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RESUMO 

 

 

A doença de Chagas é largamente distribuída pelo continente americano, onde afeta milhões 

de indivíduos. Clinicamente, apresenta uma diversidade de manifestações. Na fase crônica, os 

indivíduos infectados pelo Trypanosoma cruzi podem ser assintomáticos ou apresentar 

complicações cardíacas e/ou digestivas. Alguns estudos têm demonstrado o envolvimento da 

resposta imune no desenvolvimento e manutenção das formas clínicas crônicas da infecção 

chagásica. A produção e a expressão diferencial de algumas citocinas entre os portadores da 

doença de Chagas crônica tornaram estas moléculas alvos de estudos de polimorfismos 

genéticos. O presente estudo teve o objetivo de avaliar polimorfismos de um único 

nucleotídeo (SNPs) em portadores da doença de Chagas crônica. Foram avaliados os SNPs     

-1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF- em uma população de portadores da 

doença de Chagas crônica selecionada no Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência 

Cardíaca do Pronto Socorro Cardiológico de Pernambuco. Participaram desse estudo, 256 

indivíduos, sendo 66 assintomáticos e 190 com cardiopatia chagásica crônica. A população 

estudada foi composta em sua maioria por mulheres idosas. Dentre as comorbidades 

presentes, a hipertensão arterial sistêmica foi a mais prevalente. A genotipagem dos SNPs foi 

realizada através de reação em cadeia da polimerase em tempo real com sondas TaqMan a 

partir de DNA genômico obtido de amostras de sangue periférico de cada indivíduo. Não 

foram observadas diferenças na distribuição das freqüências genotípicas e alélicas dos SNPs 

estudados entre as formas clínicas da doença de Chagas crônica. Também não foram 

observadas diferenças na distribuição das freqüências genotípicas e alélicas do SNP -1082G/A 

do gene IL-10 entre portadores de cardiopatia chagásica crônica. No entanto, observou-se um 

maior percentual, estatisticamente significante, do genótipo GA e do alelo A do SNP -308G/A 

do gene TNF- nos portadores de cardiopatia chagásica leve, o que sugere que esse SNP pode 

atuar como um fator de proteção no desfecho da cardiopatia chagásica crônica. 

 

 

Palavras-chave: Doença 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- 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 TaqMan 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- 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 INTRODUÇÃO 

 

A doença de Chagas, descrita em 1909 pelo pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz, 

Carlos Chagas, é uma infecção causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, que persiste 

como um problema de saúde pública na América Latina. Estima-se que 12 milhões de pessoas 

estariam infectadas e que 14 mil mortes ocorrem anualmente pela doença (HOTEZ et al. 

2007; RASSI Jr. et al., 2010). As manifestações da doença são caracterizadas por uma curta 

fase aguda, seguida de uma longa fase crônica, durante a qual 70% dos indivíduos 

permanecem assintomáticos, enquanto que os 30% restantes apresentam formas graves com 

alterações cardíacas e/ou digestivas. Os mecanismos responsáveis pela susceptibilidade à 

infecção e o desenvolvimento das formas sintomáticas da doença de Chagas crônica 

permanecem não 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 prevalência 

da doença e de suas manifestações (CRUZ-ROBLES et al., 2004). O fato de que apenas uma 

parte da população que vive em áreas endêmicas torna-se infectada e que apenas um terço dos 

infectados desenvolvem os sintomas, reforça o papel dos fatores genéticos do hospedeiro na 

susceptibilidade e desenvolvimento da doença (WILLIAMS-BLANGERO et al., 2003). 

Diversos estudos relatam prováveis marcadores de susceptibilidade genética para a 

doença de Chagas crônica. Alguns abordaram a relação entre genes do complexo principal de 

histocompatibilidade e a susceptibilidade à doença (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 determinação da susceptibilidade aumentada, e no 

desenvolvimento da forma crônica cardíaca (CALZADA et al., 2001; COSTA et al., 2009; 

RAMASAWMY et al., 2006; RODRÍGUEZ-PEREZ et al., 2005; TORRES et al., 2009). No 

entanto, a susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi e o desenvolvimento das formas crônicas 

cardíaca e/ou digestiva é complexa e heterogênea e provavelmente envolve vários genes, cada 

um com diferentes graus de contribuição sobre a patogênese da doença. 

Os marcadores de susceptibilidade genética mais frequentemente avaliados são os 

polimorfismos de único nucleotídeo (Single Nucleotide Polymorphism – SNP), onde uma base 

nitrogenada do Ácido Desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid - DNA) é substituída por 

outra. A seleção natural favoreceu a introdução de SNPs em todo o genoma humano, que 

podem resultar em variações na produção e no nível de uma proteína ou em alterações na sua 

sequência de aminoácidos (OLLIER, 2004).  
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O conceito de que a susceptibilidade ou a progressão de uma doença infecciosa ou 

parasitária seja determinada por pequenas diferenças genéticas entre os indivíduos expostos 

vem ganhando força ao longo dos anos, visto que muitas delas podem apresentar-se com 

diferentes formas clínicas e/ou com diferentes níveis de gravidade (OLLIER, 2004). No caso 

da infecção pelo T. cruzi, o espectro de expressão clínica da doença varia desde portadores 

assintomáticos até cardiopatas com falha cardíaca grave ou a formação de megaesôfago e/ou 

megacólon. Estas seriam fortes evidências da influência de fatores genéticos do hospedeiro na 

susceptibilidade diferencial à doença de Chagas (WILLIAMS-BLANGERO et al., 2003). 

O grupo de pesquisa em doença de Chagas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 

da Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/Fiocruz), trabalha há cerca de dez anos em colaboração 

com o Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do Pronto Socorro 

Cardiológico Universitário de Pernambuco (PROCAPE) da Universidade de Pernambuco 

(UPE), com diversas abordagens sobre a infecção humana pelo T. cruzi. Uma das principais 

linhas de pesquisa do grupo tem o intuito de avaliar marcadores biológicos de diferenciação 

entre as formas clínicas crônicas da doença de Chagas (BRAZ et al., 2013; LORENA et al., 

2010; MELO et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2010; VERÇOSA et al., 2007).  

O estabelecimento de marcadores biológicos baseados na resposta imune vem sendo 

desenvolvido com sucesso pelo grupo e alguns possíveis preditores de evolução/progressão 

para as formas mais graves estão sendo avaliados. Um dos objetivos mais recentes do referido 

grupo de pesquisa é avaliar marcadores genéticos que possam ser associados com as formas 

clínicas crônicas da doença de Chagas e com a gravidade das mesmas. Neste contexto, se 

inseriu esta tese, que teve o intuito de iniciar a avaliação de SNPs em genes de citocinas em 

indivíduos portadores da doença de Chagas crônica, associando as variantes alélicas com as 

diferentes formas clínicas. Com isso será possível monitorar a progressão da patologia 

chagásica naqueles indivíduos que apresentem variantes alélicas mutantes para as citocinas 

estudadas. O acompanhamento específico de cada indivíduo pelos médicos, de acordo com 

seu genótipo, poderá trazer inovações na terapia, como a administração de citocinas ou de 

seus bloqueadores, com o intuito de atenuar a progressão para as formas mais graves, 

melhorando sua qualidade, já que o acompanhamento atual visa apenas diminuir a progressão 

dos sintomas, quando os mesmos já estão presentes, com mudanças nos hábitos de vida ou 

correções cirúrgicas. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 Epidemiologia da doença de Chagas 

 

 Apesar de já ter completado um centenário de sua descrição e de muitos avanços terem 

sidos realizados no seu combate, principalmente o controle vetorial, a doença de Chagas ainda 

representa um problema de saúde pública na América Latina, onde é endêmica. Segundo 

estimativa de Dias et al. (2008), a prevalência da infecção pelo T. cruzi é de 12 milhões de 

casos e aproximadamente 28 milhões de pessoas estariam sob o risco de contrair a infecção. 

 A doença de Chagas constituiu por vários anos, desde sua descrição, uma endemia 

predominantemente rural, de distribuição exclusiva nas Américas, atingindo áreas específicas, 

intimamente associadas ao subdesenvolvimento social e econômico (SCHMUNIS, 2007). 

Migrações para áreas urbanas durante as três últimas décadas do século XX mudaram o 

padrão epidemiológico tradicional, passando ser a doença também uma endemia urbana.  

Problemas econômicos e políticos nos países endêmicos também estimulam a migração e 

favorecem a propagação da doença para os países desenvolvidos (PIRON et al., 2008). 

Atualmente, a doença de Chagas é considerada um problema de saúde pública mundial, com 

diversos casos notificados em países considerados não endêmicos, como Espanha e Estados 

Unidos (Figura 1), dentre outros destinos dos imigrantes latinos (RASSI Jr. et al., 2010). 

Figura 1 - Estimativa do número de imigrantes infectados pelo Trypanosoma cruzi em países não endêmicos. 

 
Fonte: Rassi Jr. et al. (2010). 
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O Brasil iniciou, em 1950, o Programa Nacional de Controle da Doença de Chagas. 

Em meados dos anos 80, com o programa consolidado, o impacto foi positivo, com redução 

dos índices triatomínico-tripanossômicos, do número de jovens infectados, estabeleceu-se um 

rigoroso controle transfusional, e, conseqüentemente, a prevalência da infecção baixou. Em 

2006, o Brasil recebeu uma certificação da Organização Pan-Americana da Saúde relativa à 

eliminação da transmissão da doença 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 milhões de pessoas infectadas pelo T. cruzi (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2002). A prevalência da infecção pelo T. cruzi no Brasil seria 

inferior a 0,2%, sendo o perfil do portador da doença de Chagas o de um indivíduo adulto, de 

origem rural, de baixo nível instrucional e vivendo em centros urbanos (DIAS, 2007).  

 A mortalidade precoce causada pela doença de Chagas é um dos grandes problemas 

desta endemia e resulta numa grande perda econômica. No Brasil, entre 1979 e 1981, foram 

gastos cerca de 300 milhões de dólares com portadores da doença, segundo estimativa 

baseada no número de casos no período (MONCAYO, 2003). Entre 1999 e 2007 foram 

notificados, no país, 54 mil óbitos pela doença, o que representa cerca de 6 mil mortes anuais. 

A maioria dos óbitos ocorreu em indivíduos do sexo masculino e idosos (MARTINS-MELO 

et al., 2012). Apesar de ser observar uma diminuição dos óbitos pela doença na população 

brasileira, o Nordeste não segue esse padrão. Braz et al. (2011) chamam atenção para o 

aumento do número de óbitos no Nordeste e para o aumento do número de casos agudos nessa 

região. No entanto, os autores atribuem essa elevação de relatos de doença de Chagas aguda 

devido à inclusão desta forma da doença no sistema de notificação compulsória em 2003. 

O estado de Pernambuco não reflete o padrão epidemiológico da doença de Chagas 

seguido pelo Brasil, nem pela região Nordeste. Em relação ao número de óbitos, o estado tem 

demonstrado uma tendência estacionária (BRAZ et al., 2011). Dados recentes, encontrados 

através de um inquérito no Hemocentro do Estado de Pernambuco mostraram que no período 

de 2002 a 2007, 1.264 indivíduos candidatos a serem doadores de sangue apresentaram 

sorologia reagente para infecção pelo T. cruzi, o que representou 6,89% do descarte de bolsas 

e uma prevalência de 0,17% (MELO et al., 2009). 

A ausência de políticas públicas voltadas para o desenvolvimento de ações para os 

casos crônicos impede a implantação de estratégias para notificar, quantificar e qualificar as 

informações. Da mesma forma, a falta de notificação compulsória dos casos crônicos 

impossibilita uma estimativa mais acurada de prevalência e incidência, desconhecendo-se 

assim a real dimensão do problema no Brasil (COURA; DIAS, 2009). 
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2.2 Mecanismos de Transmissão da doença de Chagas  

 

 A forma clássica de transmissão da doença de Chagas, como descrita por Carlos 

Chagas, é a vetorial, através de insetos hematófagos, da família Reduviidae, pertencentes aos 

gêneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, que são popularmente conhecidos como 

barbeiros (LANA; TAFURI, 2005). Embora mais de 130 espécies de triatomíneos tenham 

sido identificadas, apenas algumas são vetores competentes para o T. cruzi. Triatoma 

infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata são as três espécies mais importantes na 

transmissão do T. cruzi para o homem (BRASIL, 2005). A transmissão vetorial acontece pelo 

contato do homem susceptível com as excretas contaminadas do vetor (Figura 2). Esses, ao 

fazerem repasto sanguíneo, em geral defecam após o ato, eliminando as formas infectantes de 

tripomastigotas metacíclicos que penetram na circulação do hospedeiro através do orifício da 

picada ou por solução de continuidade deixada pelo ato de coçar (BARBOSA, 2009).  

