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SUSCEPTIBILIDADE E PROGRESSAO DA DOENCA DE CHAGAS

RESUMO

Estudos desenvolvidos pelo grupo nos dltimos anos demonstram o envolvimento do fator
transformador de crescimento beta (TGF-B) na cardiopatia chagasica, com exacerba¢éo dos
seus niveis plasméticos e da ativacdo da sua via de sinalizagdo celular como aspectos
desenvolvidos por pacientes nos estagios mais avancados da doencga, associado também a
niveis elevados de fibrose. Pacientes que apresentavam altos niveis de TGF-B circulantes,
ap6és 10 anos de acompanhamento, evoluiram com pior prognostico da doencga.
Recentemente, o polimorfismo no c6don 10 do gene que codifica o0 TGF-B1 foi descrito por
influenciar na producéo desta citocina. Também foi observado que, em populacdes da
Colébmbia e do Peru, o mesmo polimorfismo pode estar envolvido na susceptibilidade a
infeccdo pelo T. cruzi. O presente trabalho avaliou o polimorfismo dos alelos do gene do
TGF-B1 em pacientes na fase crénica da doenca de Chagas; incluindo a forma
indeterminada e os diversos estagios da forma cardiaca e correlacionou a expressao dos
diferentes alelos do TGF-B1 com os niveis séricos desta citocina e a manifestagéo clinica da
doenca de Chagas. Para isso, 181 individuos entre pacientes com forma indeterminada ou
cardiaca e individuos controle foram convidados a participar do trabalho. Foram realizadas
andlises de cinco polimorfismos de base Unica (-800 G>A, -509C>T, +10T>C, +25G>C e
+263C>T) por PCR e sequenciamento das regifes de interesse. Além disso, 0s niveis
séricos desta molécula e do peptideo natriurético cerebral (BNP) foram dosados por ELISA.
Ao analisar a frequéncia genotipica nos diferentes polimorfismos, observamos que a
frequéncia do polimorfismo na posicdo -509 e no cédon 10 eram maiores em pacientes
portadores da doenca que em individuos controle. Além disso, os genétipos CT e TT na
posicdo -509 estdo associados com altos niveis séricos do TGF-f1. Observamos que
pacientes nos estagios mais graves apresentam maiores niveis circulantes de BNP, mas,
ndo observamos qualquer relagdo entre os niveis de TGF-B e BNP. Desta forma, nossos
resultados sugerem que os polimorfismos genéticos na posigéo -509 e no codon 10 do gene
TGF-B1 podem estar envolvidos na susceptibilidade a infec¢do pelo T. cruzi na doenca de
Chagas.
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ABSTRACT

Studies developed by our group have shown the involvement of TGF-f in Chagas heart
disease, with exacerbation of their plasma levels and the activation of its cell signaling
pathway, as aspects developed by patients in later stages of the disease, also associated
with high levels of fibrosis. Patients with higher levels of circulating TGF-§, after 10 years of
follow up, progressed with worse prognosis. Recently, the polymorphism at codon 10 in the
TGF-B1 gene has been described to influence the production of this cytokine. It was also
noted that in populations from Colombia and Peru, the same polymorphism may be involved
in susceptibility to T. cruzi infection. The present study assessed the polymorphism of the
alleles of the TGF-B1 gene in patients with chronic Chagas disease: indeterminate and the
different stages of cardiac forms, correlating the expression of different alleles of TGF-B1,
serum levels of this cytokines and the clinical outcome of Chagas disease. For this, 181
control and patients of different stages in the chronic phase of Chagas disease were invited
to participate in the study. We investigated, five single nucleotide polymorphisms (-800 G> A,
-509C> T + 10T> C + 25G> C and + 263C> T) by PCR and sequencing of fragments were
performed. In addition, serum levels of TGF-f1 and BNP were measured by ELISA. We
observed a significant difference in the frequency at positions -509 and codon 10. These
genotypes represent a risk for susceptibility to the development of Chagas disease.
Furthermore, CT and TT genotypes at position -509 are associated with higher serum levels
of TGF-B1. We found a significant association between circulating levels of BNP with the
stage of CCC, but, no relationship between the levels of TGF-B and BNP was observed.
Thus, our results suggest that genetic polymorphisms at position -509 and codon 10 of the

TGF-B1 gene may be involved in the susceptibility to the development of Chagas disease.
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Introducao

1. INTRODUCAO

1.1. Adoenca de Chagas

1.1.1. A descoberta

Em 1907, encarregado de executar uma campanha anti-palidica na
regido norte do estado de Minas Gerais, o pesquisador Carlos Chagas
observou a existéncia de um hematéfago nas habita¢des visitadas. Retornando
ao laboratério e analisando o intestino dos exemplares coletados, Carlos
Chagas identificou a presenca de numerosos flagelados, hoje classificados
como Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Nesse periodo, Carlos Chagas caracterizou
0 agente causador e o ciclo biolégico da tripanossomiase americana, assim
como o0s principais sintomas clinicos associados a esta doenca (Chagas,
1909). Em 1910, em homenagem ao pesquisador, a infeccdo foi entdo
intitulada como “doenca de Chagas”. (Livro: Carlos Chagas, A ciéncia para
combater doengas tropicais).

1.1.2. Epidemiologia

A doenca de Chagas é uma doenca negligenciada causada pelo
protozoario parasita T. cruzi, sendo considerada endémica de 21 paises da
Ameérica Latina (Figura 1.1). A principal forma de transmissédo da doenca de
Chagas aos seres humanos se da pelo contato com as fezes dos vetores, 0s
triatomineos. Estima-se que cerca de 7-8 milhbes de pessoas possam estar
infectadas em todo o mundo (OMS, 2014), e que mais de 25 milhdes de
pessoas vivem em areas de risco de contaminacdo. S6 em 2008, pesquisas
avaliaram que a doenga de Chagas ocasionou a morte de aproximadamente 10
mil pessoas em todo o mundo (OMS, 2012). Ja no Brasil, em 2012, dados do
Sistema de Informacgédo sobre Mortalidade do Ministério da Saude indicam
mortalidade de 4.650 individuos portadores da doenca de Chagas (DATASUS,

2012). Mesmo com mais de um século ap0s a sua descoberta, a doenca de
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Chagas ainda é um grande problema econémico e de saude publica na maioria
dos paises latino-americanos (Rassi Jr. e cols., 2009). Atualmente, o valor
liquido global utilizado com cuidados médicos para individuos portadores da
doenca de Chagas € de 24-73 bilhdes de dolares. A conversdo desse encargo
sobre o valor disponibilizado por pessoa resulta em gasto anual de $4660, e ao
longo da vida um individuo é capaz de gerar $27684 em gastos para os cofres
publicos (Lee e cols., 2013).

Apesar de ser considerada uma doenca com distribuicdo geografica
limitada, se estendendo do Sul dos Estados Unidos até o Sul da Argentina e
Chile. Desde os anos 80 h& uma preocupac¢do mundial com os processos de
migracdo populacional associados a doenca de Chagas, ja que os imigrantes
podem ser fonte de introducdo da doenca em paises nao-endémicos.
Transfusdo de sangue, doacdo de 6rgaos e infeccdo congénita sdo os modos
primarios de infeccdo nos paises de destino dos imigrantes infectados pelo T.
cruzi (Revisto por Schmunis e Yadon, 2010). Sendo assim, atualmente
podemos observar um grande numero de casos da doenca em paises néao-
endémicos, como a Australia, Canada e Espanha (Schmunis, 2007) (Figura
1.2).

México

Guatemala
El Salvador
Nicaragua
CostaRica |
Panama

Colémbia

[] Areas endémicas

E] Areas enzoéticas Paraguai

Uruguai

Argentina

Figura 1.1: Distribuicdo da doenca de Chagas nas Américas destacando as

areas endémicas e enzodticas (adaptado de Coura e Dias, 2009).
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Numeros estimados de casos

°  <1.000
@ 1.000-99.999
O 100.000-999.999

O 1.000.000

*  Sem estimativas oficiais

I Sem transmisséo vetorial
Kl Com transmiss&o vetorial acidental
[ Com transmissao vetorial continua

Figura 1.2: Distribuicdo global de individuos infectados pelo T. cruzi,
evidenciando a existéncia de casos da doenca em paises nao-endémicos
(adaptado de Ribeiro e cols., 2012).

1.2. O parasito: T. cruzi

O T. cruzi, agente etioldgico causador da doenca de Chagas, é um
protozoario digenético e polifilético pertencente ao Filo Protozoa, Subfilo
Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida, Familia Tripanosomatidae. E
amplamente distribuido na natureza e tem como circulacao primaria os insetos
vetores (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae) (Dias, 2006) e mamiferos
silvestres e domésticos pertencente as ordens, Edentata, Chiroptera,
Marsupialia, Carnivora, Lagomorpha, Rodentia e Primates (OMS, 2002).
Estima-se que este parasita exista ha mais de 150 milhdes de anos no planeta.
Por possuir grande diversidade genética, os clones e populacdes de T. cruzi
tém sido agrupados, mediante a estudos de perfil molecular e isoenziméatico,
em seis grandes linhagens denominados Tcl a TcVI (revisto por Zingales e
cols., 2012). Recentemente, foi identificado um novo gendtipo associado a

morcegos das espécies: Noctilio spp., Myotis spp. e Artibeus spp. homeadas
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como TcBat. Mas o papel do TcBat em infec¢cdes humanas néo é claro (revisto

por Ramirez, 2014).

1.2.1. Formas evolutivas e Ciclo de vida

Desde a descricao inicial por Carlos Chagas, a morfologia dos varios
estagios do desenvolvimento do T. cruzi tem sido alvo de intensa investigacdo
(de Souza, 2002; Elias e cols., 2006; Zacks e cols., 2007; Romano e cols.,
2012). O T. cruzi foi uma das primeiras células a ser analisada por microscopia
eletrbnica de transmissdo e varios grupos de pesquisa tém utilizado diferentes
técnicas microscopicas para obter informacdes detalhadas sobre os varios
estagios de desenvolvimento encontrados no ciclo de vida do parasita
intracelular (revisto por de Souza e cols., 2009). Estes estagios sdo conhecidos
como: amastigota, epimastigota e tripomastigota (metaciclico e sanguineo). As
duas primeiras formas séo capazes de se dividir, e as formas tripomastigotas e
amastigotas sdo capazes de infectar as células dos hospedeiros (Marin-Neto e
cols., 2009).

Entre os tripanosomatideos, o T. cruzi € o que apresenta um dos ciclos
de vida mais complexos, envolvendo diversos estagios de desenvolvimento:
sendo encontrados em hospedeiros vertebrados e invertebrados, na corrente
sanguinea e no interior de células hospedeiras (de Souza e cols., 2010). A
Figura 1.3 mostra uma visdo geral do ciclo de vida deste protozoario. O inseto
triatomineo ao sugar o sangue de um vertebrado com doenca de Chagas, se
infecta ingerindo as formas tripomastigotas sanguineas (formas infectantes do
parasita). Uma vez dentro do vetor, na por¢cdo média do intestino do barbeiro, o
parasita se diferencia em formas epimastigotas e se multiplicam ativamente por
divisdo binaria longitudinal. Antes de emergir as fezes, na por¢cédo distal do
intestino do inseto, o parasita se diferencia na forma infectante tripomastigota
metaciclica. Durante este processo de diferenciacdo (chamado de
metaciclogénese), o parasita sofre modificacbes morfolégicas e bioquimicas
complexas que Ihe permitem sobreviver no hospedeiro vertebrado (Dias e cols.,
2006; Clayton e cols., 2010; Osorio e cols., 2012).
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Quando o triatomineo se alimenta novamente, ele defeca sobre a pele
do individuo, depositando as formas infectantes do T. cruzi. O parasita € capaz
de penetrar no novo hospedeiro através de lesdes, pela conjuntiva dos olhos e
mucosa da boca. Desta forma, ele toma a corrente sanguinea podendo infectar
todas as células dos mamiferos, principalmente os macrofagos (Teixeira e
cols., 2012). No interior da célula do hospedeiro as formas tripomastigotas
metaciclicas se diferenciam em formas arredondadas, as amastigotas, que se
submetem a ciclos de multiplicacdo por fissdo binaria. Este processo, em
média, tem duracdo de 96 horas. ApGs este periodo, ha a diferenciacdo das
formas amastigotas em tripomastigotas sanguineas. Frente ao grande numero
e a intensa movimentacdo destas ultimas formas, ha a ruptura da membrana
plasmatica da célula hospedeira e consequente liberacdo dos parasitos para o
ambiente extracelular. Assim, as formas tripomastigotas liberadas podem
infectar outras células ou atingir a corrente sanguinea, infectando outros
tecidos ou entdo ser ingeridas pelo inseto vetor, mantendo assim o ciclo da

doenca de Chagas (Teixeira e cols., 2006).



Introducao

Estagios no hospedeiro invertebrado

Estagios no hospedeiro vertebrado

Figura 1.3: O ciclo de vida do T. cruzi evidenciando suas formas evolutivas
(epimastigota, tripomastigota e amastigota) e principais hospedeiros e
reservatérios. (adaptado de Teixeira e cols., 2012).
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1.3. Fases da Doenca

A doenca de Chagas pode ser dividida em duas fases distintas: a fase
aguda e a fase cronica (Prata, 2001).

1.3.1. Fase Aguda

A fase aguda tem duracdo média de 1-2 meses, sendo geralmente
assintomatica ou se manifesta pela presenca de sintomas comuns a outras
doencas, como febre e dores no corpo (Rassi Jr e cols., 2009). Uma das
caracteristicas principais da fase aguda é a alta carga parasitaria na corrente
sanguinea do individuo infectado (Chagas, 1909). Em alguns casos, observa-
se a presenca de edemas no local da porta de entrada do T. cruzi, o chagoma
de inoculacdo e o sinal de Romafia. Nao é comum a manifestacdo da doenca
de Chagas aguda grave, mas em casos de pacientes sintomaticos nesta fase,
as manifestacoes incluem adenopatia generalizada, edema,
hepatoesplenomegalia e miocardite. Contudo, sintomas ainda mais graves
como a mortalidade por encefalomielite, insuficiéncia cardiaca grave ou ramo
do pericardico podem ocorrer, mas representam 5% dos casos, nos quais a
maioria dos individuos infectados sdo criancas de regides endémicas (revisto
por Ribeiro e cols., 2012). H4 também a fase aguda desenvolvida por
individuos infectados pela via oral, que tem sido considerada uma importante
via de transmissdo e possui uma variedade de sintomas. A infeccéo pelo T.
cruzi por via oral esta associada a alta mortalidade, 8-35% dos casos, podendo
estar relacionada com insuficiéncia cardiaca aguda, miocardite, e
meningoencefalite (Coura e cols., 2002). Além disso, estudos demonstraram
uma grave inflamag¢@o na mucosa gastrica e no mesentério adjacente apos 14

dias de infec¢ao (Hoft e cols., 1996).

