BOOG] A, — 5090 T, +10T /C and +263CT) in two cohorts of individ-
uals from Pem and Colombia. They only found a significant differ-
ence in the SNP in positon +10TC, between patents and healthy
contral subjects in both cohorts, when analyzed both indepen-
dently and together. It was previously shown that the T allele is
assodated with a lower, and the C allele with a higher, TGF-f pro-
tein production [50]. The frequency of the high TGF-f1 producer
genotype +100C was increased in the patients groups of both pop-
ulations. However no statistical difference was found when genetic
variants of the TGF-f1 gene were compared among asymptomatic
and cardiac individuals in any of the two populations studied | 10].
The authors suggested that the association between +10T/C TGF-f1
and susceptibility to Chagas disease could be ascribed to different
systemic or local TGF-f levels as well as to its biological functions
during T. cruzi infection

In addition, Costa et al. [11] analyzed a SNP in the promoter
region of the IL-10 gene in a Brazilian population. The IL-10 gene
promoter region is highly polymarphic and a correlation between
the allde A of the —1082G/A position with low IL-10 production
has been previously described |51] The comparison between
uninfected individuals and Chagasic patients with respect to the
genotype and allele frequency for the —1082G/A SNP did not
show any differences. However, this SNP follows a non-random
distribution pattemn amaong patients with Chagas disease. A differ-
ence was found between the cardiac and asymptomatic patients
with respect to the ocourrence of the A allele, the low producer
of IL-10 [11]. The authors related an assodation between the A al-
lele and the cardiac form of Chagas disease. They also analyzed
the cardiac patients divided by the degree of cardiac damage in
non-dilated and dilated cardiac patients and found different allele
and genotype frequences among them. On the hasis of this ewvi-
dence, they suggest that the pathogenesis of the non-dilated
and dilated cardiac forms may imvolve distinct mechanisms
| 11]. Flarez et al. [52] in a recent study conducted on a Colombian
population analyzed not only the —1082G/A SNP, but also the
—819CT and —592C/A positions in the IL-10 gene and observed
no statistical significant differences in the genotype and allele fre-
quency of these SMPs between cardiomyopathic and asymptom-
atic patients. However these authors did not divide the
cardiomyopathic patients according to cardiac damage like Costa
et al [11] These findings suggest that the human genetic back-
ground in IL-10 gene may be a critical factor that could influence
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susceptibility to and the outcome of cardiomyopathy in Chagas
disease.

In the same study, Flarez et al. |52] also analyzed the —508CT
promoter SMP of the interleukin-4 ({IL-4) gene in Colombian Chaga-
sic patients. In Chagas disease, this cytokine seems to maintain
inflammation and the persistence of parasites in chronic patients
|53]. The —509T allele is associated with an increased expression
of IL-4 invimo | 54]. Although the analysis was conducted ona large
number of Chagasic individuals, no statistical difference was ob-
served in the genotype and allele frequency of this SNP among car-
diac and asymptomatic patents. Amez et al. [55] also evaluated
the —590CT 5MP in a Bolivian population. The authors found an in-
creased frequency of the allele T in healthy control subjects, which
suggests that this allele is a genetic marker that confers protection
against T. cruz infection, although the analysis was conducted on a
small sample and therefore further studies are needed to confirm
this hypothesis [55]

A critical analysis of the data presented in this overview sug-
pests that the genetic susceptbility to Chagas disease and chronic
Chagas cardiormyopathy is highly influenced by the complexity of
the immune response of the host. In approximately 14 years of re-
search into the SMPs of oytokine genes in Chagas disease, many lod
have been studied and some of them showed a possible association
with susceptibility to andjor pmgression of the disease. It is worth
noting that none of the studies were conducted on chmonic diges-
tive Chagasic patients. Therefore no contribution was added to
the knowledge of the genetic factors of the host that contribute
to this chmonic dinical form of Chagas disease being developed.

Most studies were conducted on Brazilians, Peruvians and
Colombians, who are populatons with distinat ethnic and genetic
backgrounds. Identifying the genetic markers that establish the
disease and its progression will probably meet with better success
if ather populations in which Chagas disease is endemic were to be
studied maore, such as those of Mexico, Bolivia, Chile and Argentina,
and if alarge sample size were to be used in such studies.

After establishing the genotypes and alleles of cytokines that
are involved in susceptibility to and/or progression of the disease
with case-contml studies, it is important to conduct studies in fu-
ture like that of Drigo et al [21]. The follow-up of asymptomatic
patients who are carriers of alleles and pmhbably to relate this to
developing chronic Chagas cardiomyopathy may confirm the via-
bility of using each gene as a valuable genetic marker in the prog-
nosis of Chagas disease. The prognosis for increased mortality of
patients who are carriers of some alleles may also be appropriate
to establishing new treatments for this chronic disease for which
todate an effective therapy has not beendesigned The administra-
tion or the blockage of some oytokines could be used as new sup-
partive thempies that could improve the quality of life of chronic
Chagasic patients and decrease mortality from the disease in the
not too distant future.
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Paciente Chagasico

Miristérie da Sadde

FlooRUZ
Funoagio Oswalda Cruz

Canlro de Pesquiss Aggen Magalhaes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO
PARA PACIENTE CHAGASICO

Projeto: CORRELACAO ENTRE POLIMORFISMOS GENETICOS E NIVEIS
SERICOS DE CITOCINAS NA DOENCA DE CHAGAS CRONICA.