 

Figura 2 - Ciclo de vida do protozoário Trypanosoma cruzi no hospedeiro humano e no inseto vetor.  

 

Fonte: Barbosa (2009). 

Nota: (1) O inseto pica e defeca ao mesmo tempo. O tripomastigota metacíclico passa à 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 sanguíneos, as células são rompidas e os 

parasitas são liberados na corrente sanguínea podendo invadir novas células onde se multiplicam em 

amastigotas. (5) Os tripomastigotas sanguíneos podem ser sugados por um novo inseto, reiniciando o ciclo do 

parasita. (6) No tubo digestivo do inseto os tripomastigotas sanguíneos se transformam em epimastigotas, que se 

multiplicam (7) e que se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos (8). i = estágio infecioso; d = estágio 

diagnóstico.  
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A infecção também pode ser transmitida pelo do sangue e/ou por órgãos sólidos 

contaminados. A maioria dos indivíduos infectados pelo T. cruzi apresenta, durante toda a 

vida, antígenos parasitários nos tecidos e/ou sangue, o que significa que devem ser excluídos 

das doações de sangue e órgãos, para evitar essa forma de transmissão da doença. Além disso, 

mulheres portadoras da doença de Chagas podem passar a doença para seus filhos, visto que 

antígenos do T. cruzi ou o próprio parasita podem atravessar a placenta (BRASIL, 2005).  

As medidas para o controle da doença modificaram sua epidemiologia, no que diz 

respeito à sua prevalência e incidência e às suas formas de transmissão. A transmissão da 

doença de Chagas por via transfusional constitui é o mecanismo de maior importância na 

transmissão mundial do T. cruzi. Nos países não endêmicos, a transmissão ocorre por 

transfusão sanguínea, visto que os mesmos não realizam a triagem pela infecção pelo T. cruzi 

em seus candidatos à doação de sangue. A transmissão congênita é considerada o segundo 

mecanismo de grande importância na transmissão da doença de Chagas (SCHMUNIS, 2007). 

Existem ainda outras vias de transmissões, como a acidental, pela manipulação de 

material de laboratório contaminado e a oral, através da ingestão de alimentos contendo fezes 

contaminadas de barbeiro (DIAS, 1999; PUNUKOLLU et al., 2007). No Brasil, vários relatos 

recentes de surtos de contaminação oral pela ingestão de açaí in natura e/ou caldo de cana-de-

açúcar tem sido notificados às autoridades sanitárias do país, que alertam para uma vigilância 

e controle maior na manipulação e comercialização destes produtos (STEINDEL et al., 2008). 

 

2.3 Manifestações Clínicas da doença de Chagas 

 

De acordo com suas manifestações clínicas, a doença de Chagas é dividida em duas 

fases: aguda e crônica (Figura 3). A fase aguda, geralmente assintomática, dura de 1 a 3 meses 

após a infecção e é caracterizada laboratorialmente por uma alta parasitemia (GOMES, 1996). 

Quando sintomática, as manifestações surgem de 7 a 10 dias após a infecção. Os indivíduos 

apresentam febre, edema e cefaléia. Algumas manifestações sistêmicas como hepatomegalia, 

esplenomegalia e alterações nervosas também podem estar presentes na fase aguda da doença. 

No entanto, a fase aguda é imperceptível em grande parte dos indivíduos, devido à escassez 

ou ausência de manifestações clínicas (LANA; TAFURI, 2005). Os indivíduos infectados 

pelo T. cruzi após passarem pela fase aguda da doença podem apresentar, após um período 

variável de tempo, uma das formas clínicas crônicas. Estas formas são marcadas pela escassez 

de parasitas no sangue e pelos elevados títulos de anticorpos (GOMES, 1996). 
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Figura 3 - Evolução clínica da doença de Chagas humana. 

 

Fonte: Adaptado de Dutra et al. (2009). 

 

  O indivíduo com doença de Chagas que permanece por um longo período de latência 

clínica 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 crônica, os indivíduos infectados pelo T. 

cruzi são assintomáticos, com eletrocardiograma e estudo radiológico do coração, esôfago e 

cólons normais, mas a sorologia é positiva. Esta forma tem particular interesse médico-social 

e trabalhista pelo fato de indivíduos chagásicos, assintomáticos e, em plena faixa produtiva da 

vida, serem excluídos do mercado de trabalho (OLIVEIRA Jr., 1991). 

Os portadores da doença de Chagas que apresentam a forma indeterminada geralmente 

evoluem para a forma cardíaca numa freqüência de 2% a cada ano, gerando entre 20 e 30% de 

portadores da doença de Chagas com algum tipo de alteração cardíaca (PRATA, 2001). A 

forma crônica cardíaca da doença é responsável por um maior número de óbitos e é 

caracterizada por uma síndrome de insuficiência cardíaca congestiva, predominantemente 

arrítmica e tromboembólica, onde a morte súbita pode ser a primeira manifestação. O 

bloqueio de ramo direito é a alteração mais freqüente do ponto de vista eletrocardiográfico. 

Patologicamente, o aneurisma apical do ventrículo esquerdo é uma lesão característica da 

doença (ANDRADE, 1996).  
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A forma digestiva da doença é caracterizada pela dilatação de vísceras ocas, sendo o 

megaesôfago e o megacólon as mais relatadas. O megaesôfago se manifesta comumente com 

disfagia e o megacólon com constipação (REZENDE; MOREIRA, 2000). As manifestações 

digestivas apresentam uma freqüência de 10 a 20% entre os portadores da doença de Chagas, 

com uma taxa de incidência de 1,1% ao ano (CASTRO et al., 1994). Indivíduos infectados 

pelo T. cruzi com a forma mista são portadores de cardiopatia de origem por doença de 

Chagas e megaesôfago e/ou megacólon simultaneamente (LANA; TAFURI, 2005). 

 Menos freqüentemente são observadas alterações no sistema nervoso, com o encontro 

de alterações de motricidade, de coordenação e psiquismo, que caracterizam a forma clínica 

nervosa da doença (PRATA, 2001).  O estudo desta forma crônica da infecção chagásica 

ganhou maior interesse em indivíduos imunocomprometidos, como os com neoplasias ou 

submetidos a transplantes, bem como os co-infectados com o Vírus da Imunodeficiência 

Humana, que desenvolvem a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida, pois estes 

desenvolvem graves alterações no sistema nervoso. As principais alterações neurológicas 

nesses indivíduos são meningoencefalite, hipertensão intracraniana, meningite, perda 

progressiva da consciência, dores de cabeça e convulsões (SARTORI et al., 2007). 

 

2.4 Diagnóstico Laboratorial da doença de Chagas 

 

Na fase aguda da doença de Chagas, o diagnóstico etiológico é baseado na detecção do 

parasita através de métodos parasitológicos diretos. O exame de sangue a fresco, o esfregaço 

sanguíneo, a gota espessa e o método de Strout são as técnicas parasitológicas mais 

empregadas para o diagnóstico nesta fase da doença (GOMES, 1996). 

 O diagnóstico parasitológico na fase crônica torna-se comprometido em virtude da 

escassez de parasitas. Nessa fase podem ser realizados métodos parasitológicos indiretos, 

como o xenodiagnóstico e/ou a hemocultura, no entanto, estas técnicas apresentam baixa 

sensibilidade, resultando em grande número de resultados falso-negativos (GOMES, 1997). 

 Na fase crônica da doença, o diagnóstico deve ser realizado através de métodos 

imunológicos. Esses métodos se baseiam na detecção de anticorpos anti-T. cruzi do isotipo 

Imunogobulina G (IgG) que se ligam a antígenos do parasita (GOMES, 1996). Podem ser 

utilizadas as técnicas de hemaglutinação indireta, imunofluorescência indireta, ou ensaio 

imunoenzimático. Segundo o Consenso Brasileiro em doença de Chagas (BRASIL, 2005), 

para um diagnóstico sorológico confiável, é necessário obter resultados concordantes em pelo 

menos 2 testes sorológicos de princípios metodológicos ou preparações antigênicas diferentes. 
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 O diagnóstico molecular, através da reação em cadeia da polimerase (Polymerase 

Chain Reaction - PCR) vem sendo padronizado, como um método de pesquisa do DNA do 

parasita no sangue. O diagnóstico através da PCR se baseia na amplificação de seqüências de 

DNA específicas do T. cruzi. Apesar do número de parasitas circulantes nos indivíduos 

chagásicos crônicos ser extremamente baixo, a técnica de PCR tem se demonstrado bastante 

sensível e eficaz para o diagnóstico da infecção chagásica nesta fase da doença. Segundo 

Britto (2009), a maior vantagem de se estabelecer a PCR como método para o diagnóstico da 

doença de Chagas é a possibilidade de sua posterior utilização como critério de cura 

terapêutica, visto que as técnicas imunológicas convencionais não permitem esta aplicação. 

 

2.5 Tratamento da doença de Chagas 

 

2.5.1 Tratamento Etiológico 

 

Até o presente momento, não existe um medicamento comprovadamente eficaz para o 

tratamento etiológico da doença de Chagas. Os antiparasitários tradicionalmente utilizados, 

Nifurtimox e Benzonidazol, são parcialmente eficazes, tendo sua maior eficácia terapêutica 

apenas na fase aguda da infecção (MARIN-NETO et al., 2009). Ambas as drogas atuam nas 

formas tripomastigotas no sangue, porém, são pouco efetivas contra amastigotas no tecido. 

Por essa razão é que sua eficácia na fase crônica é comprometida (CANÇADO, 1985). 

Através de um estudo experimental, foi demonstrado que o uso do Benzonidazol na 

forma indeterminada previne o desenvolvimento de cardiomiopatia crônica grave, apesar de 

não ocorrer erradicação completa do parasita (GARCIA et al., 2005). Atualmente, um estudo 

multicêntrico denominado BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting 

Trypanosomiasis) está sendo realizado a fim de avaliar a eficácia do tratamento com 

Benzonidazol na doença de Chagas crônica (MARIN-NETO et al., 2009). 

Há mais de 25 anos não são produzidos novos fármacos com maior eficácia e menos 

efeitos colaterais do que as duas únicas drogas ainda utilizadas no tratamento etiológico da 

doença de Chagas (SANTOS et al., 2004). Um grande volume de trabalhos científicos trata da 

biologia e genética do T. cruzi, porém esse conhecimento gerado não foi revertido em novas 

ferramentas terapêuticas. A falta de novos medicamentos para esta doença é o resultado tanto 

de insuficientes políticas públicas voltadas para produção e desenvolvimento de fármacos, 

quanto da falha de mercado, provocada pelo baixo interesse econômico que essa doença 

representa para a indústria (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES initiative, 2011). 
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2.5.2 Tratamento Sintomático 

 

O manejo da cardiopatia chagásica crônica exige um conhecimento específico das 

respostas que as drogas utilizadas na prática cardiológica apresentam nesses indivíduos. É 

válido ressaltar que o tratamento de início precoce e bem conduzido beneficia 

significativamente o prognóstico de muitos indivíduos, podendo aumentar a sobrevida e 

melhorar a qualidade, permitindo o desenvolvimento de atividades habituais desde que não 

impliquem em grandes esforços físicos (OLIVEIRA Jr., 2009).  

As drogas administradas aos cardiopatas chagásicos crônicos são as mesmas que se 

usam em outras cardiopatias de origem não chagásica (hipertensivas, congênitas, isquêmicas e 

idiopáticas): cardiotônicos, diuréticos, antiarrítmicos e vasodilatadores. Em casos de 

bradicardia, indica-se a implantação de marca-passo, que tem apresentado resultados bastante 

satisfatórios (OLIVEIRA Jr., 2009).  

O tratamento das manifestações digestivas da doença de Chagas depende do estágio 

em que a doença é diagnosticada. Indicam-se medidas pouco invasivas (dietas, laxativos e/ou 

lavagens) em estágios precoces, enquanto que em estágios mais avançados, impõe-se a 

dilatação ou correção cirúrgica do órgão afetado (CASTRO et al., 1994). 

 

2.6 Imunopatogênese da doença de Chagas 

 

A ampla variação na evolução clínica da doença de Chagas é decorrente de uma 

complexa interação existente entre o parasita e o hospedeiro. Existem duas hipóteses 

principais que procuram explicar os mecanismos da patogênese da doença de Chagas humana. 

A primeira delas defende o papel central da persistência do parasita no hospedeiro como uma 

das principais causas de patologia, enquanto a outra postula que uma resposta imune contra 

antígenos próprios é responsável pelo dano tecidual observado nos órgãos afetados de 

indivíduos chagásicos (DUTRA; GOLLOB, 2008; KIERSZENBAUM, 2005).  