1.3.2. Fase Crbnica

ApoOs a fase aguda, a doenca de Chagas néo tratada evolui para fase

cronica, que possui duas formas: indeterminada e determinada. Na forma
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indeterminada, os individuos apresentam sorologia positiva e n&do sao
observados sintomas ou sinais clinicos de acometimento de o6rgdos-alvo da
doenca de Chagas comprovados por exames complementares (Marin-Neto e
cols., 2002). Apd6s um periodo de tempo (10-30 anos), cerca de 30% dos
pacientes evoluem para a forma determinada da doenca de Chagas, que

compreende as formas cardiacas, digestiva e mista (Coura, 2007).

1.4. Tratamentos etioldgicos disponiveis

Na doenca de Chagas aguda o tratamento € tripanossomicida. O
tratamento reduz a gravidade, a duracdo dos sintomas e também a mortalidade
dos individuos infectados. A taxa de cura é de até 81% dos casos. Apenas
duas drogas, benznidazol (BZ) e nifurtimox, sdo mundialmente recomendadas
para o tratamento da doenca de Chagas. O BZ tem sido mais analisado em
estudos clinicos e tem melhores resultados quanto a seguranca e eficacia,
portanto € geralmente utilizado para o tratamento de primeira linha. O efeito
adverso mais comum do BZ é dermatite alérgica que afeta cerca de 20-30%
dos pacientes. Outro efeito adverso, que ocorre em cerca de 5-10% dos
pacientes é neuropatia periférica dose-dependente, que afeta principalmente as
partes distais dos membros inferiores. Outros efeitos colaterais relatados
incluem nauseas, vbmitos, anorexia, perda de peso, insbnia e perda do
paladar. O efeito do BZ na fase crénica da doenca de Chagas esta sendo
avaliado em um estudo clinico randomizado chamado BENEFIT, envolvendo

diversos centros de pesquisa (revisto por Rassi Jr. e cols., 2012).

JA o nifurtimox, esta associado a varios efeitos adversos, que
geralmente desaparecem quando o tratamento é interrompido. Os sintomas
gastrointestinais sdo os efeitos colaterais mais comuns relatados em estudos
clinicos, ocorrendo em cerca de 50% dos pacientes, e incluem anorexia,
nauseas, vomitos, desconforto abdominal e diarréia. Outros efeitos colaterais
comuns sao os sintomas de toxicidade do sistema nervoso central, tais como
insbnia, irritabilidade, desorientagdo, dores de cabeca, mialgia, tontura e

alteracdes de humor (revisto por Rassi Jr. e cols., 2012). Tais efeitos adversos
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observados em ambos tipos de tratamento incentivaram pesquisas mundiais no

intuito de se obter um composto alternativo menos nocivo.

1.5. A cardiomiopatia chagésica crénica (CCC)

A forma cardiaca é a manifestacdo mais grave da doenca de Chagas
cronica, devido a sua alta morbidade, mortalidade e seu significativo impacto
médico e social (Parra e cols., 2008; Henao-Martinez e cols., 2012). A CCC
também é a causa mais comum de cardiomiopatia ha América Latina e em
areas endémicas é a principal causa de morte cardiovascular em pacientes
com idade de 30-50 anos (Rassi e cols., 2000). As alteracdes encontradas no
eletrocardiograma (ECG) e/ou ecocardiograma (ECO) sao os primeiros indicios
do desenvolvimento de CCC (Dubner e cols., 2008).

Algumas hipoteses para a fisiopatogenia tém sido implicadas ao dano
miocardico, variando desde a disautonomia simpatica e parassimpatica,
alteracbes microvasculares coronarianas, processos autoimunes até a
agressao direta pelo parasita (Pereira Jr. e cols., 2014). Durante a CCC, o
parasita permanece no interior das células cardiacas do hospedeiro, causando
danos teciduais, envolvendo processos inflamatérios extensos e fibrose
irregular (Higuchi e cols., 1993). A inflamacdo e a destruicdo progressiva do
tecido cardiaco, seguida de intensa fibrose levam a alteracdo da conducédo dos
impulsos elétricos no coracado, arritmias, dilatacdo e disfuncao sistdlica.
Fendbmenos tromboembdlicos também podem ocorrer. O tratamento utilizado
nesta fase € apenas sintomatico e a possibilidade de realizacao de transplantes
cardiacos é bem menor do que a demanda. Dessa forma, a CCC pode ter
curso fatal levando o paciente a morte subita. (Teixeira e cols., 1990; Rassi Jr,
e cols., 2009).

Sendo assim, alguns estagios sdo observados na CCC. De acordo com
o Consenso Brasileiro para doenca de Chagas (2005), a fase cronica cardiaca
€ classificada da seguinte forma: estagio A, 0s pacientes apresentam

eletrocardiograma (ECG) alterado e ecocardiograma (ECO) normal; estagio B,
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0s pacientes possuem ECO com alteracdo global ou segmentar da funcao
sistdlica do ventriculo esquerdo sem clinica de insuficiéncia cardiaca (IC),
subdivido em B1: com fracdo de ejecdo (FE) do ventriculo esquerdo (VE) >
45% e B2: FE < 45%; estagio C, os pacientes apresentam IC néo refratéria; e

estagio D, os pacientes possuem IC refrataria.

Apesar destas definicdes, o quadro clinico varia muito de acordo com a
duracdo da doenca e a extensdo do dano cardiaco. Manifestacdes precoces da
CCC séao geralmente leves, muitas vezes caracterizada pela presenca de
anormalidades assintométicas no ECG ou em outros exames complementares,
como por exemplo: monitoramento com Holter por 24 horas, ressonancia
magnética ou ECO. Este ultimo é extremamente Gtil na avaliacdo de pacientes
com CCC. A técnica é utilizada principalmente para avaliar a funcao ventricular,
que fornece dados importantes para a orientacao terapéutica e progndéstico
(revisto por Ribeiro e cols., 2012).

Andlises laboratoriais também auxiliam na identificacdo dos pacientes
que poderdo evoluir para um pior prognostico. A dosagem do peptideo
natriurético cerebral (BNP), ao lado dos dados clinicos, tem se mostrado util na
avaliacao prognostica. Quanto mais elevados os niveis do peptideo, pior sera o
quadro e evolucdo do paciente, uma vez que 0s nhiveis de BNP sofrem
influéncia direta da situacao funcional cardiaca dos pacientes (revisto por
Pereira-Barretto e cols., 2013).

1.5.1. Fibrose

O achado histopatol6gico mais importante na CCC ¢é a fibrose, tanto em
humanos quanto em modelos experimentais (revisto por Rossi, 1998). Este &
um processo onde ha substituicdo do tecido danificado, frente a resposta
inflamatoria, por tecido conjuntivo que leva ao comprometimento funcional do
orgéo (Pohlers e cols., 2009). Uma variedade de modificagBes estruturais no
sistema cardiovascular tem sido descrita em pacientes com CCC (Andrade,

1999). Mas a principal alteracdo ocorre no processo reparativo e fibrético, no
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qual ha acumulo difuso e denso de colageno intersticial que envolve fibras

individuais ou até mesmo um grupo inteiro de fibras (Rossi e cols., 1991).

O processo fibrético, encontrado na CCC, é caracterizado pela formacéao
de cicatriz excessiva devido a exacerbada producdo e deposicdo de matriz
extracelular. Este processo ocorre ao longo de muitos meses ou anos e pode
conduzir a disfuncdo de 6rgdos ou até mesmo a morte do individuo (Pohlers e
cols., 2009). Algumas moléculas participam na formacdo de processos
fibrinogénios, mas uma em especial desempenha papel fundamental neste
processo induzindo a sintese de componentes de matriz extracelular. Essa
molécula € o fator transformador de crescimento beta (revisto por Leask e
Abraham, 2004).

1.6. O Fator Transformador de Crescimento Beta (TGF-B)

Em 1981, Roberts e cols. identificaram pela primeira vez um fator de
crescimento que induzia fenotipo proliferativo em fibroblastos nos rins de ratos.
Atualmente, sabe-se que o TGF-B é uma proteina homodimérica que faz parte
da superfamilia TGF-f. O TGF-p € encontrado na maioria dos organismos
eucaridticos, incluindo C. elegans, Drosophila, Xenopus, ratos e seres
humanos. E expresso em praticamente todos os tipos de células, em quase
todas as fases de desenvolvimento. O TGF-B desempenha papel importante na
regulacdo de varias respostas bioldgicas e celulares, incluindo a proliferacao e
diferenciacdo celular, producdo da matriz extracelular, desenvolvimento
embrionario, crescimento de células epiteliais, carcinogénese e apoptose

(Boesen e cols., 2002; Kamato e cols., 2013).

Em células de mamiferos, ha trés subtipos de TGF-: 1, 2 e 3. Estas
isoformas sdo bem caracterizadas como pequenas proteinas secretadas (25
kDa), homodiméricas (revisto por Massague, 1998), que sao codificadas por
genes distintos que estdo localizados em diferentes cromossomos. Estas
moléculas possuem homologia de 80% e séo quase 100% conservadas entre
as especies. In vitro, os subtipos mostram fun¢cées muito semelhantes. Mas,
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estudos in vivo tém demonstrado que estas moléculas sdo expressas de forma
diferenciada ao longo da embriogénese, na reparacdo de tecidos e na
carcinogénese, sugerindo diferentes funcdes para essas isoformas. Apesar
disto, as isoformas do TGF-§ utilizam a mesma via de sinalizacao intracelular
(Kim e cols., 2005; Golg e cols., 2000).

Devido a sua ampla fungéo biologica o TGF-3 esta sob rigoroso controle.
Ele é sintetizado e secretado como um complexo de proteinas biologicamente
inativo, sendo entdo considerado como proteina percussora dimeérica, por estar
associado ao LAP (proteina associada a laténcia) (Figura 1.4). Esta proforma é
clivada na regido amino-terminal em um pré-peptideo e um fragmento carboxi-
terminal, que constitui o TGF-B maduro (Saharinen e cols., 1996; Massague e
Chen, 2000a). Para desempenhar suas atividades biologicas, o TGF-§
depende da sua interagcdo com os receptores de superficie do tipo | (TBRI), do
tipo Il (TBRI) e do tipo Il (TRRII), j& identificados em praticamente todos os

tipos celulares (Massague e Gomis, 2006).

Figura 1.4: Proposta para o modelo do TGF-B associado ao LAP (adaptado de
Brunner e Blakytny, 2004).

Uma vez ativado e reconhecido pelos seus receptores de superficie,
ocorre a ativagdo da via de sinalizagdo do TGF-B. Ja foram descritos na
literatura dois tipos de via: a via classica (atraves da fosforilagdo de proteinas
SMADSs) e a via alternativa (através da fosforilagdo de outras proteinas, tais
como: proteinas quinases ativadas por mitdgenos (ERK), C-Jun N-terminal

quinase (JNK), proteinas quinases ativadas por mitdgeno p38) (Massague e
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Wotton, 2000b; Massague e Gomis, 2006). Este processo resulta no
recrutamento de cofatores ou corepressores transcricionais que levam a
ativacdo ou repressdo da transcricdo dos genes responsivos ao TGF-B (Shi e
Massague, 2003).

1.7. Envolvimento de citocinas na doenca de Chagas

Os mecanismos que direcionam o desenvolvimento da doenca de
Chagas ainda néo séo totalmente compreendidos, mas ha um consenso sobre
o importante papel do sistema imune do hospedeiro. Sendo assim, as citocinas
possuem papel fundamental nesse processo, ja que estdo envolvidas na
regulacdo hematopoiética, linfopoiética e atividade de todos os tipos celulares

envolvidos na resposta inflamatéria (Higuchi e cols., 1997).

Algumas moléculas possuem grande importancia no desenvolvimento da
doenca de Chagas, por exemplo: o fator de necrose tumoral (TNF), o interferon
gama (IFN-y) e o TGF-B. Estudos desenvolvidos com o TNF tém sugerido a sua
participacdo no desenvolvimento de danos no tecido cardiaco do hospedeiro, ja
que o TNF participa de mecanismos citotoxicos durante a resposta inflamatéria
na infeccdo pelo T. cruzi (Pereira e cols., 2014). O TNF também tem
participacdo na modulacdo da expressdo de moléculas de adesédo que auxiliam
no recrutamento de linfocitos para os locais de inflamacéo, contribuindo para a
progressdo da resposta inflamatéria na cardiopatia chagasica (revisto por
Laucella e cols., 1996). Ja o IFN-y € descrito como uma linfocina protetora
ativando macrofagos. Este processo resulta na liberacdo de espécies reativas
de oxigénio e Oxido nitrico, conferindo ao IFN-y uma caracteristica

tripanossomicida (Golden e Tarleton, 1991).

Em relacdo ao TGF-f, trabalhos tém demonstrado a participacdo desta
molécula em alguns processos durante as fases aguda e cronica da doenga,
tais como: na invasédo do T. cruzi nos fibroblastos e cardiomidcitos, no ciclo

intracelular do parasita, na regulacdo da inflamacdo e da resposta imune, no
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desenvolvimento da fibrose e remodelamento do tecido cardiaco (Araujo-Jorge
e cols., 2008 e 2012). Desta forma, o TGF- medeia processos diferentes que

influenciam no desenvolvimento da cardiomiopatia na doenca de Chagas.

1.7.1. TGF-B e infecgdo experimental: in vitro e in vivo

O primeiro estudo relacionando o TGF-f na doenca de Chagas foi
realizado em 1991 por Silva e cols.. Foi observado que quando macréfagos
peritoneais de camundongos e macréfagos de humanos eram tratados com
TGF-B, a capacidade tripanossomicida do IFN-a era inibida. Além disto, o
tratamento de macrofagos humanos com TGF-B resultou no aumento da
replicagdo do parasita nestas células, e in vivo o efeito do TGF-f levou ao
aumento da parasitemia e morte dos animais. Assim, foi possivel sugerir pela
primeira vez que o TGF-B produzido durante a infeccdo aguda pelo T. cruzi é
um potente inibidor das respostas geradas por macréfagos mediadas por INF-

ol

Em 1995, a participacdo do TGF-p na invaséo do T. cruzi em células de
mamiferos foi descrita utilizando células epiteliais mutadas para os genes dos
receptores de TGF-p (TBRI e TBRII) (Ming e cols., 1995). Foi observado que a
via de sinalizacdo de TGF- € um meio importante para o sucesso da invasao e
replicacdo do T. cruzi na célula hospedeira. Neste trabalho, foi observado que o
T. cruzi ndo conseguiu penetrar e se multiplicar no interior das células
mutantes, e através da transfeccdo com os genes dos receptores, a invasao
nestas células era restaurada. Assim, Ming e cols. relataram pela primeira vez
um possivel mecanismo de invasdo envolvendo o TGF-B e sua via de

sinalizacao.