Eu,

RG . residente na .
bairro . IMUHCIpLe . estado _ , usuanio do
telefone () . abaixo assinado, atesto que aceito participar desse estudo cujo

objetivo & analisar genes (DINA) que fazem parte do sistema inmne (sistema de defesa do
organismo) e estariam influenciando o nivel sanguineo de citocinas (substdncias liberadas na
corrente sanguinea pelas células do sistema imune). O estudo i3 analisar se estes genes podem
estar influenciando no desenvolvimento de uma determinada forma clinica crénica da Doenga
de Chagas. Fui informado que como individue selecionado para o estudo terei 1 colher de sopa
(15 ml) de meu sangue coletado através de um fubo adaptade a uvma agulha, esténl e
descartavel. Esse procedimento € praticamente isento de nisco, pois todo material utilizado &
descartavel, porém. podera causar dor ou hematoma. Também fin informado gue meu sangue
serd separadc e que o soro (parte liquida) e o DINA das células do sistema inmne serdo
guardados a -20°C para depois serem analisados, durante a execuciio deste estudo. Fus
informado ainda que, se os genes que influenciam na quantidade destas substincias produzidas
pelo sistema imune funcionarem para diferenciar as formas clinicas crdmicas da Doenga de
Chagas, serdo de grande auxilio para direcionar a condwta dos meédicos em relagio ao
tratamento de pacientes chagasicos no fotwro. Ful informado gue os meus dados serdo
preservados em sigilo absolute gquando da publicacdo do resultade da pesquisa. Tambeém fis
informado gque tenho liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer nenhum tipo de
penalizacio ou pressdo e que ndo serel ressarcidoe financeiramente para participar deste estudo.
Fui informade também que esse termo deve ser assinado em duas vias, ficando wima em posse
do pesquisador responsavel e outra comigo. Atesto gque entendi o conteddo deste termo de
consentimento, concordo de livee e espontinea vontade em participar desse estudo e que
esclarect todas as minhas dividas com o pesquisador responsavel pelo projeto.

Recife,  de de20

Assinamira do Participante

Assinatura do pesquisador responsavel pelo projeto
Fomero Hennigue Terxera Vasconcelos
Doutorande em Sande Publica do CPgAM Fiociuz
Telefone para contato: 2101-2561
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APENDICE C — Formulario de Pesquisa

Miricisrio da Saide
I FIOERUZ
Fundagio Dewaldo Cruz
Cenirn da Peanuisa Aggen Magslhaes

FORMULARIO DE PESQUISA

1. Nome:
Prontuanio HUOC: Registro CPgAM: Data dacoleta: _ [

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

3. Idade:
(1)De 18 a3%anos (2)De 40 a 39 anos (3) A partir de 60 anos i4) Ignorada

4. Situacio trabalhista:
(1) Empregado (2) Desempregado  (3) Aposentado (4) Do lar (5)Ignorada

5. Endereco:
Bairro: Municipio: Estado:
6. Municipio de nascimento: Estado:

7. Forma provavel de contaminacio:
(1) Vetorial (2) Transfusional’ Transplante de orgio (3) Congénita
(4) Oral (5) Acidente de laboratério (6) Ignorada

8. Exames clinicos convencionais:

FX coracdo (1)normal  (2) dilatagdo (3) ignorado
ECG (1) normal  (2)alterado  (3) ignorado
FX esofago (1)normal  (2)dilatagdo (3) ignorado
Enema opace (1)normal  (2) dilatagdo  (3) ignorado

0. Sorologia:

IFI (1) positive (2)negative (3)ignorada
HAT (1) positive ({2)negative (3)ignorada
ELISA(1) positive  {2) negative (3] ignorada

10. Forma clinica cronica:
(1) Cardiaca (2) Digestiva (3) Indeterminada  {4) Mista

11. Medicagio (tratamento etioldgico):
(1) Sim — ano de tratamento: (2) Nao

12. Outras patologias/agravos/habitos:

(1) DIP: (2) Neoplasia: {3) Tabagismo
(4) Diabetes: (3) Hipertensio: {6)Alcoolismo
(7) Hipercolesterolemia: (8)Sedentarismo

Av. Professor Moraes Rego, sin - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP- 50.870-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Feox (BL) 34331911
wow.cpgam. fiscruz. br
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ANEXO A - Parecer de Aprovagdo do CEP-CPgAM/Fiocruz

ﬁ‘al.

Comlte de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: Correlagao entre polimorfismo genético e niveis séricos de
citocinas na doenca de Chagas crénica.

Pesquisador responsavel: Romero Henrique Teixeira Vasconcelos
Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentacdao ao CEP: 10/03/10

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 02/10

Registro no CAAE: 0001.0.095.000-10

PARECER N° 07/2010

O Comité avaliou as modificagdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questao estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 18 de margo de 2013. Em
caso de necessidade de renovacdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizagéo do projeto.

Recife, 18 de margo de 2010.

@:é? _— e
%\ [ ?G . m&%za:aﬁouv %’A’
Coordsnadors

Mat. SIAPE 0463376
CPgAm / FIOCRUZ

Observagao:
Anexos:
o Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados;
¢ Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 08/10/2010.
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