 Embora as teorias que procuram explicar os mecanismos subjacentes à patogênese da 

infecção chagásica sejam controversas, elas não são mutuamente excludentes. Ambas devem 

ser, portanto, consideradas quando se tenta compreender o estabelecimento e manutenção da 

patologia da doença de Chagas. Independentemente da origem/fonte de antígenos que 

desencadeiam a resposta imune durante a infecção crônica, há 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 manifestações patológicas da doença de Chagas crônica, tanto na forma cardíaca, 

como na forma digestiva, estão associadas com a ocorrência de uma reação pró-inflamatória 

nos órgãos afetados, especialmente em locais onde antígenos de T. cruzi foram observados 

(FUENMAYOR et al., 2005). A forma indeterminada representa uma situação de "equilíbrio 

saudável" entre o parasita e o hospedeiro, sendo a resposta imune induzida por estes 

indivíduos de caráter predominantemente antiinflamatório (DUTRA et al., 2009). 

A intensidade da resposta inflamatória que se estabelece nos órgãos afetados, leva ao 

controle da parasitemia, porém acaba por causar lesão tecidual. Segundo alguns autores, 

células endoteliais do tecido cardíaco e da mucosa esofágica e intestinal de portadores da 

doença de Chagas apresentam um aumento da expressão de moléculas de antígeno 

leucocitário humano (REIS et al., 1993). Essas moléculas estão envolvidas na apresentação de 

antígenos para os linfócitos T. O aumento da expressão dessas moléculas é sugestivo da 

presença de citocinas no local do estímulo. Estudos realizados com tecido cardíaco e da 

mucosa gastrointestinal de portadores da doença de Chagas identificaram a presença de 

citocinas inflamatórias como o Interferon-gama (INF- , o Fator de Necrose Tumoral-alfa 

(Tumor Necrosis Factor-alpha - TNF-  e a Interleucina-6 (IL-6) nos tecidos dos indivíduos 

sintomáticos (REIS et al., 1993; RIBEIRO et al., 2008).  

Em concordância com o que se observa no tecido lesado, trabalhos realizados com 

amostras de sangue periférico de portadores da doença de Chagas demonstram que a infecção 

crônica sintomática induz uma resposta imunológica de perfil inflamatório, com proliferação 

de linfócitos T auxiliares (T helper – Th) do tipo 1 (Th1) e produção sistêmica de suas 

citocinas. Já a infecção assintomática é caracterizada pela supressão desse perfil, com 

exacerbação de linfócitos Th do tipo 2 (Th2) e suas citocinas antiinflamatórias (ABEL et al., 

2001; CUNHA-NETO et al., 1998; GOMES et al., 2003). 

Recentemente, alguns autores também têm reconhecido a importância de linfócitos T 

regulatórios na patogênese da doença de Chagas crônica (ARAÚJO et al., 2007; SILVEIRA 

et al., 2009). Estas células foram previamente descritas como uma população de linfócitos T 

CD4+ CD25+ Foxp3+ que pode suprimir a resposta imune através da produção das citocinas 

anti-inflamatórias, Interleucina-10 (IL-10) e Fator de Transformação do Crescimento-beta 

(Transforming growth factor-beta - TGF- ) (VITELLI-AVELAR et al., 2005). Em um estudo 

de revisão sistemática, Araújo et al. (2007) concluiram que estas células estão em níveis mais 

elevados em portadores da doença de Chagas assintomáticos, quando comparados com os 

níveis dos sintomáticos. 
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Apesar de alguns trabalhos terem demonstrado o envolvimento da imunidade celular 

em todas as formas clínicas da infecção chagásica, os mecanismos que favorecem a 

predisposição a uma determinada forma clínica crônica ainda não estão completamente 

esclarecidos (DUTRA et al., 2005). Padrões específicos de secreção de algumas citocinas por 

alguns tipos celulares foram previamente estabelecidos por diversos grupos de pesquisa entre 

os portadores das diferentes formas clínicas da doença de Chagas, com o intuito de melhorar o 

entendimento da sua imunopatogênese (Figura 4). 

 

Figura 4 - Citocinas e células envolvidas na resposta imune da doença de Chagas crônica. 

 

Fonte: Adaptado de Dutra et al. (2009). 

 

O conhecimento das diferenças existentes entre os perfis imunológicos dos indivíduos 

sintomáticos e assintomáticos pode gerar subsídios para a elaboração de novos métodos de 

prevenção e terapêuticos, conduzindo a possíveis medidas que possam modificar a história 

natural da doença em benefício dos milhões de chagásicos existentes (DUTRA et al., 2009). 

 

2.7 Marcadores Imunológicos de Evolução da doença de Chagas 

 

Com o objetivo de diferenciar os indivíduos infectados pelo T. cruzi com potencial de 

evolução para as formas clínicas crônicas graves, alguns grupos de pesquisa tentam, portanto, 

estabelecer marcadores biológicos de evolução da doença de Chagas, através de mecanismos 

imunológicos (CORRÊA-OLIVEIRA et al., 1999; CUNHA-NETO et al., 1998). 
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Há cerca de dez anos, o grupo de pesquisa em doença de Chagas do CPqAM/Fiocruz 

trabalha em colaboração com o Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca 

do PROCAPE/UPE. A avaliação de marcadores biológicos que permitam a diferenciação 

entre as formas clínicas crônicas da doença vem sendo desenvolvida pelo grupo com a 

utilização dos antígenos recombinantes CRA (Cytoplasmatic Repetitive Antigen) e FRA 

(Flagelar Repetitive Antigen) do T. cruzi. 

Em relação à resposta imune humoral, a avaliação dos níveis séricos de anticorpos 

contra os antígenos CRA e FRA do T. cruzi em portadores da doença de Chagas crônica 

demonstrou alguns resultados promissores. Verçosa et al. (2007) estudaram o perfil isotípico 

de IgG e observaram que o isotipo IgG2 anti-FRA está presente em níveis elevados no soro de 

portadores da forma cardíaca, sugerindo que este isotipo pode atuar como um marcador de 

evolução para o dano cardíaco. Vasconcelos et al. (2010) avaliaram os níveis de IgA e 

concluíram que a presença deste anticorpo contra os antígenos utilizados é um candidato a 

marcador do dano digestivo, visto que os portadores dessa manifestação apresentaram níveis 

mais elevados de IgA do que os demais. Já em relação aos níveis de IgM contra os antígenos 

utilizados, não foram observada diferenças estatisticamente significante entre os portadores de 

diferentes formas clínicas da infecção chagásica crônica (VASCONCELOS et al., 2011). 

 No que concerne à resposta imune celular, varias abordagens já foram propostas, 

também com a utilização dos antígenos CRA e FRA do T. cruzi. Lorena et al. (2008) 

avaliaram a produção das citocinas TNF-α, IL-4, IL-10 e IFN-γ em sobrenadante de cultura de 

células mononucleares de sangue periférico após estímulo in vitro com os referidos antígenos. 

Os resultados mostraram que o antígeno CRA foi capaz de induzir uma resposta imune do 

tipo Th1, com elevada secreção de TNF-α e IFN-γ em portadores da doença de Chagas 

crônica. No entanto, não foi encontrada nenhuma diferença significativa nos níveis destas 

citocinas entre os portadores da doença de Chagas crônica (LORENA et al., 2008). Em um 

estudo posterior, analisando a produção de citocinas intracitoplasmáticas por linfócitos T e 

monócitos após estímulo in vitro com os antígenos CRA e FRA do T. cruzi através de 

citometria de fluxo, Lorena et al. (2010) encontraram algumas diferenças na produção das 

citocinas IL-4, IL-10, TNF-α e IFN-γ entre os portadores das formas indeterminada e cardíaca 

e entre os portadores de cardiopatia com diferentes níveis de dano cardíaco. Os autores 

demonstraram uma associação entre a alta produção de TNF-α e IFN-γ por linfócitos T CD8
+
 

e a gravidade da cardiopatia chagásica, quando utilizado o antígeno CRA e sugerem que estas 

citocinas podem ser utilizadas como marcadores imunológicos para acompanhamento da 

forma cardíaca da doença de Chagas crônica (LORENA et al., 2010). 
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A presença de linfócitos T regulatórios CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 produtores de IL-10 

também foi avaliada em portadores da doença de Chagas após estímulo in vitro com os 

antígenos CRA e FRA do T. cruzi através de citometria de fluxo, por Braz et al. (2013). Os 

autores demonstraram que indivíduos assintomáticos apresentaram níveis mais elevados 

destas células que os demais. Recentemente, Melo et al. (2012) avaliaram a expressão gênica 

das citocinas IL-10 e IFN-γ em células mononucleares de sangue periférico de portadores da 

doença de Chagas após estímulo in vitro com os referidos antígenos. Apesar de não terem 

encontrado diferenças estatisticamente significantes, os autores demonstraram pequenas 

diferenças na expressão destas citocinas entre os portadores das formas indeterminada e 

cardíaca e entre portadores de cardiopatia chagásica com diferentes graus de dano cardíaco. 

Os diversos achados relacionados com a produção e expressão diferencial das 

citocinas IL-10 e TNF-α nos portadores da doença de Chagas crônica com diferentes formas 

clínicas tornaram estas moléculas alvos de estudos de polimorfismos genéticos pelo referido 

grupo de pesquisa. A avaliação de SNPs, que possam ser associados com as diferentes formas 

clínicas e com a gravidade das mesmas será de extrema importância para elucidar os fatores 

imunogenéticos que estariam influenciando no espectro de expressão clínica da doença de 

Chagas. Além disso, o monitoramento precoce de indivíduos assintomáticos com potencial de 

evolução para as formas sintomáticas, baseado em seu perfil genético, através da genotipagem 

de seus alelos possivelmente polimórficos, pode ser aplicado na rotina ambulatorial. 

 

 

2.8 Polimorfismos de Único Nucleotídeo (SNPs) 

 

Dois genomas humanos sorteados ao acaso apresentam identidade de 99,9% em suas 

seqüências de DNA. As variações nas seqüências gênicas entre dois indivíduos são, portanto, 

encontradas apenas em 0,1% do DNA. Essas variações são comumente atribuídas a alterações 

de um único par de bases de um nucleotídeo, um SNP, em um locus gênico específico. 

Comumente associados à diversidade populacional, os SNPs, que estão abundantemente 

distribuídos por todo o genoma, podem conferir susceptibilidade diferencial a doenças e 

resposta individual a medicamentos (SHASTRY, 2002). Existem mais de 10 mil SNPs 

descritos e depositados em bancos de dados públicos. É valido ressaltar que existem 

diferenças acentuadas entre as populações humanas em termos de distribuição dos SNPs, 

podendo fazer com que alelos raros em uma determinada população sejam extremamente 

abundantes em outras (KUBISTOVA et al., 2009). 
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Alguns SNPs afetam a sequência de aminoácidos de uma determinada proteína, por 

estarem localizados dentro de regiões gênicas que serão codificadas e expressas (éxons). Esse 

tipo de SNP, denominado estrutural, é, geralmente, responsável por mudanças na estrutura 

protéica com perda ou redução da função original ou da capacidade de ligação da mesma 

(NUSSBAUM et al., 2002). 