Além disso, Zhang e cols. (1996) observaram que os niveis de TGF-$
estdo aumentados precocemente mediante a infeccdo pelo T. cruzi em
coracOes de camundongos. Um estudo utilizando primatas infectados pelo T.

cruzi demonstrou que o TGF-B é produzido ja na primeira semana da fase

14



Introducao

aguda e é constantemente expresso durante a fase cronica da infeccéo
(Samudio e cols., 1999).

Trabalhos in vitro demonstraram que o TGF-p desempenha papel
importante na modulacdo da infeccdo na doenca de Chagas. Nosso grupo
demonstrou que a utilizacdo de anticorpo anti-TGF-f inibe a infeccdo de
cardiomiécitos pelo T. cruzi e que estes parasitos eram capazes de ativar o
TGF-B latente. Sugerindo assim que o TGF-B e sua ativagdo sdo necessarios
para a internalizacdo do parasito nas células de mamiferos (Waghabi e cols.,
2005a). Outro estudo do grupo demonstrou que as formas amastigotas captam
e internalizam o TGF-f do hospedeiro, estocando-o. Estas observactes
representam o primeiro exemplo de um novo mecanismo pelo qual um
protozodrio primitivo pode utilizar moléculas de células hospedeiras, como o
TGF-$, para controlar o seu proéprio ciclo de vida intracelular (Waghabi e cols.,
2005b).

Tendo em vista o amplo envolvimento do TGF-f na infecgédo pelo T.
cruzi e consequente evolucdo da doenca de Chagas, iniciou-se o0
desenvolvimento de trabalhos com o objetivo de avaliar a acéo de inibidores de
TGF-B e das proteinas envolvidas na via de sinalizacdo do TGF-. Em 2007,
Waghabi e cols. analisaram o papel do inibidor do TBRI (SB-431542) em um
modelo de infec¢do in vitro. Foi observado que o composto é capaz de diminuir
a invasao dos cardiomiocitos pelo T. cruzi, reduzir o nUmero de parasitas por
células infectadas e reduzir a diferenciacdo das formas amastigotas em
tripomastigotas ao final do ciclo, demonstrando que o SB-431542 poderia ser
testado como farmaco para o tratamento da doenca de Chagas (Waghabi e
cols., 2007).

A atividade dos inibidores do TGF-f também foi demonstrada no modelo
de infeccdo animal. Foi avaliada a ag&o terapéutica dos inibidores SB-431542 e
GW788388 durante a fase aguda da doenca de Chagas experimental. Foi
observado que os tratamentos com 0s compostos diminuem a parasitemia, a

mortalidade, a fibrose e a disfuncao elétrica no coracéo dos animais infectados.

15



Introducao

A inibicdo da via de sinalizacdo de TGF-f in vivo, parece atenuar
significativamente a infec¢cdo evitando danos agressivos ao coracdo dos

animais infectados (Waghabi e cols., 2009a; de Oliveira e cols., 2012).

Outro estudo in vivo desenvolvido pelo grupo, analisou a cinética da
atividade da via de sinalizacdo de TGF-B, envolvendo os seus receptores e as
proteinas sinalizadoras durante a fase aguda da doenca de Chagas
experimental. Foi observado que a infeccdo pelo T. cruzi aumentou
significativamente a expressao dos receptores: TBRI e TBRII; e a fosforilacdo
das proteinas da via de sinalizagéo classica: Smad2/3 e, alternativa: JNK, p38,
ERK. Esse aumento coincidiu com a maior expressao de proteinas responsivas
ao TGF-B: CTGF e fibronectina; e com o aumento da deposicéo de colageno.
Estes dados confirmam mais uma vez a importdncia do TGF-f no
desenvolvimento e manutencdo do dano cardiaco em resposta a infec¢do pelo

T. cruzi (RR Ferreira, Monografia de final de curso, 2012).

1.7.2. TGF-B e doenca de Chagas cronica: estudos clinicos

Araujo-Jorge e cols. (2002) observaram que pacientes portadores da
doenca de Chagas cronica tém niveis mais elevados (em média de 10-20
vezes) de TGF-B1 quando comparados com individuos saudaveis.
Recentemente, nosso grupo demonstrou o importante valor preditivo do TGF-
B1 como biomarcador de progresséo clinica na doenca de Chagas, no qual
pacientes em estagios iniciais da fase crdnica que apresentavam altos niveis
de TGF-B1 circulantes evoluiram com pior prognoéstico apds 10 anos de
acompanhamento (Saraiva e cols., 2013). Outro papel importante do TGF- é o
seu envolvimento na homeostase do tecido cardiaco, atuando como regulador
da proliferacdo e morte celular, remodelagem da matriz extracelular e
angiogénese (revisto por Araujo-Jorge e cols., 2012). Sendo assim, esta
citocina € uma molécula chave a ser estudada em doencas infecciosas que
danificam o tecido cardiaco, como é o caso da doenca de Chagas. Analises
imunohistoquimicas de biopsias cardiacas de pacientes portadores da CCC

com disfungéo cardiaca moderada ou grave mostraram intensa marcacao para
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fibronectina na matriz extracelular e Smad 2 fosforilada (um marcador para a
ativacdo da via de sinalizacdo de TGF-f). Esses resultados sugerem um papel
importante do TGF-B na regulacdo de processos fibréticos, por ter sua via de
sinalizacao ativada sendo associada a uma maior producdo de fibronectina em

pacientes com CCC (Araujo-Jorge, 2002).

A susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca de Chagas e suas
manifestacbes clinicas podem ser influenciadas por fatores genéticos do
hospedeiro (Ayo e cols., 2013). Estudos anteriores buscando associacdo de
polimorfismos genéticos de citocinas com a evolucdo da doenca de Chagas ja
foram realizados (revisto por Vasconcelos e cols., 2012). Na populacéo
mexicana, o0 polimorfismo -511C/T no gene IL-1 teve associacdo com
susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca de Chagas enquanto que o
SNP na posicdo -308 do gene de TNF-a foi associado a cardiopatia
(Rodriguez-Pérez, 2005; Cruz-Robles e cols., 2009). Considerando o papel
fundamental do TGF-f no desenvolvimento da doenca de Chagas, acima
relatado, estudos com base genética sdo necessarios para elucidar possiveis
mecanismos e associa¢des do TGF- 1 a susceptibilidade e desenvolvimento

da doenca.

1.8. O gene: TGF-B1

Este gene codifica um importante membro da familia TGF-B: o TGFp-1,
que é peptideo multifuncional. O mapeamento do gene TGF-B1 foi realizado
em 1986 por Fujji e cols. Eles observaram por hibridagdo de células soméaticas
e por hibridizacéo in situ, que o gene de TGF-B1 esta localizado em humanos,
no braco longo do cromossomo 19 na posi¢cdo q13.1 (Figura 1.4). E em 1987,
Derynck e cols. através da analise da sequéncia de duas bibliotecas de DNA
gendmico humano, identificaram que o gene de TGF-B1 possui sete exons

distintos e seis regides intrénicas.
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Mais de dez diferentes polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) ja
foram descritos tanto para a regido promotora quanto para a regido codificante
no gene de TGF-B1. E mais de cem SNPs e outras variantes genéticas foram
identificadas nos genes envolvidos na via de sinalizacdo do TGF-B: TBRI,
TBRIl, SMAD2, SMAD3, SMAD4 e SMAD7. Estes polimorfismos tém sido
associados a doencas humanas (Watanabe e cols., 2002). E recentemente, foi
observado que a producdo de TGF-B1 pode ser influenciada por polimorfismos
na sequéncia do gene de TGF-B1 (Yokota e cols., 2000; Yamada e cols.,
2002).
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Figura 1.5: Esquema mostrando as regides do cromossomo 19, evidenciando a

posi¢do do gene TGF-B1.

1.8.1. Principais SNPs no gene de TGF-$

1.8.1.1. Regiao promotora: -800G>A

O polimorfismo na posicdo -800G>A (rs1800468) pode atuar na
susceptibilidade ao desenvolvimento de algumas doencas e na regulagéo da
transcricdo do gene de TGF-B1. Este SNP resulta na substituicdo de uma
guanina (G) por uma adenina (A). A presenca do alelo A nesta posi¢ao pode
diminuir a afinidade de ligacdo dos fatores de transcricdo da familia CREB,
desta forma, regulando negativamente a transcricdo génica (Grainger e cols.,

1999; Syrris e cols., 1998; Amani e cols., 2004). Este polimorfismo esta

18



Introducao

associado ao desenvolvimento de infeccdo do trato urinario e refluxo vésico-
ureteral (Corea), colite ulcerativa (Ird), cancer colo-retal (Ird), doenca pulmonar
obstrutiva crénica (Turquia) (Yim, 2007 e cols., 2007; Tamizifar e cols., 2008;
Amirghofra e cols., 2009; Melek e cols., 2013).

1.8.1.2. Regido promotora: -509C>T

Outro polimorfismo muito estudado, que influencia na transcricdo génica
do TGF-B1 e esta envolvido no desenvolvimento de doencas € o -509C>T
(rs1800469). Localizado também na regido promotora, este SNP resulta na
troca de uma citosina (C) por uma timina (T). Uma vez que o polimorfismo -509
esta localizado numa importante regido reguladora, € possivel que a troca C>T
altere a regulacdo do gene de TGF-B e explique alguns relatos de
superexpressdo do TGF-B1 (Luedecking, 2000). Além disto, a presenca do
alelo T pode afetar a ligacdo do fator de transcricdo YY1, o que resulta no
aumento da transcricdo do gene de TGF-B1 (Hobbs, 1998). Assim, individuos
que sdo carreadores do alelo C nesta posicdo podem apresentar menores
concentracdes plasmaticas de TGF-f1 (van der Wal e cols., 1993; Grainger e
cols., 1999). Este SNP estd associado ao desenvolvimento de isquemia
miocardica silenciosa (México), hepatite C (Egito), cancer de estdmago (india),
infarto do miocardio (Ird), AVC (Roterdd) (Cruz e cols. 2013; Pasha e cols.,
2013, Bhayal e cols., 2011; Najar e cols., 2001; Mark e cols., 2006;).

1.8.1.3. Exon 1: c6don 10T>C

No exon 1 do gene do TGF-B1, o polimorfismo na posi¢cado +869 (cédon
10 - rs1800470) resulta na substituicdo de uma timina por uma citosina. Dados
da literatura demonstraram que este SNP leva a uma mudancga na estrutura
priméria da proteina. O polimorfismo presente na posicdo +869 do gene TGF-
B1 resulta na mudanca do aminoéacido leucina (apolar) para prolina (apolar) no
cédon 10. Isto altera a regido hidrofébica do peptideo, aumentando o seu
padréo de ligagdo com o complexo de proteina associado a translocacdo desta

proteina (translocon). Essas altera¢gdes podem afetar o transporte de TGF(-1
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para o reticulo endoplasmatico, contribuindo para a producdo dessa citocina
(Susianti e cols., 2014b). Este polimorfismo est4 associado ao desenvolvimento
de comportamento suicida (Omrani e cols., 2012); leucariose isquémica (Tao e

cols., 2011) e purpura trombocitopénica idiopatica (Pehlivan e cols., 2011).

1.8.1.4. Exon 1: codon 25G>C

O polimorfismo na posi¢cao +915 (cédon 25) do exdn 01 (rs1800471) do
gene TGF-B1 é caracterizado pela alteracdo de uma G por uma C resultando
na mudanca de um aminoacido arginina (basico) para um aminoé&cido prolina
(apolar). As alteracbes na posicdo 915 do codon 25 pode afetar as
propriedades do peptideo inibindo o transporte do TGF-B1 para o reticulo
endoplasmatico e, eventualmente, o declinio da producdo desta citocina
(Susiante e cols., 2014a). Este SNP esti associado ao desenvolvimento de
algumas doencas, tais como: osteonecrose e miocardiopatia dilatada idiopatica
na Grécia (Samara e cols., 2012; Adamopoulos e cols., 2011) e hipertrofia do
VE na China (Ying Xu e cols., 2010).

1.8.1.5. Exon 5: c6don 263C>T

Mais um importante SNP existente no gene de TGF-B1 é observado no
exén 5 na posicao +788 do cédon 263 (rs1800472). Este polimorfismo é
observado pela mudanca do alelo citosina para o alelo timina, resultando em
uma modificacdo na cadeia primaria da proteina. O polimorfismo na posicao
+788 do codbén 263 resulta na troca de aminoacido. A substituicdo do
aminoacido treonina (polar) pelo isoleucina (apolar) no cédon 263 afeta a
estabilidade do TGF-B1 (Stoll e cols., 2004; Atilla e cols., 2006). Por estar
localizado préximo ao sitio de clivagem do peptideo associado a laténcia (LAP),
este polimorfismo pode também estar envolvido nos processos de ativacdo do
TGF-B1 (Koch e cols., 2006). O comprometimento do processo de ativagédo do
TGF-B1 pode impedir o reconhecimento pelos seus receptores de superficie,

inibindo o desempenho de suas fungdes bioldgicas. O polimorfismo no codon
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263 esta associado ao desenvolvimento da fissura labio-palatina (Alemanha) e

periodontite cronica (Turquia) (Stoll e col., 2004; Atilla e cols., 2006).

1.9. Polimorfismo no gene de TGF-p e a doenca de Chagas

Em 2009, foi realizado estudo com pacientes portadores da doenca de
Chagas em coortes do Peru e Colémbia a fim de identificar a associacao de
polimorfismos do gene de TGF-f1 com a susceptibilidade ao desenvolvimento
da doenca de Chagas. Calzada e cols. observaram que o alelo T que esta
associado a baixa producdo de TGF-B1 foi encontrado mais frequentemente
em individuos saudaveis do que nos cardiopatas portadores de doenca de
Chagas. Reciprocamente, a frequéncia do alelo C no cédon 10 foi maior no
grupo de pacientes infectados pelo T. cruzi, indicando que este alelo seja um
provavel fator de risco para a susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca

de Chagas.

1.10. Justificativa

Com mais de uma década de pesquisa envolvendo a doenca de
Chagas, ja foi possivel identificar forte evidéncia da influéncia dos fatores
genéticos do hospedeiro sobre a evolugdo clinica da doenca. O
reconhecimento da associacao entre os polimorfismos de genes especificos,
qgue influenciam na infeccédo pelo T. cruzi e no desenvolvimento da doenca,
poderia contribuir para o mapeamento de genes de suscetibilidade ou
resisténcia a doenca de Chagas. Esta caracterizacdo dos genes de
susceptibilidade e seus SNP tém implicacdes importantes, ndo s6 para uma
melhor compreensao da patogénese, mas também para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas e de acompanhamento clinico. Portanto,
estudos investigando a associacao entre os polimorfismos do gene de TGF-1
com diferentes coortes sdo necessarios para esclarecer a relacdo entre o

genotipo, o desenvolvimento da doenca e suas manifestagdes clinicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar se ha correlacdo entre a presenca de Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNP) no gene do TGF-B1 e a manifestagdo clinica da
doenca de Chagas na coorte de pacientes do Instituto Nacional de Infectologia
(INI), Fiocruz (Brasil).

2.2. Objetivos Especificos

Analisar o padréo de frequéncia dos alelos do gene do TGF-B1 na fase
cronica indeterminada, nos diversos estagios da fase crénica cardiaca e

individuos controle;

Correlacionar o padrado de frequéncia dos alelos do gene do TGF-$1
entre individuos controle e pacientes com doenca de Chagas na fase crénica;

Avaliar a associacdo do padrdo de frequéncia dos alelos do gene do

TGF-B1 entre pacientes na forma indeterminada e pacientes com CCC,;

Correlacionar o padrdo de frequéncia dos alelos do gene do TGF-1

entre pacientes da forma cardiaca em estagios iniciais e avancados;

Determinar os niveis séricos do TGF-f1 e BNP em pacientes na fase

cronica indeterminada e nos diversos estagios da fase cronica cardiaca e;

Correlacionar os padrdes de frequéncia dos alelos do gene do TGF-p1

com os niveis séricos do TGF-B1, BNP e FE.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Desenho experimental

O presente estudo foi realizado de forma seccional. Os pacientes foram
recrutados, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e em seguida
realizaram as coletas no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI). As
amostras de identificadas foram encaminhadas ao Laboratorio de Gendmica
Funcional e Bioinformatica — IOC/Fiocruz. Pesquisadores cegos para a classificacao
clinica dos pacientes analisaram o padrao de frequéncia dos alelos do gene TGF-1
e dosaram os niveis séricos do TGF-f1 e BNP. A guarda dos dados clinicos dos
pacientes ficou exclusivamente restrita ao pesquisador do INI até o término de todos
0s experimentos. Apds isso, o cegamento foi quebrado e foram realizadas as
andlises estatisticas correlacionando o padrao de expressao dos alelos do gene do
TGF-B1 com a apresentagao clinica da doenga e controle; e os niveis séricos da
citocina e do neuro-horménio foram correlacionados com a frequéncia dos alelos do

gene do TGF-B1 e com as formas de apresentagdo da doenca.

3.2. Consideracdes éticas

Os procedimentos realizados no presente trabalho foram avaliados e
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz, CAAE:
02826212.6.0000.5262, sob responsabilidade do pesquisador Roberto Magalhaes
Saraiva. Todos os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o termo

de consentimento livre e esclarecido, seguindo as regras de boas praticas clinicas.

3.3. Critérios de inclusao e exclusao

Participaram do estudo pacientes portadores da doenca de Chagas com
sorologia positiva (confirmados pelas técnicas de ELISA e imunofluorescéncia
indireta) em forma cronica indeterminada ou cronica cardiaca e individuos controle
com histérico epidemiolégico positivo e sorologia negativa para doenca de Chagas.
Foram excluidos do estudo pacientes gravidas, portadores de co-morbidades que
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interferem na classificacdo da forma clinica, co-infec¢éo, forma digestiva associada,

tratamento prévio com BZ e material coletado inadequadamente para analise.

3.4. Recrutamento dos pacientes

Os pacientes na fase cronica foram convidados a participar do projeto durante
a consulta de rotina. Os controles foram recrutados entre os individuos que
procuram a equipe meédica com o intuito de esclarecerem se possuem a doenca de
Chagas. Nessa visita, o projeto é apresentado em detalhes, o termo de
consentimento livre e esclarecido € assinado, seguindo as normas de boas praticas

clinicas. Em seguida, os pacientes foram encaminhados ao setor de coleta do INI.

3.5. Populacéao do estudo

O presente estudo incluiu pacientes portadores da doenca de Chagas cronica
e individuos em investigacdo para doenca de Chagas atendidos no INI. Estes
pacientes foram estratificados de acordo com o Consenso Brasileiro para doenca de
Chagas (2005), no qual a fase cronica cardiaca € classificada da seguinte forma:
Estdgio A — ECG alterado e ECO normal; Estagio B — ECG alterado e ECO com
alteracéo global ou segmentar da funcao sistélica do ventriculo esquerdo sem clinica
de IC subdivido em B1: fracédo de ejecdo (FE) do VE > 45% e B2: FE < 45%; Estagio
C - IC ndo refrataria; Estagio D — IC refrataria. A caracterizagdo do quadro clinico foi
realizada através da coleta de dados no prontuario e entrevistas com 0s pacientes.
Assim, foram coletados dados demogréficos, idade, sexo, sintomatologia, achados
do ECG e ECO, co-morbidades, habitos de vida e medicamentos em uso. Estes

dados orientaram a classificacdo dos pacientes nas formas da doenca de Chagas.
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3.6. Coleta e processamento do material biologico

O detalhamento das diferentes fases da coleta e locais onde ocorrem o0s

processamentos do material bioldgico encontra-se na figura 3.1.

INI

INI
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LAGFB

LAGFB e INI

Coleta da
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Sangue / Tubo
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Sangue / Tubo
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DNA
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polimorfismos
\ J
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proteinas

Andlise
estatistica

Andlise
estatistica

Figura 3.1: Fluxograma evidenciando as

processamento da amostra.

3.6.1. Coletado sangue

principais etapas e

locais do

Dez mL de sangue total periférico dos pacientes foram coletados por puncao

venosa. Cinco mL em tubos vacutainer (BD Vacutainer® Blood Collection Tubes)

com anticoagulante para extragdo do DNA gendmico e cinco mL em tubos

vacutainer (BD Vacutainer® Blood Collection Tubes) sem anticoagulante, para

obtencdo do soro e andlise dos valores séricos do TGF-B1 e BNP. Apés toda a

manipulagdo necessaria, as amostras foram aliquotadas em tubos criogénicos de

2,0 mL e encontram-se armazenados no Banco de Sangue e Soro (-70°) do
LAGFB/IOC sob responsabilidade da Dra. Mariana Caldas Waghabi e Dr. Roberto

Magalhdes Saraiva.
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3.6.2. Extracdo do DNA gendmico

Cem uL de cada amostra foram submetidos a extracdo de DNA com
DNeasy® Blood & Tissue Kit, segundo protocolo do fabricante (QIAgen Ltda.,
Crawley, Reino Unido). O DNA extraido foi analisado em gel de agarose a 0,8% em
tampéo TBE 1x, com marcador de peso molecular de 1Kb DNA Ladder (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) corado com brometo de etidio. A qualidade e quantidade do
DNA foi obtida através da excitacéo por luz ultravioleta no GelDoc™ XR+ Systems e
foto documentada utilizando o Programa Quantity One (Bio-Rad). Além disto, para
dosagem mais precisa do DNA extraido, a concentracdo foi mensurada por
fluorometria utilizando o dsDNA HS Assay Kit e a leitura foi realizada no Qubit® 2.0.
Fluorometer (Invitrogen, Carisbad, Califérnia, EUA). Desta forma, identificamos que
as amostras apresentaram concentracdo aproximada de 20-40ng/mL. Os tubos de
DNA estoque encontram-se armazenados no Banco de DNA (-70°) do LAGFB/IOC
sob responsabilidade da Dra. Mariana Waghabi e Dr. Roberto Magalhdes Saraiva.

3.6.3. Obtencéao do soro

Os tubos sem anticoagulante foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos
e 0 soro obtido foi aliquotado em tubos criogénicos de 2.0 mL. Estes tubos foram
armazenados no Banco de Soro (-70°) do LAGFB/IOC sob responsabilidade da Dra.

Mariana Caldas Waghabi e Dr. Roberto Magalhdes Saraiva.

3.7. Genotipagem

3.7.1. SNP do gene de TGF-1

Apés busca na literatura, cinco SNPs do gene de TGF-B1 relacionados a
problemas cardiacos e processos fibroticos foram selecionados e avaliados na
populacdo do estudo: na regido promotora: rs1800468 (-800G>A) e rs1800469 (-
509C>T); no exon 01: rs1800470 (+10T>C) e rs1800471 (+25G>C); e exon 05:
rs1800472 (+263C>T) (Tabela 3.2).
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Tabela 3.1: Caracteristicas gerais dos SNP do gene de TGF-B1 selecionados.

Cddigo

Regiéo SNP | Troca
dbSNP

-800 G>A rs1800468
Promotora

-509 C>T rs1800469

+10 T>C rs1800470
Exon 01

+25 G>C rs1800471

Exon 05 +263 C>T rs1800472

3.7.2. Desenho dos oligonucleotideos

Baseado na sequéncia de referéncia depositada no NCBI (NG_013364 |
Homo sapiens transforming growth factor, beta 1 (TGF-B1)), oligonucleotideos foram

desenhados para as regides de interesse (Tabela 3.2).

Tabela 3.2: Caracteristicas gerais dos pares de oligonucleotideos utilizados para

identificacdo dos polimorfismos.

_ i o Fragmento
Oligonucleotideo Sequéncia
(pb)
Regiao (S)5°-cagttggcgagaacagttgg-3° Soa
promotora (AS)5"-agaacggaaggagagtcagg-3

(S)5 -attcaagaccacccaccttc-3
Exon 01 730
(AS)5°-gctcagtgccatcctcttt-3°

(S)5 -tttgctccttecttectette-3°
Exon 05 700
(AS)5 -gttcttacacccagacctcatc-3
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3.7.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional

A PCR convencional foi realizada utilizando o kit PCR Master Mix (Promega
Madison, Wisconsin, USA). Para verificar a temperatura de anelamento ideal para
cada oligonucleotideo e para amplificacdo exponencial da regido de interesse. As
condi¢cbes da reacdo da PCR foram: preincubacéo a 94°C por 5 minutos, seguidos
de 30 ciclos com temperatura de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; a
temperatura de anelamento foi ajustada de acordo com cada oligonucleotideo
(Regido promotora: 59° / Exon 01: 62° / Exon 05: 61°C) por 30 segundos e a
temperatura de extenséo a 72°C por 30 segundos. Na etapa final da PCR, utilizamos
uma temperatura a 72°C por 7 minutos. Os produtos finais da PCR (5ul) foram
aplicados em um gel de agarose a 2% em tamp&o TBE1x e corados com brometo de

etideo.

3.7.4. Purificac&o dos produtos amplificados e Sequenciamento

Os fragmentos obtidos com a PCR foram purificados utilizando o llustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kits (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino
Unido). Em seguida, as amostras foram submetidas ao sequenciamento automatico
de 96 capilares ABI-3730xlI (Applied Biosystem, EUA) conforme descrito por Otto e
cols. (2008). Este ensaio foi realizado na plataforma de Sequenciamento de DNA do
PDTIS/FIOCRUZ. A qualidade das sequéncias foi observada utilizando o software
Chromas Lite (Technelysium Pty Ltd) e alinhadas a sequéncia referéncia no software
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall).

3.8. Quantificag&o dos niveis séricos TGF-f1 e BNP

A dosagem das proteinas TGF-B1 e BNP foi realizada pelo método de ELISA
utilizando, respectivamente, os kits Quantikine ELISA Human ImmunoAssay (R&D
Systems, Minneapolis, MN, EUA) e Peptide Enzyme Immunoassay (Peninsula
Laboratories Inc., Bachem Group, San Carlos, CA, EUA). Os experimentos seguiram
conforme as recomendacdes do fabricante. As medidas de absorbancia foram
obtidas, contra o branco, em um leitor de microplacas da Molecular Devices com

filtro de 450nm. As leituras foram obtidas no programa SoftMax Pro Software. Todas
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as amostras foram testadas em duplicata e a média das leituras foi considerada para

a analise.

3.9. Anélise estatistica

3.9.1. Célculo do tamanho amostral

Para o calculo do tamanho amostral, foi levado em consideracdo a
prevaléncia de 30% do alelo T do TGF-f1 em uma populacdo com doenca de
Chagas (Calzada e cols, 2009). Supondo que haja uma prevaléncia deste alelo 30%
maior (39%) nos pacientes em estagios avancados da doenca de Chagas (estagios
C e D) e 30% menor (21%) em pacientes na fase indeterminada, calculamos ser
necessario a inclusao de ao menos 100 pacientes neste estudo (erro a de 5% e erro
B de 20%; andlise feita através do programa MedCalc 9.2.0.2). Foi incluido também

um grupo controle composto por 29 individuos.

3.9.2. Frequéncias alélicas e genotipicas

A associacdo dos gendtipos e alelos a doenca de Chagas e sua progressao
foram realizadas utilizando o teste de Qui-Quadrado. Este também foi utilizado para
investigar se as frequéncias genotipicas do grupo de individuos controle e pacientes
estavam em equilibrio genético de Hardy-Weinberg. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos. Estas analises foram realizadas através do software I1BM
SPSS Statistics 22.0.

3.9.3. Diferencas entre os parametros quantitativos

As variaveis com distribuicdo normal foram apresentadas na forma de média e
desvio padrao (DP). Posteriormente suas diferencas foram testadas entre os grupos
analisados através do teste t-student. Para a variacdo dos parametros entre 0s
diferentes estagios da evolucdo clinica cardiaca da doenca de Chagas foram
realizados testes One-Way ANOVA e o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
Valores de p<0,05 foram considerados significativos. Estas analises foram

realizadas atraves dos softwares IBM SPSS Statistics 22.0 e GraphPad Prism 5.01.
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4. RESULTADOS

4.1. Descricao da populacédo do estudo

4.1.1. Pacientes

Foram recrutados um total de 203 pacientes para o projeto, sendo que 4
nao consentiram, 13 consentiram mas ndo compareceram ao setor de coleta
de sangue, e 5 foram excluidos (2 com forma digestiva associada, 1 com
tratamento prévio com benznidazol, 1 com co-infecgcdo com hepatite C e 1 teve
o0 sangue hemolisado). Assim, a populacéo final estudada foi constituida por
181 individuos recrutados no servico do ambulatério do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (FIOCRUZ/RJ): 29 controles, 53 pacientes com a
forma indeterminada da doenca de Chagas e 99 pacientes com a forma
cardiaca da doenca de Chagas (24 no estadgio A, 25 no estagio B, 44 no

estagio C e 6 no estagio D).