SNPs encontrados em regiões gênicas não-codificantes (íntrons) ou em regiões 

reguladoras/promotoras de um gene não acarretam em mudanças na sequência de 

aminoácidos da proteína, no entanto, podem alterar a capacidade de transcrição gênica e, 

consequentemente sua produção local ou sistêmica. Este tipo de polimorfismo é denominado 

funcional por conferir diferenças interindividuais na síntese e secreção de proteínas e são os 

mais utilizados em estudos de associação de doenças, por evidenciarem geneticamente a 

produção diferencial de certas moléculas entre os indivíduos 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 restrição após amplificação das regiões de interesse por PCR 

(SOBRINO et al., 2005). A tecnologia da PCR, desenvolvida por Kary Mullis nos anos 80, é 

um marco tecnológico no estudo do DNA. A síntese enzimática in vitro de seqüências 

específicas de DNA através do uso de dois iniciadores ou primers (oligonucleotídeos) que 

hibridizam fitas opostas de DNA permitiu o enorme avanço da área. A PCR é composta de 

três etapas básicas: desnaturação, anelamento e extensão, o que torna possível a amplificação 

de seqüências específicas 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 

amplificação de fragmentos de DNA se tornou precisa e reproduzível, pois esta técnica realiza 

o monitoramento da amplificação e determina seu sucesso em tempo real (KUBISTA et al., 

2006). A técnica de PCR em tempo real baseia-se na detecção de moléculas fluorescentes que 

aumentam a emissão de fluorescência quando o produto de amplificação acumula-se em cada 

ciclo da reação, de forma que tal emissão é gravada durante cada ciclo e representa a 

quantidade do produto amplificado (DUSSAULT et al., 2006). A plataforma da reação requer 

um sistema óptico para excitação da fluorescência e outro para a captação da emissão, onde as 

informações adquiridas são transmitidas para um software. 
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Existem dois tipos principais de substâncias fluorescentes utilizadas na PCR em tempo 

real: SYBR Green e TaqMan. O SYBR Green se intercala na dupla fita de DNA e após a 

excitação pela luz emite fluorescência proporcional a quantidade de DNA amplificado 

(DUSSAULT et al., 2006). As sondas TaqMan, dirigidas especificamente a uma região 

interna da sequência que se deseja amplificar, possuem um marcador fluorescente reporter na 

extremidade 5’, capaz de absorver a energia luminosa emitida pelo equipamento e dissipá-la 

na forma de luz e calor, em comprimento de onda diferente do original. Entretanto, na sua 

posição 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 óptico 

do equipamento não detecta fluorescência no tubo de reação, porém, durante a amplificação, a 

sonda que se hibridizou ao produto-alvo é clivada pela atividade exonucleásica da enzima Taq 

DNA polimerase. Como conseqüência, essa sonda é degradada e o fluorocromo fica distante 

do quencher que agora não é mais capaz de absorver a luz emitida. Assim, ocorre um 

aumento na intensidade de fluorescência, proporcional a quantidade de produtos amplificados, 

o que permite a quantificação da seqüência de DNA alvo (JOHNSON et al., 2004). 

A curva de quantificação de DNA através da PCR em tempo real é gerada durante a 

amplificação do material genético, e consiste de três fases: uma fase lag, no qual os produtos 

ainda não podem ser mensurados; uma fase exponencial, onde a detecção da fluorescência é 

alcançada; e uma fase platô (DUSSAULT et al., 2006). O ponto na curva, dentro da fase 

exponencial, no qual a quantidade de fluorescência ultrapassa o sinal basal é chamado de ciclo 

threshold (Ct). Este ponto é de crucial importância, pois determina o sucesso da amplificação, 

permite quantificar a concentração 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 variação genética, um número 

cada vez maior de estudos vem implicando os SNPs localizados em regiões reguladoras de 

genes de citocinas como fatores que podem influenciar na susceptibilidade ou na evolução de 

uma doença infecciosa, pois geralmente acarretam em diferenças na síntese e secreção destas. 

Nos últimos anos, vários SNPs têm sido associados à susceptibilidade e a variabilidade de 

manifestações clínicas em doenças infecciosas e parasitárias que tem uma patogênese 

inflamatória como tuberculose, hanseníase, hepatite, esquistossomose, dengue, malária, além 

da doença de Chagas (OLLIER, 2004).  
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As diferenças existentes nos níveis de produção e expressão de IL-10 e TNF-α entre os 

portadores da doença de Chagas crônica é o motivo principal para a escolha dessas citocinas 

como alvo de estudos de SNPs na doença de Chagas crônica (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 regulação da resposta imune, devido a sua 

capacidade de “desligar” a produção de citocinas inflamatórias por linfócitos T, por isso ela 

foi originalmente denominada Fator Inibidor da Síntese de Citocinas (FIORETINO et al., 

1989). A IL-10 é produzida por várias células e sua produção é regulada por outras citocinas 

como a IL-4, a IL-13 e o IFN- , que inibem a sua produção (CHOMARAT et al., 1993).  

O gene IL-10 está localizado no braço longo do cromossomo 1 (1q31.32) e sua região 

promotora é altamente polimórfica, sendo os SNPs localizados nas posições -1082(G/A),        

-819(C/T) e -592(A/C) os mais estudados. Os genótipos GG, GA e AA da posição -1082 

correspondem respectivamente a fenótipos alto, intermediário e baixo produtor desta citocina, 

independente das variações nucleotídicas encontradas nas posições -819 e -592 do promotor 

do gene da IL-10 (TURNER et al., 1997). 

 

2.9.2 SNPs no gene TNF-α 

 

O TNF- , originalmente identificado como agente antitumoral, é uma citocina pró-

inflamatória, produzida por várias células do sistema imune em resposta a uma variedade de 

estímulos e que exerce múltiplos efeitos biológicos. A expressão do TNF- é rigidamente 

controlada, porque uma superprodução sistêmica desta citocina ativa respostas inflamatórias à 

infecção e lesão, com dano tecidual generalizado (WANG et al., 2003).  

O gene TNF-  está localizado no braço curto do cromossomo 6 (6p21.31), dentro do 

complexo principal de histocompatibilidade de classe III, e contém vários SNPs, dos quais 

dois são os mais estudados. O primeiro está localizado na posição -238 e o segundo na 

posição -308, ambos em relação ao sítio de início da transcrição, onde a presença de guanina 

define o alelo de tipo selvagem, isto é, o alelo mais comum. Tem sido demonstrado para 

ambas as posições que a presença de adenina resulta em uma transcrição duas vezes maior, 

com implicações funcionais nos níveis de secreção da citocina (WILSON et al., 1997). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Diante da importância e magnitude da doença de Chagas, com cerca de 12 milhões de 

pessoas infectadas mundialmente, e das elevadas taxas de morbidade e mortalidade, sobretudo 

na cardiopatia chagásica, justificam-se estudos que visem aprofundar o entendimento dos 

fatores que estão envolvidos na susceptibilidade à doença, na transição da fase aguda para a 

crônica, na progressão para as formas sintomáticas e na evolução das mesmas. Considerando 

que os fatores genéticos e imunes do hospedeiro humano têm sido associados às diferentes 

manifestações clínicas da doença de Chagas crônica, o estabelecimento de marcadores 

imunogenéticos de evolução/progressão pode permitir o desenvolvimento de novos métodos 

prognósticos, além de novas medidas terapêuticas. A associação de SNPs com o espectro de 

expressão clínica da doença de Chagas crônica será de extrema importância, pois o 

monitoramento precoce de indivíduos com potencial de evolução 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 prática clínica, este 

estudo se propôs a avaliar se a presença de SNPs nos genes das citocinas IL-10 e TNF-α 

estaria associada com a expressão clínica da infecção chagásica. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar SNPs nos genes das citocinas IL-10 e TNF-α em portadores da doença de 

Chagas crônica com as formas indeterminada e cardíaca. 

 

4.2 Objetivos Específicos  

 

a) Caracterizar os dados epidemiológicos e clínicos de portadores da doença de Chagas 

crônica selecionados no estado de Pernambuco; 

b) Determinar as frequências genotípicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e  

-308G/A do gene TNF-α nos portadores da doença de Chagas crônica selecionados;  

c) Comparar as frequências genotípicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e    

-308G/A do gene TNF-α encontradas nos portadores da doença de Chagas crônica 

com os resultados de outros estudos realizados no estado de Pernambuco; 

d) Associar as frequências genotípicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e      

-308G/A do gene TNF-α com as formas indeterminada e cardíaca da doença de 

Chagas crônica e com a gravidade da cardiopatia chagásica. 
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5 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

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 epidemiológicos e clínicos de uma 

população de portadores da doença de Chagas crônica e determinar as frequências genotípicas 

e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-α. A escolha dos alvos 

foi baseada nas associações existentes entre sua expressão e produção e as formas clínicas da 

doença de Chagas crônica (BRAZ et al., 2013; LORENA et al., 2010; MELO et al., 2012). 

Além disso, as frequências genotípicas e alélicas obtidas nos portadores da doença de Chagas 

crônica foram comparadas com as obtidas em outros estudos científicos que avaliaram os 

mesmos SNPs em populações portadoras de outras doenças no estado de Pernambuco.  

Na segunda etapa, realizou-se um estudo de associação, retrospectivo, do tipo caso-

controle, onde foram definidos como casos os portadores da doença de Chagas com a forma 

clínica cardíaca. Indivíduos cronicamente infectados pelo T. cruzi assintomáticos, ou seja, 

portadores da forma indeterminada formaram o grupo controle. Segundo Drigo et al. (2007), 

os indivíduos assintomáticos, também infectados pelo T. cruzi, assim como os sintomáticos, 

porém sem as manifestações clínicas da doença são considerados o grupo controle ideal. 

 

5.2 Local do Estudo 

 

O estudo foi realizado no Departamento de Imunologia do CPqAM/Fiocruz e no 

Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE, ambos 

situados na Região Metropolitana do Recife, Pernambuco.  

 No Departamento de Imunologia do CPqAM/Fiocruz são desenvolvidos estudos sobre 

doenças infecciosas e parasitárias utilizando abordagens imunológicas, epidemiológicas e de 

biologia molecular. Em geral, os projetos têm caráter aplicativo, visando ao entendimento do 

relacionamento patógeno-hospedeiro, diagnóstico, imunoterapia e controle. 

O Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE, 

que atende indivíduos provenientes de todo o estado de Pernambuco, é um centro de 

referência no atendimento do portador da doença de Chagas no Nordeste do Brasil. A filosofia 

de trabalho no ambulatório é dar atenção integral ao portador da doença, não só com ações de 

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

 

Foram incluídos neste estudo indivíduos cronicamente infectados pelo T. cruzi, de 

ambos os sexos e maiores de 18 anos, que foram selecionados no Ambulatório de Doença de 

Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE de janeiro de 2011 a dezembro de 2012. 

Na rotina do ambulatório, os indivíduos são submetidos a exames clínico-laboratoriais 

para o acompanhamento das manifestações clínicas decorrentes da infecção chagásica, que 

incluem exame físico, ecocardiograma, eletrocardiograma, raios X de tórax e radiografia 

contrastada de esôfago, além de sorologia para T. cruzi. A interpretação dos exames de rotina 

dos indivíduos e a consequente classificação nas formas clínicas crônicas da doença de 

Chagas foram realizadas pela equipe médica do Ambulatório de Doença de Chagas e 

Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE. 

 

5.4 Definição dos Grupos de Estudo 

 

Os critérios adotados para categorizar um indivíduo em determinada forma clínica, 

foram os mesmos descritos no Consenso Brasileiro em Doença de Chagas (BRASIL, 2005). 

Indivíduos que apresentaram sorologia positiva para a infecção pelo T. cruzi, sem 

manifestações clínicas de acometimento do coração ou trato digestivo, foram considerados 

como portadores da forma indeterminada (IND). 

A presença de sorologia positiva para infecção chagásica, juntamente com sintomas de 

insuficiência cardíaca ou síncope, alterações eletrocardiográficas, marcapasso implantado, 

diminuição da função ventricular, aneurisma apical no ecocardiograma ou radiografia do 

tórax com aumento da área cardíaca foram os critérios utilizados para categorizar um 

indivíduo como portador da forma cardíaca (CARD). Além disso, para avaliação da gravidade 

da cardiopatia chagásica, os portadores da forma CARD foram estratificados em dois grupos 

de acordo com a presença de dilatação da área cardíaca (comprovada através de raios X de 

tórax), sendo os indivíduos divididos em cardiopatas leves (CARD 1 - sem dilatação cardíaca) 

e cardiopatas graves (CARD 2 - com dilatação cardíaca).  
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5.5 Amostra de Estudo 

 

Considerando-se uma população alvo de 1.800 portadores da doença de Chagas, 

cadastrados no Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do 

PROCAPE/UPE, (OLIVEIRA Jr., 2009) e uma freqüência esperada do evento de interesse 

(cardiopatia chagásica crônica) de 30% (DUTRA et al., 2009), foi realizado um cálculo 

amostral no software STATCALC do programa estatístico Epi-Info
®

 (Atlanta, EUA). Com 

precisão de 95%, poder de 80%, e razão de 2 casos para cada controle, a amostra resultou em 

216 portadores da doença de Chagas para o SNP -1082G/A do gene IL-10, de acordo com os 

dados publicados por Costa al. (2009), sendo 144 casos e 72 controles. Para o SNP -308G/A 

do gene TNF-α, baseado nos dados de Drigo et al. (2007), a amostra resultou em 232 

portadores de doença de Chagas, sendo 156 casos e 78 controles. Porém no grupo controle, só 

foi possível serem selecionados 66 indivíduos para ambos os SNPs. Por outro lado, no grupo 

caso, conseguiu-se captar 190 indivíduos para ambos os SNPs, sendo, portanto, recrutados um 

total de 256 portadores da doença de Chagas.  