Através dos dados obtidos dos pacientes que participaram do estudo,
realizamos uma andlise segmentar da origem, faixa etaria e género dos
individuos analisados (Figura 4.1). Dessa forma, concluimos que a maioria
(63,8%) dos individuos sao naturais da regido nordeste do Brasil, seguido da
regido sudeste (27,3%) e pequeno numero das regibes norte, centro-oeste e
sul (4,3%) (Figura 4.1A). A estratificacdo por faixa etaria mostra que
aproximadamente 29% dos pacientes tem menos de 50 anos, 31% se
encontram na faixa etaria de 51-59 anos e 39% dos individuos tem mais de 60
anos (Figura 4.1B). Em relacdo ao género da populagéo, identificamos que
58% dos individuos sdo do género feminino e, consequentemente, 42%

masculino (Figura 4.1C).
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Figura 4.1: Informacfes obtidas durante a consulta médica no grupo de
individuos controle e pacientes portadores da doenca de chagas incluidos no
estudo: (A) Naturalidade, (B) Faixa Etéaria e (C) Género.
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Outras caracteristicas clinicas dos pacientes estdo descritas na Tabela
4.1 Os pacientes dos grupos em estagio A+B e em estigio C+D eram mais
idosos significativamente que controles e indeterminados (p<0,05). Pacientes
em estagio A+B eram mais frequentemente oriundos da regido Sudeste (43%)
do que os em forma indeterminada ou nos estagios C+D (24%) (p<0,05). Nao
houve significAncia estatistica entre as analises para a frequéncia de sexo
masculino, naturalidade das demais regides do Brasil, hipertenséo, diabetes

mellitus, coronariopatia, dislipidemia e tabagismo.

4.1.2. Caracteristicas eletrocardiograficas e ecocardiograficas

Como esperado, as alteracbes eletrocardiograficas foram mais
prevalentes nos pacientes com forma cardiaca, devido a classificacdo seguida
no projeto, descrita na secdo de Metodologia. Os pacientes com a forma
indeterminada, por definicAo, ndo apresentavam nenhuma alteracdo
eletrocardiografica definidora de forma cardiaca da doenca de Chagas. Apenas
1 paciente com forma indeterminada apresentava baixa voltagem e 2
hemibloqueio anterior esquerdo que quando presentes de forma isolada ndo

caracterizam forma cardiaca da doencga de Chagas.

Entre os individuos controle, também observamos alguns individuos com
alteracdes eletrocardiograficas e ecocardiograficas, ja que o critério de inclusao
de controles usado neste projeto ndo excluia pessoas com doenc¢a conhecida
(Tabela 4.2). Dos 29 individuos controle recrutados para o presente estudo, 23
apresentavam algum tipo de acometimento ou disfuncdo cardiaca, tais como:
alteracdo primaria da repolarizacao ventricular e da fracdo de ejecdo, bloqueio
completo de ramo direito, hemibloqueio anterior esquerdo, entre outros,
representando 80% do grupo.
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Tabela 4.1. Caracteristicas clinicas dos individuos analisados

Controles Indeterminados Estagios A+B Estagios C+D
n=29 n=53 n=49 n=50

Idade 50+16 52+11 61+10*+ 58+13*t
Masculino 9 (31%) 24 (45%) 16 (33%) 26 (52%)
Naturalidade
Norte 0 0 0 1 (2%)
Nordeste 20 (69%) 42 (79%) 27 (55%) 35 (70%)
Centro-Oeste 0 0 1 (2%) 2 (4%)
Sudeste 9 (31%) 8 (15%) 21 (43%)t 12 (24%)t
Sul 0 3 (5%) 0 0
Hipertenséo 16 (55%) 25 (47%) 26 (53%) 21 (42%)
Diabetes 7 (24%) 6 (11%) 4 (8%) 5 (10%)
Coronariopatia 2 (7%) 1 (2%) 1 (2%) 1 (2%)
Dislipidemia 7 (24%) 12 (23%) 15 (31%) 13 (26%)
Tabagismo 0 2 (4%) 3 (6%) 1(2%)
Medicamento
IECA - 15 (28%) 12 (24%) 19 (38%)
Espirolactona - 0 2 (4%) 30 (60%)
Carvedilol - 0 10 (20%) 36 (72%)
Amiodarona - 0 5 (10%) 16 (32%)
BRA - 4 (8%) 14 (29%) 16 (32%)
Furosemida - 0 6 (12%) 36 (72%)
Digoxina - 0 2 (4%) 14 (28%)
Nitrato - 1 (2%) 0 5 (10%)
Varfarina - 0 8 (16%) 18 (36%)
HCTZ - 13 (25%) 15 (31%) 9 (18%)
Sinvastatina - 16 (30%) 14 (29%) 16 (32%)
Hidralazina - 0 0 1 (2%)

*comparagao entre grupos A+B e C+D com o grupo controle (p<0,05);

Tcomparacéo entre grupos A+B e C+D com o grupo de pacientes indeterminados (p<0,05);

Fcomparacéo entre o grupo C+D com o grupo de pacientes A+B (p<0,05).

Ja os pacientes portadores da CCC, observamos que as alteracdes

eletrocardiograficas mais comuns no grupo de pacientes em estagio A+B eram

o bloqueio completo do ramo direito (BRD) de 46,9% e o hemibloqueio anterior

esquerdo (HBAE) presente em 40,8% dos pacientes. No grupo de pacientes

33



dos estagios C+D, além das alteracbes previamente descritas, também
identificamos a presenca de pacientes com alteragcdo primaria da repolarizacao

ventricular (APRV) representando 46% dos individuos analisados (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Caracteristicas Eletrocardiogréficas dos individuos participantes do

estudo
Controles IND A+B C+D
n=29 (%) n=53(%) n=49 (%) n=50 (%)
MP 0 0 6 (12,2%) 12 (24%)
BRD 4 (16%) 0 23(46,9%) 23 (46%)
BV 0 1(1,9%)  4(8,2%) 10 (20%)
HBAE  3(10,3%) 2(3,8%) 20 (40,8%) 23 (46%)
ZE| 1 (3,4%) 0 5 (10,2%) 7 (14%)
APRV 4 (16%) 0 17 (34,7%) 24 (46%)

APRV: alteracdo priméria da repolarizagdo ventricular; BRD: bloqueio completo de ramo direito;
BV: baixa voltagem; HBAE: hemibloqueio anterior esquerdo; MP: marcapasso; ZEl: zona

elétrica inativa.

Em relacdo aos dados ecocardiograficos, entre os controles (n=29) havia
um unico paciente com disfuncéo sistolica. Em termos de disfuncéo diastélica,
55% dos controles tinham funcdo diastélica normal, 31% déficit de
relaxamento, 6,9% padrao pseudo-normal e em 6,9% a funcéo diastdlica ndo
pdde ser classificada devido a fibrilacdo atrial. O critério escolhido para
definicdo de controle visou incluir individuos com historia epidemiologica para
doenca de Chagas, desta forma esses individuos poderiam apresentar
alteracdes no eletrocardiograma e ecocardiograma. Assim, a comparacgéao entre
achados ecocardiograficos de controles e pacientes em forma indeterminada

nao foi realizado.

Entre os pacientes com forma indeterminada (n=53), todos
apresentavam funcdo sistolica de VE preservada. A funcdo diastdlica era
normal em 57% dos pacientes enquanto que 36% apresentavam déficit de
relaxamento e 6% padrdo pseudo-normal. Entre os pacientes no estagio A+B
da forma cardiaca (n=49), 28% tinham disfuncéo sistdlica do VE sendo 20%

disfungcéo leve, 4% disfuncdo moderada e 4% disfuncdo grave. A funcéo
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diastolica era normal em 22,4% dos pacientes enquanto que 49%
apresentavam déficit de relaxamento, 18,4% padrdo pseudo-normal e em
10,2% a funcéo diastélica ndo pode ser classificada devido a FA. Entre os
pacientes no estagio C+D da forma cardiaca (n=50), 49 tinham disfuncdo
sistélica do VE, sendo 14% disfuncédo leve, 40% disfuncdo moderada e 44%
disfuncdo grave. A funcdo diastdlica era normal em 4% dos pacientes,
enquanto 26% tinham déficit de relaxamento, 16% padréo pseudo-normal, 44%
padrao restritivo e em 10% a funcéo diastolica ndo pdde ser classificada devido
a FA.

De acordo com a classificacdo utilizada no trabalho, observamos que os
pacientes do estagio A+B apresentavam em média um aumento significativo
(p<0,05) do didametro do atrio esquerdo, do didmetro sistolico e diastélico do
ventriculo esquerdo quando comparados com individuos do grupo
indeterminado. Esses pacientes também apresentaram uma importante
diminuicdo da velocidade E’ quando comparados com os grupos indeterminado
e controle. J4 os pacientes nos estagios mais graves da doenca, estagios C+D,
as alteracbes ecocardiograficas foram ainda mais marcantes, dentre estas
podemos destacar: os didmetros cavitarios do atrio esquerdo e do ventriculo
esquerdo cerca de 8mm maior em relagdo aos pacientes controles e
portadores da forma indeterminada. Ja a fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo era aproximadamente 50% menor nos pacientes dos estagios mais
graves da forma cardiaca que nos demais grupos. Em relacdo aos parametros
de funcdo diastélica do ventriculo esquerdo, as razdoes E/A e E/E’ foram
maiores e a velocidade E’ foram significativamente menores nos pacientes em
estagios C+D do que nos demais grupos. A pressao sistlica da artéria
pulmonar também foi analisada e observamos um aumento importante nos
pacientes nos estagios mais graves da forma cardiaca do que nos demais

grupos do estudo (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3.

Caracteristicas ecocardiograficas dos individuos participantes do

estudo

Controles  Indeterminados Estagios A+B Estagios C+D

n=29 n=53 n=49 n=50

AE, mm 37+6 36 + 4 39 + 5*t 45 + 51t
VEd,mm 52+8 50+ 4 54 + 5t 68 + 7*tt
VEs, mm 32+8 30+4 35+ 8t 56 + 8*tt
FE, % 68 + 10 717 63 + 13t 35+ 11*t¢
Razéo E/A 1,2+0,4 1,2+0,5 1,0+0,4 2,1+1,3*tt
TD, ms 168 + 33 179 £ 59 187 + 66 159 + 80
E’, cm/s 10,5 + 4,6 9,4+28 7,2 2,4 53+ 1,9*tt
Razéo E/E’ 9,3+3,9 82+25 11,3+ 5,7 18,6 £ 7,91
PSAP, mmHg 26 + 16 27+9 31+10 41 + 13*t1

A, velocidade maxima do fluxo mitral na contragdo atrial; AE, &trio esquerdo; E, velocidade
maxima do fluxo mitral na fase de enchimento rapido; E’, velocidade maxima do deslocamento
miocérdio no inicio da diastole; FE, fracdo de ejecdo; PSAP, pressdo sistdlica de artéria
pulmonar; TD, tempo de desaceleracdo da onda E; VEd, didmetro do ventriculo esquerdo no

final da diastole; VEs, diametro do ventriculo esquerdo no final da sistole.
* comparagéo entre grupos A+B e C+D com o grupo controle (p<0,05);
T comparacéo entre grupos A+B e C+D com o grupo de pacientes indeterminados (p<0,05);

T comparacao entre o grupo C+D com o grupo de pacientes dos estagios A+B (p<0,05).

4.2. Avaliacdo dos polimorfismos com a susceptibilidade ao

desenvolvimento da infec¢cédo e com a progresséo da doenca de Chagas

Nesta primeira analise, quando avaliamos os polimorfismos associados
a suscetibilidade ao desenvolvimento da doenca e dos estagios clinicos da fase
cronica da doenca de Chagas foram estabelecidos padrfes: os pacientes
considerados casos foram os IND, estagios A+B e C+D e o0s pacientes ndo

infectados pelo T. cruzi foram considerados controles.
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4.2.1. Regido promotora do gene TGF-B1: -800G>A

7

O polimorfismo identificado com o rs1800468, € caracterizado pela
alteracdo de uma guanina por uma adenina na posicdo -800 da regido
promotora do gene TGF-B1. Ao avaliar a associacao deste polimorfismo com o
desenvolvimento e progressao para a forma cardiaca da doenca (Tabela 4.4 e
4.5), ndo encontramos diferencas significativas entre a distribuicdo das
frequéncias genotipicas e alélicas. Desta forma, podemos considerar que o
polimorfismo -800G>A ndo esta associado ao desenvolvimento da doenca,
assim como nao se relaciona com a progressao dos diferentes estagios clinicos
da CCC.

Tabela 4.4: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo na posicao -800
do gene TGF-Bl1 avaliando a associagdo com a susceptibilidade ao

desenvolvimento da doenca de Chagas.

n :Clzszo(%) o gtgr(zflﬁ/i) OR(C95%)  p
GG 134 (88.15) 27 (93.10) Referéncia
AG 17 (11.18) 2 (6.89) 1,71 (0,39-5,19) -
AA 1 (0.06) 0 (0.00) 0 (0,05-7,00) -
Alelo G 19 2 Referéncia
Alelo A 285 56 0,54 (0,19-2,25) -
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Tabela 4.5: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo na posicdo -800
na regiao promotora do gene TGF-f1 comparando pacientes A+B, C+D e os

estagios indeterminado.

A+B IND o
n=49(%) n=53(%)  ORIC%) P
GG 46 (93,88) 45 (84,91) Referéncia
AG 3(6,12) 8(15,09) 0,37 (0,12-1,40) 0.16
AA 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,06-16,12) -
Alelo G 95(96,94) 98 (92,45) Referéncia
Alelo A 3(3,06) 8 (7,55) 0,39 (0,13-1,43) 0.16
C+D IND o
n=50(%) n=53()  OR(C95%) P
GG 43 (86,00) 45 (84,91) Referéncia
AG 6 (12,00) 8 (15,09) 0,78 (0,27-2,33) -
AA 1 (2,00) 0 (0,00) 0 (0,27-35,85) 0,31
Alelo G 92(92,00) 98 (92,45) Referéncia
Alelo A 8(8,00) 8 (7,55) 1,07 (0,41-2,80) -
C+D A+B 0
n=50(%) =49()  OR(C95%) P
GG 43 (86,00) 46 (93,88) Referéncia
AG 6 (12,00) 3(6,12)  2,14(0,54-7,25) 0.32
AA 1(2,00) 0 (0,00) 0 (0,25-36,63) 0.32
Alelo G 92 (92,00) 95 (96,94) Referéncia

Alelo A 8(8,00) 3(3,06) 275(0,75-8,42) 0.16

4.2.2. Regido promotora do gene TGF-1: -509C>T

z

O polimorfismo registrado com o rs1800469 € caracterizado pela
alteracdo de uma citosina por uma timina na posi¢cao -509 da regido promotora
do gene TGF-B1. Quando comparamos as frequéncias genotipicas e alélicas
do polimorfismo nesta posi¢céo entre os pacientes infectados pelo T. cruzi e os
individuos controle (Tabela 4.6) a fim de identificar a associagdo com a
susceptibilidade a desenvolver a doenca de Chagas, observamos um
importante aumento na frequéncia do gendtipo CT (p<0,01) e TT (p<0,05) no

grupo de pacientes portadores da doenca em relagdo aos individuos controle.
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Observamos também que individuos portadores dos genotipos CT e TT
apresentam risco, respectivamente, 4,53 (IC 95% = 1,40-14,19) e 3,17 (IC 95%
= 1,06-9,53) vezes maior de desenvolver a doenca do que individuos
carreadores do gendtipo CC. Estas andlises sugerem que a presenca do
polimorfismo em heterozigose ou homozigose tem significativa associacao a

susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca de Chagas.

Tabela 4.6: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo na posi¢ao -509
do gene TGF-f1 avaliando a associacdo com a susceptibilidade ao

desenvolvimento da doenca de Chagas.

Caso Controle

0,
n=152 (%) n =29 (%) OR (IC 95%) p

CC 10 (6.58) 6 (20.69) Referéncia
CT 68 (44.74) 9(31.03) 4,53(1,40-14,19) 0.01
TT 74 (48.68) 14 (48.28) 3,17 (1,06-9,53) 0.05
Alelo C 88 21 Referéncia
Alelo T 216 37 1,39 (0,79-2,51) 0.32

Em relagdo as analises do polimorfismo -509C>T associado aos
diferentes estagios da forma cardiaca da doenca (Tabela 4.7), nao
encontramos diferencas significativas entre a distribuicdo das frequéncias
genotipicas e alélicas entre os grupos A+B, C+D e pacientes indeterminados.
Desta forma, podemos considerar que o polimorfismo -509C>T ndo esta

associado com a progressao dos diferentes estagios clinicos da CCC.
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Tabela 4.7: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo na posicéo -509
na regiao promotora do gene TGF-B1 comparando pacientes A+B, C+D e os

estagios indeterminado.

IND
A+B
_ n =53 OR (IC 95%) p
n =49 (%) (%)
CcC 4 (8,16) 3 (5,66) Referéncia
CT 24 (48,98) 23 (43,40) 0,78 (0,19-3,39) -
TT 21 (42,86) 27 (50,94) 0,58 (0,15-2,54) -
AleloC  32(32,65) 29 (24,36) Referéncia
Alelo T 66 (67,35) 77 (72,64) 0,78 (0,43-1,41) -
IND
C+D
_ n =53 OR (IC 95%) p
n =50 (%) (%)
CcC 3 (6,00) 3 (5,66) Referéncia

cT 21 (42,00) 23 (43,40) 0,91 (0,20-4,11) -
TT 26 (52,00) 27 (50,94) 0,96 (0,22-4,25) -

AleloC 27 (27,00) 29 (27,36) Referéncia
Alelo T 73(73,00) 77 (73,64) 1,02(0,56-1,86) -
C+D A+B o
n=50(%) n=49() ORICB%) p

CcC 3 (6,00) 4 (8,16) Referéncia

CT 21 (42,00) 24 (48,98) 1,17 (0,27-4,73) -

TT 26 (52,00) 21 (42,86) 1,65 (0,38-6,62) -
Alelo C 27 (27,00) 32 (32,65) Referéncia
Alelo T 73 (73,00) 66 (67,35) 1,31(0,72-2,39) -

4.2.3. Exon 01 do gene TGF-g1: +10T>C

7

O polimorfismo identificado com o rs1800470 é caracterizado pela
alteracdo de uma citosina por uma timina no cédon 10 do exon 01 do gene
TGF-B1. Analisando as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
neste codon entre os pacientes portadores da doenca e os individuos controle
(Tabela 4.8) a fim de identificar a associacdo com a susceptibilidade com a
doenca de Chagas, identificamos importante aumento na frequéncia do
genatipo CT (p<0.008) no grupo de pacientes portadores da doenca (61,18%)
em relacdo aos controles (44,8%). Alem disso, também observamos um
significativo aumento na frequéncia dos carreadores dos genétipos TT (p<0.05)

no grupo de casos em
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relacdo aos individuos controle. Desta forma, podemos sugerir que individuos
com o0s gendtipos CT e CC no codén 10 do gene TGF-f1 possuem,
respectivamente, 4 (IC 95% = 1,49-11,03) e 3 (IC 95% = 1,05-9,36) vezes mais
susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca de Chagas.

Tabela 4.8: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo no cédon 10 do
gene TGF-B1 avaliando a associagdo com a susceptibilidade ao

desenvolvimento da doenca de Chagas.

Casos Controle
n=152(%) n =29 (%)
TT 14 (9,21) 8 (27,59) Referéncia
CT 93 (61,18) 13 (44,83) 4,09 (1,49-11,03) 0.005
cC 45 (29,61) 8 (27,59) 3,21 (1,05-9,36) 0.04
Alelo C 121 29 Referéncia
Alelo T 183 29 1,51(0,87-2,63) 0.16

OR (IC 95%) p

Em relacdo as analises do polimorfismo +10T>C associado aos
diferentes estadgios da forma cardiaca da doenca (Tabela 4.9), nao
encontramos diferencas significativas entre a distribuicdo das frequéncias
genotipicas e alélicas entre os grupos A+B e C+D e pacientes indeterminados.
Desta forma, podemos considerar que o polimorfismo +10T>C ndo esta
associado com a progressao dos diferentes estagios clinicos da CCC.
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Tabela 4.9: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo no cédon 10 do

gene TGF-B1 comparando pacientes A+B, C+D e os estagios indeterminado.

n :A4+98(%) h=b3 o)  OR(C95%) P
TT 8 (16,33) 3 (5,66) Referéncia
CT 31 (63,27) 31(58,49)  0,38(0,11-1,47) 0.32
cc 10 (20,41) 19 (35,85 0,20 (0,06-1,36)  0.32
Alelo T 47 (47,96) 37 (34,91) Referéncia
Alelo C 51 (52,04) 69 (65,09)  0,58(0,34-1,02) 0.08
n :CsBD(%) ho53 )  OR(C95%) p
TT 3 (6,00) 3 (5,66) Referéncia
CT 31 (92,00) 31(58,49) 1,00 (0,23-4,35) -
cc 16 (32,00) 19 (35,85) 0,84 (0,18-3,91) -
Alelo T 37 (37,00) 37 (34,90) Referéncia
Alelo C 63 (63,00) 69 (65,10) 0,91 (0,52-1,60) -
n :CSBD(%) n :/:BB(%) OR (IC 95%) P
TT 3 (6,00) 8 (16,33) Referéncia
CT 31 (62,00) 31 (63,27) 2,67 (0,68-8,70)  0.32
cc 16 (32,00) 10(20,41) 4,26 (0,94-15,49) 0.08
Alelo T 37 (37,00) 51 (50,00) Referéncia

AleloC  63(63,000 51(50,00) 1,70(0,97-2,95) 0.08

4.2.4. Exon 01 do gene TGF-B1: +25G>C

O polimorfismo identificado com o rs1800471, é caracterizado pela
alteracdo de uma guanina por uma citosina no codon 25 do exon 01 do gene
TGF-B1. Quando avaliamos a associacdo do polimorfismo no cédon 25 ao
desenvolvimento da doenca e dos estagios da forma cardiaca entre os
diferentes grupos (Tabela 4.10 e 4.11), nao encontramos diferencas
significativas entre a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas. Desta
forma, podemos considerar que o polimorfismo +25G>C né&o esta associado ao
desenvolvimento dos estagios clinicos e a susceptibilidade & doenca de

Chagas.
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Tabela 4.10: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo no cédon 25
do gene TGF-f1 avaliando a associacdo com a susceptibilidade ao

desenvolvimento da doenca de Chagas.

Casos Controlen

n=152 (%) =29 (%) OR (IC 95%) P
GG 131 (86.18) 27 (93.10) Referéncia
CG 20 (13.16) 2 (6.90) 2,06 (0,48-6,15) -
cC 1(0.66) 0 (0.00) 0,00 (0,05-7,16) -
Alelo C 282 56 Referéncia
Alelo G 22 2 0,42 (0,16-1,91)  0.31

Tabela 4.11: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo no cédon 25
do gene TGF-f1 comparando pacientes A+B, C+D e o0s estagios

indeterminado.

n :é:éB(%) h-b3 k) OR(ICI%)  p
GG 43 (87,76) 47 (88,68) Referéncia
CG 6 (12,24) 5(9,43)  1,31(0,40-4,14) -
CC 0 (0,00) 1(1,89) 0,00 (0,03-4,16) -
Alelo G 92 (93,88) 99 (93,40) Referéncia
Alelo C 6 (6,12) 7(6,60)  0,92(0,33-2,67) -
n =C5JE)D(%) h-b3 gy OR(IC9%)  p
GG 41 (82,00) 47 (88,68) Referéncia
CG 9 (18,00) 5(9,43) 0,56 (0,52-3,64) 0.32
CcC 0 (0,00) 1(1,89) 0,00 (0,11-1,69) 0.32
Alelo G 91 (91,00) 99 (93,40) Referéncia
Alelo C 9 (09,00) 7 (6,60) 1,40 (0,52-3,64) -
n :Cs+oD(%) n :A4+98(%) OR(IC95%) — p
CC 41 (82,00) 43 (87,76) Referéncia
CcT 9 (18,00) 6 (12,24) 1,57 (0,53-4,40) -
TT 0 (0,00) 0(0,00) 0,00 (0,06-17,30) -
Alelo G 91 (91,00) 92 (93,88) Referéncia
Alelo C 9 (9,00) 6 (6,12) 1,52 (0,54-4,05) -
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4.2.5. Exon 05 do gene TGF-B1: +263C>T

O polimorfismo registrado com o rs1800472 € caracterizado pela
alteracdo de uma citosina por uma timina no cédon 263 do exon 05 do gene
TGF-B1. Analisando as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
nesta posicéo relacionando ao desenvolvimento da doenca e a progressao aos
estagios da forma cardiaca (Tabela 4.12 e 4.13), ndo identificamos aumento na
distribuicdo da frequéncia dos gendtipos e alelos. Assim, podemos afirmar que
o polimorfismo +263C>T ndo estd associado a susceptibilidade ao

desenvolvimento da doenca ou a sua progressao.

Tabela 4.12: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo no cédon 263
do gene TGF-Bl1 avaliando a associagdo com a susceptibilidade ao

desenvolvimento da doenca de Chagas.

(it by ORUCH b
CcC 145 (95.39) 28 (96.55) Referéncia
CT 6 (3.95) 1(3.45) 1,16 (0,17-4,29)
TT 0 (0) 0 (0) 0 (0,01-3,22)
Alelo T 6 1 Referéncia
Alelo C 296 57 0,87 (0,24-5,87)
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Tabela 4.13: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo no cédon 263

do exon 05 do gene TGF-B1 comparando pacientes A+B, C+D e os estagios

indeterminado.

A+B

IND

0,
n=49(%) n=53(%)  OR(C5%) P
CcC 47 (95,92) 51 (96,23) Referéncia
CT 2 (4,08) 2 (3,77) 1,09 (0,21-5,63) -
TT 0 (0) 0 (0) 0(0,07-17,82) -
AleloC 96 (97,96) 104 (98,11) Referéncia
Alelo T 2 (2,04) 2(1,89) 1,08 (0,21-5,49) -
C+D IND o
nN=50(%) n=53(%)  ORIC5%) P
CcC 48 (96,00) 51 (96,23) Referéncia
CT 2 (4,00) 2 (3,77) 1,06 (0,20-5,51) -
TT 0 (0) 0 (0) 0 (0,06-17,45) -
AleloC 98 (98,00) 104 (98,11) Referéncia
Alelo T 2 (2,00) 2 (1,89) 1,06 (0,06-15,47) -
C+D A+B o
Nn=50(%) n=49(%)  OR(IC95%) P
CC 48 (96,00) 47 (95,92) Referéncia
CT 2 (4,00) 2 (4,08) 0,97 (0,19-5,09) -
TT 0 (0) 0 (0) 0 (0,06-16,11) -
AleloC  98(98,00) 96 (97,96) Referéncia
Alelo T 2 (2,00) 2 (2,04) 0,98 (0,19-4,97) -

4.3. Niveis de proteinas circulantes

4.3.1. TGF-B e BNP

O soro dos individuos que consentiram em participar do estudo (controle
ou pacientes portadores da doenca de Chagas) foi obtido para avaliacdo dos
niveis séricos do TGF-B e BNP através de ensaios de ELISA. Em relagéo ao
TGF-B, observamos niveis significativamente mais baixos do TGF-B circulante
nos pacientes C+D quando comparados com os individuos pacientes
indeterminados (Figura 4.3A). Quando correlacionamos 0s niveis séricos em
relacdo ao género e a idade dos pacientes (Figura 4.3B e C), ndo observamos
significativas diferengas, indicando que os niveis do TGF-f ndo sao

influenciados por estes parametros.
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Figura 4.3: Andlise dos niveis séricos do TGF- em relacéo a classificacdo dos
grupos do estudo (A), ao género (B) e a faixa etaria dos pacientes (C).

Asterisco indica diferenca estatistica entre os grupos, *p<0,01.
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As analises dos niveis de BNP circulante mostraram que esta molécula é
altamente modulada com a evolu¢éo da forma cardiaca da doenca de Chagas
cronica (Figura 4.4A). Observamos que 0s pacientes cronicos com forma
cardiaca da doenca de Chagas, estagios A+B e C+D, apresentavam o0s niveis
séricos do BNP significativamente aumentados (respectivamente, p<0,05 e
p<0,001) quando comparado com pacientes de forma indeterminada. O grupo
C+D, em média, apresentou cerca de 10 vezes mais BNP circulante do que
pacientes indeterminados. Quando avaliamos o0s niveis desta molécula em
relacdo ao género e a idade, observamos que o sexo nao influencia nos niveis
de BNP circulantes (Figura 4.4B). J4 a analise comparando a faixa etaria dos
pacientes com 0s niveis séricos, identificamos que pacientes com mais de 40
anos possuem niveis significativamente (p<0,001) mais altos do que pacientes
até 39 anos (Figura 4.4C).