  

5.6 Considerações Éticas 

 

Os portadores da doença de Chagas envolvidos neste estudo tiveram sua participação 

voluntária, após leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(Apêndice B), segundo a resolução do n
o
. 196/96 do Conselho Nacional de Saúde que 

apresenta as normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. A conduta de 

inclusão dos indivíduos participantes deste estudo e os protocolos experimentais realizados no 

desenvolvimento do mesmo foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

do CPqAM/Fiocruz, sob o parecer de nº 07/2010 (Anexo A). 

 

5.7 Obtenção e Processamento das Amostras 

 

 Após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, os indivíduos 

selecionados para este estudo responderam a um formulário de pesquisa (Apêndice C), para 

obtenção de dados epidemiológicos e clínicos (complementados com informações disponíveis 

no prontuário dos mesmos). Posteriormente, de cada indivíduo foi coletada, por punção 

venosa, uma amostra de sangue periférico, através de um tubo adaptado a uma agulha, estéril 

e descartável, para posterior análise dos SNPs.  
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A coleta das amostras de sangue periférico foi realizada no Ambulatório de Doença de 

Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE, seguindo as normas de biossegurança. 

De cada indivíduo foram coletados aproximadamente 5 ml de sangue periférico em tubo com 

o anticoagulante EDTA (Ácido Etilenodiaminotetracético - Ethylenediaminetetraacetic acid). 

O sangue coletado foi utilizado para extração de DNA genômico no mesmo dia da coleta. 

 

5.8 Análise Molecular 

 

5.8.1 Extração e Purificação de DNA Genômico 

 

A extração de DNA genômico foi realizada a partir de sangue total, através do 

QIAamp DNA Blood Mini Kit da Qiagen
® 

(Hilden, Alemanha), de acordo com as instruções 

do fabricante (Figura 5). O kit contém mini-colunas que consistem de uma membrana de sílica 

que permite que o DNA da amostra se ligue a ela. Esta etapa foi permitida devido à ação 

prévia da proteinase K e do etanol, que tem a função de lisar as células e seus núcleos, 

deixando exposto o DNA. A remoção de contaminantes e possíveis inibidores para a PCR foi 

realizada através de duas etapas de lavagem tendo a função de melhorar a pureza do DNA. 

Após a eluição do DNA ligado a sílica, através de tampão de eluição 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 CPqAM/Fiocruz até sua 

posterior utilização.  

 

Figura 5 - Princípio da extração de DNA genômico. 

 

Fonte: Adaptado de Qiagen (2012). 
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5.8.2 Avaliação da Concentração e Pureza das Amostras de DNA 

 

Todas as amostras de DNA obtidas foram quantificadas e avaliadas quanto ao seu grau 

de pureza em espectrofotômetro Nanodrop da Thermo Fisher Scientific
® 

(San Jose, EUA). 

Após calibração do aparelho, 1 l da amostra foi utilizado para análise. Além de determinar a 

concentração de DNA na amostra, o aparelho determinou a razão das absorbâncias 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 genômico obtidas só seguiram para 

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

 

5.8.3 Determinação dos Genótipos dos SNPs 

 

 Os genótipos dos portadores da doença de Chagas em relação aos SNPs -1082G/A do 

gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-  foram determinados por PCR em tempo real com 

sondas TaqMan, através de protocolos de discriminação alélica, produzidos e comercializados 

pela Applied Biosystems
®

 (Foster City, EUA). 

 A metodologia de PCR em tempo real, com o sistema TaqMan para detecção de SNPs, 

consiste em amplificar a região 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 específico e a fluorescência é emitida para o alelo presente na 

amostra. Se os dois alelos estiverem presentes, são lidos os dois tipos de fluorescência. As 

sondas têm em sua estrutura molecular um quencher que inibe o sinal emitido pelo 

fluorocromo ou reporter. Assim que ocorre o pareamento e hidrólise da sonda o composto 

fluorescente é liberado proporcionando liberação de energia que é captada pelo equipamento e 

analisada em um gráfico de amplificação. 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 reação (JOHNSON et al., 2004).     

Para o SNP -1082G/A do gene IL-10, rs1800896 (número de acesso no Gene Bank, 

disponível no National Center for Biotechnology Information), foi utilizado o conjunto de 

primers e sondas disponível no TaqMan SNP Genotyping Assay C___1747360_10  produzido 

pela Applied Biosystems
®
. Para o SNP -308G/A do gene TNF- , rs1800629, foi utilizado o 

TaqMan 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 - Princípio da discriminação alélica por PCR em tempo real. 

 

Fonte: Adaptado de Applied Biosystems (2011). 

Nota: (1) Componentes do ensaio e DNA alvo; (2) Desnaturação do DNA alvo e anelamento dos primers e 

sondas; (3) Polimerização e geração de sinal fluorescente. V = VIC; F = FAM; Q = Quencher; MGB = Minor 

Groove Binder; Probe = Sonda.  

 

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

volume final de 12,5 l, contendo 0,625 l da solução do TaqMan SNP Genotyping Assay 20X 

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

Mix 2X (que contém TaqDNA Polimerase, deoxinucleotídeos e tampão com MgCl2), 3,125 l 

de água ultrapura (Mili-Q
®
) e 2,5 l de DNA de cada amostra. As reações foram realizadas em 

equipamento ABI PRISM 7500 da Applied Biosystems
®
 sob as seguintes condições: 95ºC por 

10 min, seguido de 40 ciclos de 92ºC por 15s e 60ºC por 1min. Em todas as reações foram 

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

DNA. Após o final das reações, o software do aparelho gera um relatório com as curvas de 

amplificação da discriminação alélica de cada indivíduo (Figura 7). 
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Figura 7 - Curvas de amplificação de discriminação alélica por PCR em tempo real. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: Ct = Ciclo threshold; Alelo G = Curva sem marcação; Alelo A = Curva com marcação 

 

5.9 Análise Estatística 

 

 A análise estatística dos dados obtidos foi realizada com o auxílio do Laboratório de 

Métodos Quantitativos do Departamento de Saúde Pública do CPqAM/Fiocruz, utilizando-se 

os programas estatísticos Epi-Info
® 

e R
®
, disponíveis no laboratório. Todos os dados foram 

armazenados em um banco de dados, utilizando-se o programa Microsoft Excel
®

 

(Albuquerque, EUA). As tabelas foram construídas utilizando-se o programa Microsoft 

Word
® 

(Albuquerque, EUA).  O teste do X
2
 ou exato de Fisher foram utilizados para comparar 

as variáveis qualitativas entre os grupos estudados. Para análise das variáveis quantitativas foi 

utilizado o teste t-student quando observado o pressuposto de normalidade. Quando este não 

foi observado, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. As associações foram estimadas em 

Odds Ratio (OR), usando um intervalo de confiança (IC) de 95%. A diferença entre os 

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

 

6.1 Características epidemiológicas e clínicas da população de estudo 

 

 Nesse estudo foram incluídos 256 portadores da doença de Chagas crônica, sendo 

destes, 66 assintomáticos e 190 portadores da cardiopatia chagásica crônica. A maioria dos 

indivíduos era do sexo feminino (69,9%). Quando se comparou o percentual de cada gênero 

entre os indivíduos sintomáticos e assintomáticos, também se observou que o sexo feminino 

era o mais prevalente em ambos os grupos, 70,5% e 68,2%, respectivamente. Portanto, não se 

observou significância estatística na variável gênero (p=0,72) (Tabela 1).  

 A idade média dos portadores da doença de Chagas crônica era de 59,3+12,0 anos, 

com variação entre 27 e 91 anos. Os portadores de cardiopatia chagásica crônica apresentaram 

uma média de idade mais elevada (61,0+11,2 anos) do que a dos indivíduos assintomáticos 

(54,4+12,8 anos), sendo essa diferença estatisticamente significante (p=0,0002). Ao 

classificar os portadores da doença de Chagas crônica por faixa etária, segundo o Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (2011), observou-se um percentual mais elevado (53,1%) 

de indivíduos idosos, com 60 anos ou mais, seguido da faixa etária de adultos (39,8%), de 40 

a 59 anos. Apenas 7,1% dos indivíduos eram adultos jovens, de 18 a 39 anos. Quando se 

comparou o percentual de cada faixa etária entre os sintomáticos e assintomáticos, foi 

observado que a maioria (58,4%) dos portadores de cardiopatia chagásica crônica são idosos 

enquanto que a maioria dos assintomáticos (42,4%) são adultos (p=0,002) (Tabela 1). 

A maioria dos portadores da doença de Chagas crônica avaliados nesse estudo era 

procedente de municípios do estado de Pernambuco (86,3%). Grande parte desses municípios 

pertence às regiões da Zona da Mata e Agreste pernambucanos (Dados não mostrados). Os 

municípios de Timbaúba, Vicência, Nazaré da Mata, Bom Jardim e São Benedito do Sul 

foram os mais relatados, respectivamente, e corresponderam a 27,3% do total de indivíduos 

avaliados. No entanto, 13,7% dos portadores da doença de Chagas crônica eram procedentes 

de outros estados brasileiros, em geral da Paraíba ou de Alagoas.  

A presença de alguns hábitos de vida entre os portadores da doença de Chagas crônica, 

como o de fumar (tabagismo) e ingerir álcool excessivamente (etilismo) foi questionada 

diretamente a cada indivíduo sob a supervisão da equipe médica do Ambulatório de Doença 

de Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE. A prevalência desses hábitos de vida 

não apresentou diferenças estatisticamente significantes na população estudada quando se 

comparou o percentual deles entre os indivíduos sintomáticos e assintomáticos (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Características epidemiológicas de portadores de doença de Chagas crônica atendidos no 

Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: IND – Forma Indeterminada; CARD – Forma Cardíaca; OR – Odds Ratio; IC - Intervalo de Confiança 

  

A situação trabalhista dos portadores da doença de Chagas crônica também foi 

questionada e observou-se que o a maioria destes estavam aposentados por idade (59,4%). 

Alem desses, 20,3% dos indivíduos estavam empregados, 9,8% estavam desempregados e 

7,8% se declararam ser do lar. Um pequeno percentual de indivíduos (2,7%), não informou a 

situação trabalhista, sendo essa informação considerada ignorada.  

Sobre a provável forma de contaminação pelo T. cruzi, 97,6% dos portadores da 

doença de Chagas crônica relataram terem tido contato com o inseto vetor da doença, ou 

terem residido em casas de taipa em regiões endêmicas, durante algum tempo de sua vida, 

sendo considerada, portanto, nesses indivíduos, a transmissão vetorial. Dois indivíduos 

(0,8%) relataram não conhecer o vetor da doença, nem ter residido em regiões endêmicas para 

a doença de Chagas. No entanto, esses indivíduos eram filhos de portadoras da doença de 

Chagas, sendo considerada, portanto, neles, a transmissão congênita. Quatro indivíduos 

(1,6%) não relataram dados favoráveis à elucidação de uma determinada forma de 

contaminação, sendo a informação sobre a forma de transmissão ignorada. 

A fração de ejeção ventricular esquerda (FEVE) é um parâmetro avaliado no 

ecocardiograma que mede o percentual de sangue ejetado pelo ventrículo esquerdo na sístole. 

Indivíduos sem patologias cardíacas apresentam valores de FEVE > 55%. Quanto maior a 

disfunção cardíaca, menor será esse percentual (OLIVEIRA et al., 2008). Portanto a avaliação 

da FEVE é bastante utilizada na prática cardiológica para o acompanhamento e tratamento de 

portadores da doença de Chagas crônica.  

                                     Forma Clínica 

 Doença de 

Chagas 

IND 

 

CARD 

 

OR  

(95% IC) 
p 

 n % n % n %   

Sexo         

Masculino 77 30,1 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 Etária         

18 – 39 anos 18 7,1 13 19,8 5 2,7 - - 

40 – 59 anos 102  39,8 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         

Não 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         

Não 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   
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Nesse estudo os indivíduos assintomáticos 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 diferença estatisticamente significante (p<0,005). Ao comparar os valores de 

FEVE entre os portadores de cardiopatia chagásica crônica, 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 diferença estatisticamente significante (p<0,005). 

Com relação ao tratamento etiológico para o T. cruzi, 53,9% dos portadores da doença 

de Chagas crônica relataram não ter realizado qualquer esquema terapêutico. O mesmo foi 

observado quando se comparou o percentual dos entre os indivíduos sintomáticos e 

assintomáticos, onde a maioria não realizou tratamento etiológico, 51,1% e 62,1%, 

respectivamente. Portanto, não houve diferenças estatisticamente significantes com relação ao 

tratamento etiológico para o T. cruzi, entre os indivíduos estudados (p=0,12) (Tabela 2). 