4.4. Analise dos polimorfismos com os niveis séricos de TGF-$

Ao avaliar a associacdo dos niveis circulantes do TGF-B1 com o0s
polimorfismos selecionados neste estudo, observamos uma associacao
significativa com o SNP na posicdo -509. A presenca do alelo C nesta regiédo
do gene do TGF-B1, sendo heterozigoto (CT) ou homozigoto (CC), esta
correlacionado significativamente a niveis séricos mais baixos do TGF-f1
circulante quando comparado com individuos TT na posi¢do -509. Né&o
identificamos associa¢cdo dos polimorfismos na posicéo -800, nos cédons 10 e

25 e 263 com os niveis circulantes do TGF-B1 (Figura 4.5).
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Figura 4.4: Analise dos niveis séricos do BNP em relacdo a classificagdo dos

grupos do estudo (A), ao género (B) e a faixa etaria dos pacientes (C).

Asterisco indica diferenca estatistica entre os grupos, *p<0,05 e **p<0,001.
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49



4.5. Avaliagcdo dos polimorfismos do gene de TGF-B1 com 0s niveis

séricos de BNP

Também realizamos andlises a fim de identificar se os niveis do BNP
circulante no soro dos pacientes estdo associados aos polimorfismos
existentes no gene de TGF-fl. Dessa forma, identificamos que os
polimorfismos da regido promotora (-800G>A e -509T>C), dos codons 10 e 263
do gene de TGF-B1 ndo estdo associados aos niveis do BNP no soro dos
pacientes analisados. Porém, em relacdo ao codon 25 ndés observamos uma
significante (p<0,02) correlagédo com este polimorfismo. A presenca do alelo C
no codon 25 no gene de TGF-B1 apresentou uma interessante associagdo com

niveis séricos mais baixos do BNP (Figura 4.6).

4.6. Avaliacdo dos polimorfismos do gene de TGF-f1 com a fracao de

ejecado ventricular

Em relacdo as analises associando os polimorfismos estudados com os
valores da fracdo de ejecdo ventricular obtidos durante o atendimento clinico

no INI n6s ndo observamos qualquer relacdo entre eles (Figura 4.7).
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Figura 4.6: Associacdo dos polimorfismos do gene de TGF-f1 com o0s niveis
séricos do BNP: (A) posicéo -800, (B) posicao -509, (C) codon 10 (D) codon 25
e (E) cédon 263. Asterisco indica diferenga estatistica entre os grupos, *p<0,02.
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25 e (E) cédon 263.
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4.7. Avaliacdo da fracdo de ejecdo ventricular com os niveis de TGF-B1 e
BNP

Identificamos que o grupo de pacientes que possui FE menor de 35%
apresentam niveis séricos do BNP significativamente mais altos (~2000pg/ml)
guando comparados com pacientes com FE maior que 35% (Figura 4.8A). Ja
em relacdo ao TGF-B1, ndo observamos diferenca significativa entre os grupos

analisados (Figura 4.8B).
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Figura 4.8: Analise comparativa dos niveis circulantes de BNP (A) e TGF-1 (B)
com a fracdo de ejecao ventricular de todos os pacientes analisados, com corte
em 35% de FE, média encontrada nos estdgios mais avancados da CCC.

Asterisco indica diferenga estatistica entre os grupos, *p<0,0001.



Discussao

5. DISCUSSAO

A doenca de Chagas, causada pelo parasita T. cruzi, € um grande
problema econbmico e de saude publica na maioria dos paises latino-
americanos (Rassi Jr. e cols., 2009), por ser uma das principais causas de IC e
apresentar alta taxa de morbidade e mortalidade (Parra e cols., 2008; Henao-
Martinez e cols., 2012). Esse fato tem motivado o desenvolvimento de diversos
estudos envolvendo fatores prognosticos de risco de evolugcdo da doenca e de
morte. ApOs anos de pesquisa, evidéncias apontam a influéncia de fatores
genéticos do hospedeiro sobre a evolucao clinica da doenca de Chagas, uma
vez que pacientes cronicamente infectados podem progredir para a forma
determinada enquanto que outros se mantém na forma indeterminada. Assim,
o reconhecimento da associa¢cdo entre os polimorfismos de genes especificos
do hospedeiro, que s&o descritos por influenciarem diretamente na infecgdo
pelo T. cruzi e no desenvolvimento da doenga, como, por exemplo: o TGF-f1,
poderia contribuir para o mapeamento de genes de susceptibilidade ou

resisténcia a doenca de Chagas.

Na etapa inicial do estudo, em que foi realizado o recrutamento da
populacdo de pesquisa, identificamos que o0s pacientes compdem uma
interessante coorte mista, com individuos naturais de todas as regifes do
Brasil. Este fato é importante para um estudo, no Brasil, envolvendo
polimorfismos genéticos. Além disso, identificamos um ndamero maior de
pacientes oriundos das regides nordeste e sudeste. Segundo a Sociedade
Brasileira de Infectologia (2014), as regifes originalmente de risco para a
transmissdo vetorial sdo representadas pelos estados: AL, BA, CE, PB, PE,
RN, PI, SE, MA (Nordeste); DF, GO, MS, MT, TO (Centro-oeste); MG e SP
(Sudeste); PR e RS (Sul). No presente trabalho, acreditamos que a distribuicdo
da transmissdo vetorial contribua com o aumento de individuos infectados

naturais das regides nordeste e sudeste.

Em nosso estudo, observamos um maior nimero de pacientes do

género feminino (58%). Outro trabalho, envolvendo pacientes com CCC e
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polimorfismos no gene de IL-10, também apresentou maior predominancia
deste género (~55%) (Costa e cols., 2009). De acordo com Costa-Junior e
Maia (2009) homens e mulheres tém igualmente possibilidades em desenvolver
doencas. Porém as mulheres realizam acompanhamento meédico mais
frequente resultando no aumento da procura ao sistema de saude. A diferenca
na distribuicdo do género talvez possa ser explicada por este fato. Da mesma
forma, o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas pode ter maior
frequéncia de atendimento a mulheres portadoras da doenca de Chagas, uma
vez que outros trabalhos envolvendo pacientes provenientes desse instituto
também apresentam participacdo majoritaria do género feminino (Araujo-Jorge
e cols., 2002; Lapa e cols., 2012;). Em relacéo a faixa etaria observamos que
pacientes da forma indeterminada possuem idade média de 52 anos, enquanto
que pacientes com forma cardiaca apresentam, em média, idade superior a 58
anos. Costa e cols. (2009) também identificaram um aumento da idade de
acordo com a evolucdo da CCC, pacientes em estadgios mais avancados
apresentavam aproximadamente 6 anos a mais do que os pacientes da forma
indeterminada. Este fato pode esta correlacionado com o tempo de infecgéo e
provavelmente com a suscetibilidade de individuos mais idosos em

desenvolver os sintomas clinicos mais graves da doenca.

Alteracdes eletrocardiograficas em individuos com sorologia positiva
para a doenca de Chagas precedem ao aparecimento de outros sintomas,
como anormalidades ao exame fisico e ao estudo radiolégico do torax
(Marques e col., 2006). Devido a facil execucéo e ao baixo custo, 0 ECG é o
exame mais difundido e executado na pratica clinica (Almeida, 2004). O
ecocardiograma, segundo o Consenso Brasileiro em doenca de Chagas (2005),
€ 0 exame de eleicdo para avaliacdo da funcdo miocéardica e do estadiamento

da CCC por ser um método néo invasivo, reprodutivel e de grande acuracia.

Um trabalho visando identificar a funcdo diastélica atrial e ventricular
esquerda na doenca de Chagas crbnica, analisou as manifestaces
eletrocardiograficas em pacientes nos diferentes estagios clinicos da CCC
(Nascimento e cols., 2013). Foi observado que 4% dos 69 pacientes na forma

indeterminada apresentavam hemibloqueio anterior esquerdo. Em nosso

55



Discussao

estudo, também identificamos esta mesma propor¢ado: dos 53 pacientes 3,8%
apresentavam esta alteracdo. O hemibloqueio anterior esquerdo nao €
classificador da forma cardiaca, como é o caso da APRV e do BRD. Em
relacdo a estes parametros, 34,7% do grupo A+B e 46% do grupo C+D
apresentam APRV enquanto que 46,9% do grupo A+B e 46% do grupo C+D
possuem BRD. Dados da literatura confirmam que essas alteracdes séo
caracteristicas dos grupos mais avancados da CCC. Nascimento e cols. (2013)
avaliaram estes parametros e identificaram que 52% do grupo A+B e 42,3% do
grupo C+D apresentam APRV e 68% do grupo A+B e 73% do grupo C+D
possuem BRD. Este fato reforca a boa classificacdo da coorte de estudo

realizada pela equipe do INI, coordenada pelo pesquisador Roberto Saraiva.

As analises de acometimento cardiaco, realizadas por ecocardiograma,
aumentaram a quantidade e qualidade das informacfes para a investigacdo da
doenca de Chagas, tanto funcionais como anatéomicas. Tendo em vista isto,
tornou-se um dos exames complementares mais importantes na clinica dos
pacientes portadores da doenca. Através do ECO é possivel identificar
dilatacédo de cavidades (do VE, podendo ainda reconhecer o comprometimento
do AE e das cavidades direitas), trombos e disfuncéo diastdlica e sistélica do
VE (revisto por Pereira, 2011).

Desta forma, os pacientes dos estagios C+D apresentaram aumento no
didmetro cavitario do AE e do VE cerca de 8mm, e queda da FE do VE, sendo
aproximadamente 50% menor nos pacientes nos estagios mais graves da
forma cardiaca do que nos individuos controle e indeterminados. Estudos
mostram que pacientes cardiopatas cronicos apresentam, em média, aumento
de 5 a 10mm do diametro do AE e reducéo de 30% da FE quando comparados
com individuos sadios (Silva e cols.,, 2005; Pazin-Filho e cols, 2007;
Nascimento e cols., 2013). Essas modifica¢cdes estruturais e funcionais ja sao
bem caracterizadas e utilizadas na clinica médica, uma vez que a fracdo de

ejecao e requisito para a caracterizacéo dos estagios da forma cardiaca.

Os mecanismos responsaveis pela susceptibilidade a infeccdo que estédo

envolvidos no desenvolvimento na doenca de Chagas cronica ainda ndo séo
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bem compreendidos. No entanto, ha questionamentos crescentes de que as
diferencas de suscetibilidade em areas endémicas podem ser atribuidas a
fatores genéticos. Estudos anteriores buscando associacdo de polimorfismos
genéticos de citocinas com a evolucdo da doenca de Chagas ja foram
realizados (revisto por Vasconcelos e cols., 2012). Na populagcdo mexicana, o
polimorfismo IL-1 RN teve associacdo a susceptibilidade ao desenvolvimento
da doenca de Chagas enquanto que o SNP na posicao -308 do gene de TNF-a

foi associado a cardiopatia (Rodriguez-Pérez, 2005; Cruz-Robles e cols, 2009).

Os polimorfismos genéticos do gene TGF-f1 também tém sido
associados a gravidade e susceptibilidade ao desenvolvimento de varias
doencas, tais como: cancer de boca (Cai e cols., 2013), fibrose pulmonar (Son
e cols., 2013), doenca cronica renal (Nabrdalik e cols., 2013) entre outras. Na
doenca de Chagas, a susceptibilidade ao desenvolvimento associada a
polimorfismos do gene TGF-B1, j& foi avaliada. Calzada e cols. (2009)
estudaram cinco polimorfismos ja descritos com significado funcional
conhecido: posicbes -988, -800, -509, cdédon 10 e posicdo +263. Foram
analisados os gendtipos de pacientes portadores da doenca e individuos
controle dos paises Coldmbia e Peru. Neste trabalho foi identificado que a
frequéncia do gendtipo CC no cédon 10 do gene TGF-B1 era maior no grupo de
pacientes de ambas as populacdes. Sugerindo, pela primeira vez, que este
polimorfismo possa estar envolvido na susceptibilidade a infec¢édo pelo T. cruzi

nestes pacientes.

Mais de dez diferentes SNP ja foram descritos, tanto para a regiao
promotora quanto para a regido codificante no gene de TGF-f1 (Watanabe e
cols., 2002). Dentre esses, selecionamos 5: na regidao promotora (posicoes -
509 e -800), no exon 01 (cédons 10 e 25) e exon 05 (posicdo +263).
Dentro da avaliagdo genética dos polimorfismos no gene de TGF-1 estudados
e a correlacdo com a susceptibilidade ao desenvolvimento e evolucdo da
doenca de Chagas, 0s nossos achados mais importantes referem-se ao SNP
da regido promotora do gene TGF-B1 na posicao -509, onde ha a troca de

citosina por uma timina. Avaliando o teste de homogeneidade genotipica entre
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amostras, observamos um efeito significativo de susceptibilidade, cerca de 3
vezes para o gendtipo TT e 4,5 vezes para o gendtipo CT na posi¢ao -509 em
desenvolver a doenca de Chagas. Curiosamente, quando analisamos a
homogeneidade alélica entre as amostras nos nao observamos diferenca
significativa. Acreditamos que os pacientes heterozigotos nesta posicéo tiveram
importante participacdo na analise, tornando o alelo C homogéneo em relacéo

ao alelo T, dentro da nossa populacéo de estudo.

O polimorfismo na posicdo -509 do gene TGF-f1 ndo havia sido
estudado previamente na literatura e associado com a susceptibilidade a
infeccdo e evolucdo clinica da doenca de Chagas. Mas, em outras doencas
cardiacas e fibroticas, ja foi observada a sua associacdo. Um trabalho
interessante desenvolvido por Najar e cols. (2011) analisou a frequéncia alélica
na posicéo -509 do gene TGF-B em pacientes com infarto agudo do miocardio
em uma populacao do Ird. Foi observada que a presenca do alelo T na posicéo
-509 era mais frequente em pacientes com infarto agudo (18,3%) do que no
grupo controle (11,7%). Choi e cols. (2014) avaliaram a frequéncia genotipica
na posicdo -509 em pacientes portadores de cancer gastrico na Coréia. Foi
observado que o gendtipo TC na posicao -509 esta associado a maior risco de
desenvolver cancer gastrico (OR = 1,35 / p<0.01). Outro trabalho também
avaliou a presenca deste polimorfismo na regido promotora do gene TGF- em
pacientes portadores de infec¢ao por hepatite C no Egito. Foi identificado que a
presenca do alelo T na posi¢céao -509 foi significativamente maior em pacientes
com hepatite C (44,5% / p<0.001) do que nos individuos controles (Pasha e
cols., 2013).

Desta forma, é possivel identificar a importancia do polimorfismo na
posicdo -509 do TGF-B1 com a susceptibilidade ao desenvolvimento das
doencas que envolvem diretamente a participacdo desta molécula. No entanto,
alguns estudos desenvolvidos ndo observaram qualquer associagdo entre a
presenca do polimorfismo na posicdo -509 do gene TGF-f1 com o
desenvolvimento de algumas doencgas, tais como: infeccbes cervicais

profundas na Sérvia, obesidade em criancas na Turquia, cancer no pancreas
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na Alemanha e endometriose na Coreia do Sul (Jevtovi¢-Stoimenov e cols.,
2013; Kanra e cols. 2011, Wu e cols., 2010; Kim e cols., 2010).