No presente estudo, ao analisar a prevalência de comorbidades como hipertensão 

arterial sistêmica (HAS), diabetes mellitus e dislipidemias, foi considerada a presença dessas 

patologias através de diagnóstico realizado pela equipe médica do ambulatório, através de 

exames de rotina, ou pelo uso de tratamento específico. Entre os portadores da doença de 

Chagas crônica 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 indivíduos 

sintomáticos e assintomáticos, não se observou nenhuma significância estatística entre os 

grupos de indivíduos estudados (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Características clínicas de portadores de doença de Chagas crônica atendidos no Ambulatório de 

Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: IND – Forma Indeterminada; CARD – Forma Cardíaca; OR – Odds Ratio; IC - Intervalo de Confiança 

                                       Forma Clínica 

 Doença de 

Chagas 

IND 

 

CARD 

 

OR  

(95% IC) 
p 

 n % n % n %   

Tratamento 

Etiológico 

        

Não 138 53,9 41 62,1 97 51,1 - - 

Sim 118 46,1 25 37,9 93 48,9 0,63 (0,35-1,12) 0,12 

Hipertensão         

Não 108 42,2 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         

Não 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         

Não 197 76,9 54 81,8 143 75,3 - - 

Sim 59 23,1 12 18,2 47 24,7 1,47 (0,72-2,99) 0,27 

Total 256  100 66  100 190  100   
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6.2 Distribuição das frequências genotípicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene 

IL-10 e -308G/A do gene TNF-α nos portadores da doença de Chagas crônica

  

 O presente estudo realizou a determinação das frequências genotípicas e alélicas dos 

SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-α em 256 portadores da doença de 

Chagas crônica. As frequências genotípicas e alélicas de ambos os SNPs encontraram-se em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (p<0,005). 

Em relação ao gene IL-10, foram encontrados os três genótipos possíveis da posição     

-1082G/A: 27 indivíduos GG (10,6%), 118 indivíduos GA (46,0%) e 111 indivíduos AA 

(43,4%). Portanto, a frequência do alelo A (66,4%), foi significantemente maior do que a 

frequência do alelo G (33,6%) (p<0,005). 

Na posição -308G/A do gene TNF-α, só foi encontrado um indivíduo com o genótipo 

AA (0,4%). Os demais apresentaram o genótipo GG (83,6%, 214 indivíduos) ou GA (16,0%, 

41 indivíduos). Portanto, a frequência do alelo A (8,4%), foi significantemente menor do que 

a frequência do alelo G (83,6%) (p<0,005). 

 

6.3 Análise comparativa das frequências genotípicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do 

gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-α no estado de Pernambuco 

 

 A distribuição das frequências genotípicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene    

IL-10 e -308G/A do gene TNF-α na população estudada de portadores da doença de Chagas 

crônica foi comparada com estudos científicos (artigos, monografias, dissertações ou teses) 

realizados no estado de Pernambuco.  

 Na tabela 3 podem ser visualizadas as frequências genotípicas e alélicas do SNP          

-1082G/A do gene IL-10 encontradas no presente estudo e em estudos envolvendo indivíduos 

com tuberculose pulmonar (MONTENEGRO, 2013), esquistossomose mansônica (VALLE 

NETO, 2013), leucemia linfoblástica aguda (LLA) (De DEUS; LUGO; MUNIZ, 2012) e 

mulheres infectadas com o papilomavírus humano (Human Papillomavirus – HPV) 

(CHAGAS et al., 2013). 
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Tabela 3 - Comparação das Frequências Genotípicas e Alélicas do SNP -1082G/A do gene IL-10 do presente 

estudo e de demais estudos realizados em Pernambuco. 

 Doença de Chagas TB EM LLA HPV 

 n = 256 n = 181 n = 70 n = 105 n = 171  

 % % % % % 

Genótipo      

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 Mansônica; LLA – Leucemia Linfoblástica Aguda; HPV - 

Papilomavírus Humano 

 

Na tabela 4 podem ser visualizadas as frequências genotípicas e alélicas do SNP          

-308G/A do gene TNF-α encontradas nos portadores da doença de Chagas crônica do presente 

estudo e em indivíduos com tuberculose pulmonar (MONTENEGRO, 2013), esquistossomose 

mansônica (VALLE NETO, 2013), anemia falciforme (DOMINGOS, 2012), LLA (De 

DEUS; LUGO; MUNIZ, 2012), síndrome coronariana aguda (BEZERRA, 2013), diabetes 

mellitus tipo 1 (TAVARES, 2012) e lúpus eritematoso sistêmico (ANGELO et al., 2012). 

 

Tabela 4 - Comparação das Frequências Genotípicas e Alélicas do SNP -308G/A do gene TNF-  do presente 

estudo e de demais estudos realizados em Pernambuco. 

 Doença de Chagas TB EM AF LLA SCA DM1 LES 

 n = 256 n = 181 n = 70 n = 168 n = 105 n = 104 n = 171 n = 98  

 % % % % % % % % 

Genótipo         

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 Mansônica; AF – Anemia Falciforme; LLA – Leucemia 

Linfoblástica Aguda; SCA – Síndrome Coronariana Aguda; DM1 – Diabetes Mellitus tipo 1; LES – Lúpus 

Eritematoso Sistêmico 
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6.4 Associação das frequências genotípicas e alélicas dos SNPs -1082G/A do gene     

IL-10 e -308G/A do gene TNF-α com as formas indeterminada e cardíaca da 

doença de Chagas crônica e com a gravidade da cardiopatia chagásica 

 

Ao avaliar as frequências genotípicas e alélicas do SNP -1082G/A do gene IL-10 em 

portadores da doença de Chagas crônica de acordo com a forma clínica, não houve diferenças 

significantes na distribuição das mesmas entre os indivíduos assintomáticos e os portadores de 

cardiopatia chagásica crônica. Também não houve diferenças estatisticamente significantes na 

distribuição das frequências genotípicas e alélicas entre os portadores de cardiopatia chagásica 

crônica (Tabela 5).  

 

Tabela 5 - Frequências Genotípicas e Alélicas do SNP -1082G/A do gene da IL-10 em portadores de doença de 

Chagas crônica atendidos no Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: IND – Forma Indeterminada; CARD – Forma Cardíaca; OR – Odds Ratio; IC - Intervalo de Confiança 

 

Avaliando-se as frequências genotípicas e alélicas do SNP -308G/A do gene TNF-α 

em portadores da doença de Chagas crônica de acordo com a forma clínica, não foram 

observadas diferenças estatisticamente significantes na distribuição das mesmas entre os 

indivíduos assintomáticos e os portadores de cardiopatia chagásica crônica. No entanto, ao 

analisar a distribuição das frequências genotípicas e alélicas do SNP -308G/A do gene TNF-α 

entre os portadores de cardiopatia chagásica crônica, observou-se que os indivíduos com 

cardiopatia chagásica leve apresentam um maior percentual do genótipo GA e do alelo A 

quando comparado com os portadores de cardiopatia chagásica grave (Tabela 6).  

 

 

         Forma Clínica 

 IND  CARD  OR  

(95% IC) 
p CARD1 CARD2 OR  

(95% IC) 
p 

 n % n %   n % n %   

Genótipo             

GG 8 12,2 19 10,0 - - 11 8,6  8 12,9 - - 

GA 31 46,9 87  45,8 1,18  

(0,46-2,97) 

0,72 59 46,1 28  45,2 0,65 

 (0,24-1,80) 

0,41 

AA 27 40,9 84 44,2 1,30  

(0,51-3,32) 

0,56 58 45,3 26 41,9 0,62 

 (0,22-1,71) 

0,35 

Total 66 100 190 100   128 100 62 100   

Alelo             

G 47 35,6 125 32,9 - -   81 31,6 44 35,5 - - 

A 85 64,4 255 67,1 1,12 

 (0,74-1,70) 

0,56 175 68,4 80 64,5 0,84  

(0,53-1,32) 

0,45 

Total 132 100 380 100   256 100 124 100   
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Tabela 6 - Frequências Genotípica e Alélica do SNP -308G/A do gene do TNF-  em portadores de doença de 

Chagas crônica atendidos no Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE/UPE. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: IND – Forma Indeterminada; CARD – Forma Cardíaca; OR – Odds Ratio; IC - Intervalo de Confiança 

                             Forma Clínica 

 IND CARD OR  

(95% IC) 

p CARD1 CARD2 OR  

(95% IC) 

p 

 n % n %   n % n %   

Genótipo             

GG 57 86,4 157 82,6 - - 101 78,9 56 90,3 - - 

GA 9 13,6 32 16,9 1,29 

 (0,58-2,87) 

0,53  26 20,3  6 9,7 0,42 

 (0,15-1,04) 
0,030 

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 

 (0,62-2,88) 

0,44 28 10,9 6 4,8 0,41 

 (0,14-0,99) 
0,034 

Total 132 100 380 100   256 100 124 100   



48 

VASCONCELOS, R.H.T. 

 

7 DISCUSSÃO 

 

7.1 Características epidemiológicas e clínicas da população de estudo 

 

No estado de Pernambuco não estão disponíveis dados recentes, sobre o perfil dos 

portadores da doença de Chagas, exceto pelo trabalho de Melo et al. (2009) que realizou um 

estudo com os indivíduos candidatos a serem doadores de sangue, mas que apresentaram 

sorologia reagente para infecção pelo T. cruzi no hemocentro do estado. Apesar de sua 

importância epidemiológica, o estudo não traz informações clínicas acerca dos portadores da 

doença de Chagas no estado. Foi, portanto, um dos objetivos desta tese realizar uma análise 

epidemiológica e clínica dos portadores da doença de Chagas crônica selecionados para 

avaliação dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-α no Ambulatório de 

Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do PROCAPE.  

Nesse estudo foram incluídos 256 portadores da doença de Chagas crônica, sendo 

destes, 66 assintomáticos e 190 com cardiopatia chagásica crônica. Estudos sobre portadores 

da doença de Chagas crônica realizados em outros hospitais universitários brasileiros também 

demonstraram um número mais elevado de indivíduos com a forma cardíaca (ALMEIDA et 

al., 2007; ALVES et al., 2009; BERTANHA et al., 2008; BOZELLI et al., 2006). O número 

reduzido de assintomáticos pode ser explicado devido ao fato desses indivíduos não 

comparecerem com frequência ao ambulatório para consultas regulares. Este fato 

provavelmente ocasionou sua captação diminuída, apesar de, segundo a literatura, existir um 

número maior de portadores da doença de Chagas assintomáticos (DIAS et al., 2008).  

Dos portadores da doença de Chagas selecionados, aproximadamente 70% são do sexo 

feminino. Em estudos realizados no Hospital das Clínicas da Universidade Estadual de 

Campinas, também foi encontrada uma prevalência maior do sexo feminino (ALMEIDA et 

al., 2007; ALVES et al., 2009). No entanto, no Hospital Universitário de Maringá e no 

Hospital Universitário da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, entre os portadores da 

doença de Chagas se observou uma maior prevalência do sexo masculino (BOZELLI et al., 

2006; POMPILIO et al., 2005). Segundo a Fundação Nacional de Saúde não existe correlação 

entre o gênero e a sorologia para a doença de Chagas, pois ela afeta indistintamente homens e 

mulheres. No entanto, essa predominância de portadores da doença de Chagas do sexo 

feminino, encontrada no presente estudo, é atribuída por alguns autores como resultado de 

diferenças culturais nos cuidados com a saúde, que atribui às mulheres uma maior demanda 

de uso dos serviços de saúde ambulatoriais e hospitalares (MORAES-SOUZA et al., 2006).  
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A idade dos portadores da doença de Chagas analisados nesse estudo variou de 27 a 91 

anos com média de 59,3
+
12 anos. Ao estratificar os indivíduos por faixas etárias obtiveram-se 

maiores percentuais de idosos e de indivíduos adultos, aproximadamente 53% e 40%, 

respectivamente.  Tendências semelhantes de distribuição etária entre portadores da doença de 

Chagas crônica foram observadas por Pompilio et al. (2005) e Bozelli et al. (2006). Segundo 

Lunardelli et al. (2007) pode-se atribuir a atual redução nos níveis de infecção chagásica em 

indivíduos jovens como reflexo das medidas para o controle vetorial, ocorridas no passado. 

Os hábitos de tabagismo e etilismo foram relatados, respectivamente, por 11,7% e 

11,3% dos portadores da doença de Chagas crônica desse estudo. Esses percentuais diferem 

dos encontrados por Bertanha et al. (2008), onde 40% dos indivíduos relataram tabagismo e 

44% etilismo. No entanto, assim como nesse estudo, não houve diferença entre a frequência 

desses hábitos entre indivíduos assintomáticos e portadores de cardiopatia chagásica crônica.  

Aproximadamente 60% dos portadores da doença de Chagas crônica ao serem 

questionados sobre sua situação trabalhista relataram estar aposentados. Alves et al. (2009), 

também observaram um elevado percentual (73%) de indivíduos portadores da doença de 

Chagas aposentados. Os autores atribuem essa situação ao envelhecimento da população 

infectada pelo T. cruzi, e não ao fato da sorologia reagente para doença de Chagas ter sido no 

passado motivo de afastamento do mercado de trabalho de muitos indivíduos, o que 

atualmente é proibido pela legislação brasileira (OLIVEIRA Jr, 1996). 

A transmissão vetorial foi a provável forma de contaminação pelo T. cruzi, na maioria 

dos portadores da doença de Chagas crônica analisados nesse estudo. Resultado semelhante 

foi encontrado no estudo Pompilio et al. (2005), onde a maioria dos indivíduos relatou ter 

residido em áreas rurais endêmicas para a doença de Chagas, conhecer o vetor da doença e/ou 

ter coabitado com eles. Apesar desse mecanismo de transmissão estar sobre aparente controle 

no Brasil, esses achados ressaltam a importância dessa forma de contaminação no passado, 

antes da elaboração de medidas para seu controle e prevenção. 

Alguns autores acreditam que a administração da terapia antiparasitária nos indivíduos 

assintomáticos previne o desenvolvimento da cardiopatia, apesar de não ocorrer erradicação 

completa do parasita (GARCIA et al., 2005). No entanto, a obrigação do tratamento 

etiológico só ocorre nos casos agudos, sendo uma opção pessoal de cada médico e de seu 

paciente a realização do tratamento etiológico na fase crônica da doença de Chagas (BRASIL, 

2005). Esse fato explica os resultados encontrados no presente estudo e no de Bozelli et al. 

(2006), com relação ao tratamento etiológico para o T. cruzi, onde a maioria não o realizou, 

apesar de não terem existido diferenças significantes, em relação à adesão ao tratamento. 
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Ao se avaliar a presença de comorbidades entre os portadores da doença de Chagas 

crônica 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 indivíduos portadores da doença 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 número de portadores da doença de Chagas que apresentam HAS, 

não se constatou uma associação de causa e efeito entre essas duas patologias. Alguns autores 

consideram que como a HAS está relacionada com a atividade do sistema nervoso simpático e 

com o funcionamento cardíaco, e ambos podem ser afetados pela infecção causada pelo T. 

cruzi, haveria a possibilidade de que os fatores patogênicos da infecção chagásica 

contribuíssem para a elevação pressórica (BOZELLI et al., 2006). No entanto, há bastante 

divergência quanto à prevalência da HAS entre os indivíduos portadores da doença de 

Chagas, e não há relação entre sua presença e as formas clínicas da doença, o que também foi 

observado no presente estudo, onde percentuais semelhantes foram observados entre os 

indivíduos assintomáticos e os portadores de cardiopatia chagásica crônica. A associação 

frequente entre a doença de Chagas e a HAS deve considerar o envelhecimento da população 

em geral, o que por si só aumenta a prevalência da HAS (BERTANHA et al., 2008). 

Particularmente na população portadora da doença de Chagas, que nesse estudo foi composta 

em sua maioria por indivíduos idosos, esse achado deve ser esperado, pelo aumento da média 

de idade dos indivíduos infectados, devido ao sucesso das campanhas de controle vetorial e 

das melhorias da abordagem diagnóstica e terapêuticas.    

Outras comorbidades comumente encontradas entre os portadores da doença de Chagas 

crônica avaliados nesse estudo foram a dislipidemia e o diabetes mellitus, respectivamente 

23,% e 11,3%. Prevalências 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, não 

diferem da prevalência dessas morbidades na população brasileira em geral. Também não se 

observa diferenças entre a prevalência dessas comorbidades entre os indivíduos 

assintomáticos e os portadores de cardiopatia chagásica crônica 
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7.2 Avaliação dos SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF-α 

 

 No presente estudo procurou-se avaliar a distribuição de dois SNPS, um relativo a uma 

importante citocina imunoreguladora, a IL-10, na posição -1082 (rs1800896) da região 

promotora de seu gene e o outro foi o SNP presente na posição -308 (rs1800629) do gene do 

TNF-α, uma importante citocina com ação pró-inflamatória, ambos em portadores da doença 

de Chagas crônica. A escolha dos alvos utilizados neste trabalho foi baseada nas associações 

existentes entre os produtos desses genes, e a doença de Chagas crônica, pois estas citocinas 

apresentam diferenças em sua expressão e seus níveis séricos, entre as diferentes formas 

clínicas da doença (BRAZ et al., 2013; CUNA et al., 2000; FERREIRA et al., 2003; GOMES 

et al., 2003; LORENA et al., 2010; MELO et al., 2012; PÉREZ-FUENTES et al., 2003; 

TALVANI et al., 2004). 

A avaliação da distribuição desses SNPs teve como objetivo principal avaliar se 

existiam diferenças nas frequências genotípicas e alélicas dos mesmos entre as formas clínicas 

indeterminada e cardíaca da doença de Chagas crônica e entre a gravidade da cardiopatia 

chagásica crônica. O estabelecimento de marcadores genéticos de evolução e prognóstico 

pode ser de bastante utilidade no futuro, no acompanhamento ambulatorial dos portadores da 

doença de Chagas crônica, visto que a classificação atual das formas clínicas é realizada 

principalmente através do eletrocardiograma, do ecocardiograma e das radiografias, partindo 

da anamnese do paciente (BRASIL, 2005). A investigação de alterações precoces do sistema 

cardíaco, através desta avaliação convencional, é inadequada, porque ela apenas revela a atual 

situação clínica do indivíduo, quando as alterações patológicas já estão estabelecidas 

(OLIVEIRA Jr., 2009).  

Algumas técnicas e testes prognósticos mais sensíveis vêm sendo estudados, ao longo 

dos últimos anos, para detectar e acompanhar o desenvolvimento de alterações cardíacas em 

indivíduos portadores da doença de Chagas crônica assintomáticos. A maioria dos grupos de 

pesquisa tenta estabelecer marcadores biológicos de evolução e prognóstico da doença através 

de mecanismos imunológicos (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; VERÇOSA et al., 2007).  De acordo com os resultados 

previamente encontrados, os marcadores biológicos para a doença de Chagas crônica 

baseados em células e moléculas da imunidade celular parecem ser bastante promissores por 

terem um importante papel na evolução da infecção chagásica.  
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As descobertas recentes sobre o papel da IL-10, na doença de Chagas crônica têm feito 

esta citocina alvo de diversos estudos sobre seus níveis séricos, expressão gênica e 

polimorfismos genéticos. A secreção local e sistêmica da IL-10 nos portadores da doença de 

Chagas crônica assintomáticos tem um papel antiinflamatório e regulatório para manutenção 

da situação “estável” desses indivíduos (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; CUNA et al., 

2000; GOMES et al., 2003). Os portadores da doença de Chagas assintomáticos apresentam 

níveis mais elevados de células T regulatórias (CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
), secretoras de IL-10, 

quando comparados com os níveis de portadores de cardiopatia chagásica crônica (BRAZ et 

al., 2013; SILVEIRA et al., 2009; VITELLI-AVELAR et al., 2005). Uma diminuição dos 

níveis desta citocina foi observada em portadores de cardiopatia chagásica crônica, com uma 

correlação com a gravidade do dano cardíaco, avaliada através da FEVE do ecocardiograma 

(COSTA et al., 2009).  

Neste trabalho, o gene IL-10 foi genotipado, em portadores da doença de Chagas 

crônica, na posição -1082G/A, e foi possível encontrar entre os indivíduos estudados, os três 

genótipos possíveis da posição, 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 população 

estudada (p<0,005). 

Essa elevada frequência do alelo A encontrada no presente estudo, também pôde 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 indivíduos com 

tuberculose pulmonar, Valle Neto (2013) com portadores de esquistossomose mansônica e 

Chagas et al. (2013), com mulheres infectadas com HPV, também relataram uma maior 

frequência do alelo A. Além disso, a distribuição genotípica desses estudos também 

demonstrou a mesma tendência observada no presente estudo, onde um percentual maior de 

indivíduos GA foi seguido de indivíduos AA e menores frequências de indivíduos GG. No 

estudo conduzido por De Deus, Lugo e Muniz (2012) com crianças portadoras de LLA, a 

distribuição das frequências genotípicas 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 presença do genótipo GG 

(27%). No entanto, nesse estudo o percentual de heterozigotos foi o maior dentre os demais 

genótipos (48%), como previamente encontrado nos outros estudos anteriormente relatados. 

As frequências genotípicas e alélicas do SNP -1082G/A do gene IL-10 seguem, portanto, uma 

distribuição semelhante em todo o estado. 
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Ao dividir os portadores da doença de Chagas crônica de acordo com a forma clínica, 

não se observou diferenças significantes na distribuição das frequências genotípicas e alélicas 

do SNP -1082G/A do gene IL-10. A tendência encontrada na população como um todo, 

percentual maior de indivíduos heterozigotos, seguido de indivíduos homozigotos para o alelo 

A, menor frequência de indivíduos homozigotos para o alelo G e uma maior frequência do 

alelo A, permaneceu a mesma quando se comparou os indivíduos assintomáticos com os 

portadores de cardiopatia chagásica crônica. 

Resultados semelhantes ao desse estudo foram também encontrados por Flórez et al. 

(2011) em uma população colombiana. Os autores analisaram não só o SNP na posição -1082 

do gene IL-10, mas também as posições -819C/T e -592A/C e não observaram diferenças 

estatisticamente significativas nas freqüência genotípicas e alélicas de nenhum destes SNPs 

entre os indivíduos com cardiopatia chagásica crônica e assintomáticos. Apesar de ter sido 

realizado em uma população com diferentes backgrounds étnicos e genéticos, o estudo de 

Flórez et al. (2011) encontrou frequências genotípicas 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 população 

brasileira do estado de Minas Gerais e observaram que esse SNP não seguiu um padrão de 

distribuição das frequências genotípicas e alélicas entre os portadores da doença de Chagas. 

Uma diferença foi observada entre os indivíduos com cardiopatia chagásica crônica e 

assintomáticos em relação à ocorrência do alelo A, de fenótipo baixo produtor da IL-10, 

sendo este mais presente nos indivíduos cardiopatas. Esses achados discordam do encontrado 

no presente estudo, apesar disso, concordam com os estudos de expressão gênica, produção 

por células do sistema imune e níveis séricos da IL-10 em portadores da doença de Chagas, 

que atribuem níveis mais elevados dessa citocina aos indivíduos assintomáticos (BRAZ et al., 

2013;  CUNA et al., 2000; VITELLI-AVELAR et al., 2005). 

No entanto, esses resultados encontrados por Costa et al. (2009) devem ser 

reproduzidos em outras populações endêmicas para a doença de Chagas e com um número 

maior de indivíduos, visto que amostra reduzida de seu estudo (155 indivíduos, sendo 58 

assintomáticos e 97 cardiopatas) pode ter sido um fator favorável a obtenção desse resultado 

pelos autores. Já foi relatado que o alelo G, assim como e genótipo GG é mais frequente em 

populações brancas (KOCH et al., 2001), portanto a associação entre os genótipos e alelos 

pode variar de acordo com a etnia, especialmente na população brasileira, que é altamente 

miscigenada. Os resultados encontrados no presente estudo podem, portanto, refletir melhor a 

miscigenação de americanos nativos, europeus e africanos encontrada no Brasil. 
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Ao analisar a distribuição das frequências genotípicas e alélicas do SNP -1082G/A do 

gene IL-10 entre os portadores de cardiopatia chagásica crônica avaliados no presente estudo, 

não foram observadas diferenças estatisticamente significantes entre os cardiopatas leves e 

graves. Em seu estudo, Costa et al. (2009) também analisaram os portadores de cardiopatia 

chagásica crônica, estratificados pelo grau de lesão cardíaca em não-dilatados e com dilatação 

cardíaca e também não observaram diferenças nas frequências genotípicas e alélicas entre 

eles. Apesar dos mesmos autores terem demonstrado uma correlação entre os baixos níveis de 

expressão de IL-10 e baixos valores de FEVE, esses achados sugerem que o background 

genético da IL-10 não atua como um fator que poderia influenciar na patogênese da 

cardiopatia chagásica crônica. Mecanismos imunológicos, como uma proliferação celular 

exarcebada, podem estar atuando para compensar a baixa produção de IL-10 pelas células dos 

indivíduos portadores do alelo A. Essa seria uma razão para a falta de correlação entre o 

fenótipo e o genótipo da IL-10 observada por Costa et al. (2009). Essa ausência de associação 

entre o SNP -1082G/A do gene IL-10 e os níveis de produção e expressão dessa citocina na 

cardiopatia chagásica crônica, no entanto, não diminuem o importante papel dessa citocina da 

imunopatogênese da doença de Chagas, previamente demonstrado através de estudos 

imunológicos (BRAZ et al., 2013;  CUNA et al., 2000; VITELLI-AVELAR et al., 2005). 

Alguns estudos demonstraram que os níveis séricos e/ou plasmáticos do TNF- estão 

elevados em portadores da doença de Chagas quando comparados com indivíduos não 

portadores da doença. Além disso, vem sendo observado que níveis elevados de expressão 

gênica do gene TNF- e da produção desta citocina por leucócitos tem relação com a 

evolução da forma assintomática para as formas sintomáticas. A produção e secreção local e 

sistêmica do TNF- vem sendo associada ao desenvolvimento e a gravidade da cardiopatia 

chagásica crônica, sugerindo a participação desta citocina na formação da inflamação crônica 

e na lesão cardíaca (FERREIRA et al., 2003; LORENA et al., 2008; LORENA et al., 2010; 

PERÉZ-FUENTES et al., 2003; REIS et al., 1993; TALVANI et al., 2004).  

No presente trabalho, portadores da doença de Chagas crônica tiveram o SNP              

-308G/A de gene TNF- genotipado através de PCR em tempo real. O genótipo homozigoto 

para o alelo G foi o mais prevalente (83,6%), enquanto que 16,0% dos indivíduos estudados 

eram heterozigotos. Apenas um indivíduo apresentou o genótipo homozigoto para o alelo A, 

portanto, foi evidenciado que o alelo A é significantemente menos frequente (8,4%) na 

população estudada (p<0,005).  
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A baixa frequência 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 indivíduos com tuberculose pulmonar (MONTENEGRO, 2013), 

esquistossomose mansônica (VALLE NETO, 2013), anemia falciforme (DOMINGOS, 2012), 

síndrome coronariana aguda (BEZERRA, 2013), diabetes mellitus tipo 1 (TAVARES, 2012) e 

lúpus eritematoso sistêmico (ANGELO et al., 2012) também relataram uma menor frequência 

do alelo A em suas populações de estudo. A tendência da distribuição genotípica do SNP        

-308G/A de gene TNF- nesses estudos foi semelhante à observada no presente estudo, onde 

os indivíduos GG representaram o maior percentual, seguido de indivíduos GA e com 

frequências reduzidas de indivíduos AA. No entanto, De Deus, Lugo e Muniz (2012) também 

avaliaram o SNP -308G/A de gene TNF- em crianças com LLA, e relataram um percentual 

semelhante da frequência dos alelos G e A, 59% e 41%, respectivamente. Essa alta frequência 

do alelo A, diferente dos outros estudos realizados no estado foi encontrada devido à elevada 

presença de crianças portadoras do genótipo 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 genótipo AA do SNP -308G/A do gene TNF- segue uma 

distribuição semelhante em todo o estado de Pernambuco, com baixa frequência e que condiz 

com a baixa prevalência do alelo A encontrada nesse estudo e na maioria dos aqui citados. 

Ao avaliar as frequências genotípicas e alélicas do SNP -308G/A do gene TNF-α entre 

os portadores da doença de Chagas crônica de acordo com a forma clínica, não se observou 

diferenças estatisticamente significantes na distribuição das mesmas entre os indivíduos 

assintomáticos e os portadores de cardiopatia chagásica crônica. A mesma tendência 

encontrada na população geral de portadores da doença de Chagas crônica, percentual 

majoritário de indivíduos homozigotos para o alelo G e menor frequência de heterozigotos, 

foi observada ao comparar os indivíduos assintomáticos com os portadores de cardiopatia 

chagásica crônica. É importante ressaltar que apenas um indivíduo apresentou o genótipo 

homozigoto para o alelo A, sendo ele portador da cardiopatia chagásica crônica. Portanto, não 

foram observados indivíduos assintomáticos com o genótipo AA.  

Um estudo realizado com portadores da doença de Chagas crônica peruanos 

conduzido por Beraún et al. (1998) avaliaram os SNPs -308G/A e -238G/A da região 

promotora do gene TNF- . No entanto, os autores não encontraram associação de nenhum 

desses SNPs com o desenvolvimento da cardiopatia chagásica crônica. Pissetti et al. (2011) 

estudaram, recentemente, os mesmos SNPs do gene TNF-  em uma população brasileira do 
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estado de Minas Gerais e também não observaram nenhuma associação significativa entre 

esses SNPs e as formas clínicas crônicas da doença de Chagas. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Drigo et al. (2007) ao avaliar o papel do SNP -308G/A do gene TNF-α entre 

indivíduos assintomáticos e portadores de cardiopatia chagásica crônica residentes no Brasil, 

no estado de São Paulo. Os autores não observaram diferenças estatisticamente significantes 

nas frequências genotípicas e alélicas desse gene entre os portadores da doença de Chagas 

crônica estudados. Todos esses estudos citados corroboram os resultados encontrados no 

presente estudo, onde não foi possível estabelecer associações entre os genótipos e alelos do 

SNP -308G/A do gene TNF-α e as formas clínicas crônicas da doença de Chagas.  

No entanto, conclusões diferentes a cerca do papel do gene TNF-α na doença de 

Chagas crônica foram obtidas por Rodríguez-Pérez et al. (2005) e Criado et al. (2012). 

Rodríguez-Pérez et al. (2005) avaliaram ambos os SNPs -308G/A e -238G/A da região do 

gene TNF-  numa população mexicana e obtiveram resultados diferentes para cada SNP. Em 

relação à posição -238G/A, assim como Beraún et al. (1998) e Pissetti et al. (2011), os autores 

não encontraram diferenças nas frequências genotípicas e alélicas desse SNP entre indivíduos 

assintomáticos e cardiopatas chagásicos crônicos. Portanto, a falta de associação entre o SNP 

-238G/A do gene TNF-α e as formas clínicas da doença de Chagas crônica foi evidenciada 

por todos os estudos executados até o presente momento, o que sugere que este SNP não tem 

relação com a expressão e produção do TNF-  nessa doença. Contudo, Rodríguez-Pérez et al. 

(2005) também avaliaram o SNP -308G/A do gene TNF-α e, sugerem que o SNP nesta 

posição poderia ser um marcador genético envolvido as manifestações cardíacas da doença de 

Chagas crônica, visto que o grupo de portadores de cardiopatia chagásica crônica estudados 

apresentou uma frequência aumentada estatiscamente significante do alelo A e dos genótipos 

GA e AA, quando comparada com a frequência dos indivíduos assintomáticos. 

Resultados semelhantes ao de Rodríguez-Pérez et al. (2005) foram relatados por 

Criado et al. (2012) ao analisar o SNP -308G/A do gene TNF-α em uma população de 

portadores da doença de Chagas da Colômbia. Os autores também encontraram uma 

frequência elevada do alelo A, relacionado com a alta produção do TNF-α, nos portadores de 

cardiopatia chagásica crônica e estatiscamente significante quando comparada com a 

frequência do mesmo alelo nos indivíduos assintomáticos. Os autores corroboram os dados de 

Rodríguez-Pérez et al. (2005) e sugerem que o SNP nesta posição possa ter uma relação com 

a produção do TNF-α, que é de suma importância para o estabelecimento da inflamação 

crônica cardíaca que culmina com o desenvolvimento das lesões características da cardiopatia 

chagásica crônica (CRIADO et al., 2012).  
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Apesar de se mostrarem promissores, os resultados de Rodríguez-Pérez et al. (2005) e 

Criado et al. (2012) devem ser reproduzidos em outros países endêmicos para a doença de 

Chagas. Além disso, um número maior de indivíduos deve ser analisado, pois o estudo de 

Rodríguez-Pérez et al. (2005) analisou uma amostra bastante reduzida (54 indivíduos), o que 

pode ter influenciado a distribuição das frequências genotípicas e alélicas avaliadas pelos 

autores. Diferenças na estrutura étnica e genética das populações estudadas podem ser a razão 

para os diferentes achados em relação ao gene TNF- e a susceptibilidade a cardiopatia 

chagásica crônica. 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 

populações do sudeste brasileiro. A população brasileira, apesar de ser altamente 

miscigenada, não apresentou diferenças significantes na distribuição do alelo A do SNP          

-308G/A do gene TNF-α, que esteve presente em um baixo percentual em todos os estudos 

realizados com portadores da doença de Chagas crônica. Essa seria uma evidência da falta de 

associação deste SNP com as diferentes formas clínicas crônicas da doença.  

Estudos conduzidos com outras doenças cardiológicas não infecciosas, como a doença 

arterial coronariana e a síndrome coronariana aguda, também não conseguiram demonstrar 

associação entre o SNP -308G/A do gene TNF-α e a suscetibilidade a essas doenças do 

coração, apesar de ambas também serem doenças crônicas inflamatórias, onde o TNF-α já 

havia sido previamente relacionado com seu acometimento (BABU et al., 2012; BEZERRA, 

2013; CHU et al., 2012). Esses achados, juntamente com os encontrados nos estudos 

realizados com portadores da doença de Chagas crônica, indicam que variações genéticas no 

gene TNF-α não são determinantes do desenvolvimento das doenças cardíacas. 

Apesar do importante papel do TNF-α na cardiopatia chagásica crônica, já estabelecido 

por estudos imunológicos (FERREIRA et al., 2003; LORENA et al., 2010; PERÉZ-

FUENTES et al., 2003; REIS et al., 1993; TALVANI et al., 2004), nenhum estudo, até o 

presente momento, avaliou a distribuição das frequências genotípicas e alélicas do SNP          

-308G/A do gene TNF-α entre os portadores de cardiopatia chagásica crônica de acordo com a 

gravidade das manifestações. No presente estudo, realizou-se a estratificação dos portadores 

de cardiopatia chagásica crônica, com base na presença ou não de dilatação cardíaca, em 

cardiopatia grave e leve, respectivamente. Ao analisar as frequências genotípicas e alélicas do 

SNP -308G/A do gene TNF-α observou-se que os indivíduos com cardiopatia chagásica leve 

apresentam um maior percentual do genótipo GA e do alelo A quando comparado com os 

portadores de cardiopatia chagásica grave. Essa diferença na distribuição dos genótipos 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 presença desse genótipo e desse alelo atuaria como um fator de 

proteção para o desenvolvimento da cardiopatia chagásica grave. A vantagem da heterozigose 

é um mecanismo mais eficiente de responder as exigências do meio, já que indivíduos 

heterozigotos possuem uma variedade genética que lhes permite se adaptar a condições 

adversas (COOKE; HILL, 2001; HEDRICK et al., 1990). No caso do gene do TNF- , a 

presença de ambos os alelos pode conferir uma adaptação à produção desta citocina, cuja 

secreção pode ser benéfica inicialmente, no entanto, uma superprodução 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 chagásica 

crônica. Com base nessas evidências, pode se sugerir que, com relação ao SNP -308G/A do 

gene TNF-α, a patogênese da cardiopatia chagásica crônica envolve distintos mecanismos 

genéticos, e que determinados genótipos podem culminar com a dilatação cardíaca ou com 

sua proteção. Contudo, estudos adicionais, prospectivos, que realizem o acompanhamento dos 

portadores de cardiopatia chagásica, após determinação de seus genótipos, devem ser 

conduzidos para testar essa hipótese.  
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8 CONCLUSÕES 

 

a) Não há associação das variáveis epidemiológicas e clínicas estudadas com a 

susceptibilidade e o desenvolvimento da doença de Chagas crônica; 

b) Os SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF  possuem uma 

distribuição homogênea, não aleatória, no estado de Pernambuco; 

c) Os SNPs -1082G/A do gene IL-10 e -308G/A do gene TNF  não atuam como 

marcadores genéticos das formas clínicas crônicas da doença de Chagas; 

d) O SNP -1082G/A do gene IL-10 não contribui com a gravidade das manifestações 

clínicas da cardiopatia chagásica crônica; 

e) A presença do alelo A e do genótipo GA do SNP -308G/A do gene TNF  em 

portadores de cardiopatia chagásica crônica pode atuar como um fator de proteção 

para o desenvolvimento da cardiopatia chagásica grave. 
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9 PERSPECTIVAS 

 

a) Avaliar a distribuição das frequencias genótipicas e alélicas do SNP -308G/A do 

gene TNF  em portadores de cardiopatia chagásica crônica, estratificados em 

cardiopatia leve, moderada e grave, através da FEVE do ecocardiograma. 

b) Selecionar um número maior de portadores de cardiopatia chagásica crônica, com 

o intuito de confirmar o papel do SNP -308G/A do gene TNF  na gravidade da 

cardiopatia.  
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