Este SNP também pode influenciar os niveis de expresséo, aumentando
a secrecdo do TGF-B (Grainger e cols., 1999 Yao e cols., 2005; Najar cols.,
2011). Tendo em vista que o polimorfismo -509 estd localizado em uma
importante regido reguladora, € possivel sugerir que a troca C>T altere a
regulacédo do gene de TGF-B e explique alguns relatos de superexpressao do
TGF-B1 (Luedecking, 2000). Além disto, o alelo T pode afetar a ligacao do fator
de transcricdo YY1, o que resulta no aumento a transcricdo do gene de TGF-p1
(Hobbs, 1998).

A maior transcricdo génica parece estar acompanhada com maiores
niveis circulantes de TGF-B1: dados da literatura demonstram que 0s niveis de
TGF-B1 estdo aumentados em individuos carreadores do alelo T comparados
aos niveis circulantes de TGF-§ de individuos carreadores do alelo C (Grainger
e cols., 1999; Yao e cols., 2005; Najar cols., 2011). Nossos dados corroboram
os dados da literatura, observamos que individuos que possuem o alelo T na
posicdo -509 do gene TGF-B1 possuem niveis significativamente mais altos,
homozigotos (52,5+-9,8) e heterozigotos (44,0+-10,8), quando comparados a
individuos com genétipo CC (40,6+-11,6). Para os demais polimorfismos, ndo
identificamos diferencas significativas entre a secre¢cdo do TGF-f1 e os

diferentes gendtipos analisados.

Além disso, através de achados imunohistoquimicos, foi demonstrado
que individuos carreadores do alelo T na posicdo -509, podem apresentar
aumento da expressao do TGF-B1 no centro dos tecidos cancerigenos quando
comparados com amostras de individuos com o genétipo CC. Este feno6tipo era
acompanhado por niveis mais altos de mMRNA do TGF-B1 em células géastricas

de individuos carreados com alelo T na posic¢ao -509 (Choi e cols.,2014).

Trabalhos anteriores do grupo e outros demonstraram uma direta

participacdo do TGF-B na infeccdo pelo T. cruzi: (i) T. cruzi necessita dos
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receptores TPRI e TBRII ativos para infectar células hospedeiras, indicando
uma dependéncia da via de sinalizacdo do TGF-B (Ming e cols., 1995); (i) a
utilizacdo de anticorpo anti-TGF-B inibe a infeccdo de cardiomidcitos pelo T.
cruzi, sugerindo assim que o TGF-B e sua ativacdo sao necessarios para a
internalizacao do parasito nas células de mamiferos (Waghabi e cols., 2005a) e
(iii) a inibicdo da via de TGF-B é capaz de diminuir a invasdo dos cardiomidcitos
pelo T. cruzi, reduzindo o nimero de parasitas por células infectadas e a
diferenciagcdo das formas amastigotas em tripomastigotas ao final do ciclo
(Waghabi e cols., 2007).

Podemos, entdo, sugerir um mecanismo para entender como pacientes
carreadores dos gendtipos CT e TT podem ser mais susceptiveis a infec¢ao
pelo T. cruzi. Acreditamos que individuos carreadores do alelo C na posicao -
509 do gene TGF-B1, que afeta negativamente a transcricdo génica, podem
apresentar menor expressao e secre¢do desta molécula. Ao ser infectado pelo
T. cruzi, os baixos niveis do TGF-B1 expressos podem influenciar na
internalizacdo do parasito, dificultando a entrada do T. cruzi nas células do
hospedeiro vertebrado. Este processo pode favorecer ao surgimento de uma
resposta imune mais eficaz, protegendo o individuo. Desta forma, carreadores
do alelo C na posi¢éo -509 do gene TGF-B1 podem ter um fator genético de
protecdo, enquanto os carreadores do alelo T podem ter maior susceptibilidade

a infeccdo pelo T. cruzi (Figura 5.1).

No presente estudo, analisamos ainda outros quatro polimorfismos
presentes no gene TGF-B1. Ao realizar os testes de homogeneidade genotipica
para o polimorfismo no cdédon 10, nds identificamos outra associacdo de
susceptibilidade e protecédo. Este polimorfismo consiste na troca de uma
citosina por uma timina na posi¢ao +869 do codon 10. Observamos um efeito
significativo de 3 vezes mais susceptibilidade a infec¢do para o genétipo TT e 4
vezes para o0 gendtipo CT. J& em relacdo a correlagdo com os estagios da

doenca, nao identificamos qualquer associagédo com a progressao da doenca.
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Em relacdo aos polimorfismos -800 e +263, Calzada e cols. (2009)
encontraram uma frequéncia muito baixa destes SNP. Para o polimorfismo -
800, de todos os pacientes apenas 9 eram carreadores do alelo A em
homozigose e 6 em heterozigose (AG). NOs observamos uma frequéncia
superior, mas nao significativa, de individuos com os genétipos AG e AA, um
total de 20 pacientes na posicao -800 do gene de TGF-B1. No presente estudo,
também ndo identificamos associagcdo desses polimorfismos tanto com a
protecdo ou susceptibilidade, quanto com os estagios evolutivos da doenca de

Chagas.

No estudo anterior de Calzada e cols. o polimorfismo na posi¢cao +263
foi considerado como raro, uma vez que na sua populacdo de estudo (Bolivia e
Peru) ndo encontraram nenhum paciente que fosse carreador do alelo mutado
(T). Este SNP esta localizado proximo ao sitio de clivagem do peptideo
associado a laténcia (LAP), podendo estar envolvido nos processos de
ativacdo do TGF-B1 (Koch e cols, 2006). Como descrito na secao de
Introducdo, a atividade do TGF-f1 é finamente regulada e desta forma,
acreditamos que o comprometimento do processo de ativacdo do TGF-fl
possa impedir o reconhecimento pelos seus receptores de superficie, inibindo o
desempenho de suas fungBes biolégicas. No presente trabalho,
supreendentemente, identificamos 7 pacientes em heterozigose nesta posicao.
Avaliando os niveis séricos médios de TGF-B destes individuos (44,42ng/ml)
identificamos que eles ndo diferem do restante da populacdo (45,38ng/ml).
Porém os niveis séricos analisados sdo relacionados aos niveis totais do TGF-
Bl circulante e ndo em relacdo ao TGF-Bl ativo. Desta forma, seria
interessante realizar a dosagem do TGF-Bl1 ativo nestas amostras para
identificar se estes pacientes que possuem o polimorfismo na posicdo +263

apresentam diferentes niveis circulantes desta molécula ativa.

Outra estratégia que adotamos foi analisar o polimorfismo na posicao
+915 do cbédon 25 do gene de TGF-B1, que resulta na troca de uma guanina
por uma citosina, uma vez que este SNP altera a estrutura primaria da proteina

reduzindo a polaridade do peptideo (Perrey e cols., 1998). Dessa forma, podem
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influenciar no processo de secrecdo do TGF-B1 (Susianti e cols., 2014). Na
China, pacientes com hipertrofia do VE possuem indice de massa aumentada
quando sao carreadores do alelo G quando comparados com pacientes que
possuem o alelo C nesta posi¢cdo do cdédon 25 (Ying Xu e cols., 2010). Na
Grécia, pacientes com miocardiopatia dilatada idiopatica que sdo carreadores
do alelo C nesta posicdo do cdédon 25 tem 4,2 vezes mais chances de
desenvolver o pior grau da doenca do que individuos ndo carreadores
(Adamopoulos e cols., 2011). Porém, ndés ndo observamos qualquer
associacdo entre o polimorfismo do coédon 25 com a susceptibilidade ao

desenvolvimento e evolucdo da doenca de Chagas.

Um estudo utilizando primatas infectados pelo T. cruzi demonstrou que o
TGF-B € produzido j& na primeira semana da fase aguda e € constantemente
expresso durante a fase cronica da doenca de Chagas (Samudio e cols., 1999).
Araujo-Jorge e cols. (2002) também demonstraram diferenca importante entre
0s niveis circulantes desta citocina: pacientes portadores da doenca de Chagas
cronica tém niveis mais elevados (em média de 10-20 vezes) do TGF-p1
quando comparados com individuos saudaveis. Este dado foi corroborado no
estudo de Pérez e cols. (2011), no qual os niveis séricos de TGF-B1 também
aumentavam com a evolucdo da forma cardiaca cronica. Individuos controle e
pacientes indeterminados ndo apresentavam diferenca entre 0s niveis
circulantes, enquanto que os pacientes dos estagios mais avancados da forma
cardiaca apresentavam 2 vezes mais TGF-1 circulante quando comparados
com individuos controle. No nosso estudo, identificamos que 80% do grupo
controle apresentava algum tipo de acometimento cardiaco podendo, portanto,
influenciar o aumento dos niveis circulantes do TGF-B1. Dessa forma, néo
utilizamos este grupo de individuos para as analises dos niveis séricos do TGF-
B1. Ao contrario de Araujo-Joge e cols. (2002) e Perez e cols. (2011), nés
observamos que os niveis do TGF-B1 foram significativamente menores em

pacientes C+D do que em pacientes com forma indeterminada.

A fim de entender quais mecanismos poderiam estar ligados a este

resultado, avaliamos quais 0s possiveis medicamentos que 0s pacientes nos
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estagios A+B e C+D fazem uso. De acordo com a | Diretriz latino-americana
para o diagnostico e tratamento da cardiopatia chagésica (2011) e o Consenso
para Doenca de Chagas (2005) pacientes nos estagios C e D devem ser
tratados com medicamentos indicados para IC. Além disso, pacientes nos
estagios B com disfuncdo global também devem ser tratados. Estes
medicamentos incluem substéncias, tais como: inibidor da enzima conversora
de angiotensina (IECA), espirolactona e carvedilol. De acordo com os dados
dos prontuarios, identificamos 40% do grupo A+B e 82% do grupo C+D usam
algumas dessas drogas. Segundo a literatura, IECA, espiralactona e carvedilol

sdo compostos que modulam a expressédo do TGF-B1 circulante.

Os IECA podem ser utilizados como uma potente droga anti-hipertensiva
e seu uso vem sendo sugerido como opc¢ao terapéutica no tratamento de
doencas musculares progressivas, pela inibicdo do TGF-p (revisto por Silva
2009). Estudos experimentais também demonstraram que camundongos
hipertensos tratados com IECA, resultou na menor expressdo do mRNA para o
gene TGF-B1 quando comparado com os camundongos ndo tratados (Kim e
cols., 1996). A espirolactona, antagonista do receptor de aldosterona, pode
reduzir de forma eficaz o aparecimento de fibrose atrial e fibrilagdo em modelo
animal (revisto por Zhang e cols., 2014). O grupo observou que pacientes com
doenca renal crbnica medicados com espirolactona durante 6 meses
apresentavam niveis reduzidos do TGF-B1 na urina (Guney e cols., 2009). O
carvedilol é um blogueador vasodilatador-beta com acao antioxidante que vem
sendo usado com muito sucesso em pacientes com insuficiéncia cardiaca
congestiva (Paker, 1996). Ratos tratados com carvedilol apresentaram menor
expressdo de mRNA para TGF-B1 no rim (Wong e cols, 2001). Sendo assim,
acreditamos que estes medicamentos possam ter influenciado na dosagem do
TGF-B circulante, fazendo com que houvesse niveis significativamente mais

baixos nos grupos C+D quando comparados com pacientes indeterminados.

Ha alguns anos, a dosagem do BNP vem sendo utilizada como
diagnostico no acompanhamento da descompensacéo cardiaca, especialmente

nos casos de IC (Perreira-Barreto e cols, 2013). Os niveis de BNP também
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estdo correlacionados com a funcao diastélica. Quanto maior 0s niveis séricos
do BNP maior também é o comprometimento da fungéo sistdlica em pacientes
portadores da doenca de Chagas (Garcia-Alvarez e cols, 2010). Em individuos
com insuficiéncia ventricular esquerda, as concentracdes séricas e plasmaticas
do BNP também aumentam (Melo e cols., 2005). Heringer-Walther e cols.
(2005) identificaram que os niveis séricos de BNP sao significativamente mais
altos nos pacientes com doenca de Chagas das classes NYHA IlI-IV quando
comparados com pacientes controles. Sendo entdo o BNP um importante
marcador do dano cardiaco, fizemos as dosagens para identificar os niveis

séricos dos pacientes dos diferentes grupos.

Assim como Garcia-Alvez (2010), nés também observamos aumento
dos niveis circulantes do BNP entre 0s pacientes nos estagios mais avancados
da forma cardiaca. Pacientes A+B apresentaram niveis séricos aumentados
aproximadamente 2 vezes maior quando comparados com pacientes da forma
indeterminada. J& no grupo dos pacientes C+D, 0s niveis circulantes do BNP
aumentaram 12 vezes mais comparando aos pacientes indeterminados.
Demonstrando mais uma vez a importancia desta molécula como marcador de
gravidade da doenca de Chagas. Avaliamos se os niveis do BNP estavam
correlacionados com os niveis do TGF-f1 e observamos que ndo houve

qualquer relacdo entre os niveis dessas moléculas.

Como em outras formas de IC, a gravidade e mortalidade da doenca
aumenta a medida que se hd o aumento do comprometimento da funcdo
miocardica na doenca de Chagas. Sendo assim, a fracdo de ejecdo do VE tem
demonstrado relacdo com sobrevida em pacientes com doenca de Chagas
(Mady e cols., 1994), ou seja, quanto menor a fracdo de ejecdo maior a
mortalidade. Em 2005, Mady e cols. observaram que existe uma associacao
entre a classe funcional e a fracdo de ejecdo em pacientes com CCC,
sugerindo que esta correlacdo pode ser Gtil para 0 acompanhamento da IC,

caracteristicas dos estagios C+D.

Desta forma, analisamos se os polimorfismos do gene de TGF-B1
estavam associados aos valores de fracdo de ejecdo. Nao encontramos
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qualquer associagao entre os SNP analisados com a fracdo de ejecdo. Na
literatura, até o momento, também ndo encontramos nenhum estudo
comparando os polimorfismos do gene TGF-B1 com a fracdo de ejecédo. Mas
Wu e cols. (2014) avaliaram a presenca de polimorfismos no gene do BNP com
a diminuicdo da fracdo de ejecdo em pacientes com doenca coronariana
(China). Porém, ndo encontraram nenhuma diferenca significativa nas
frequéncias alélicas e genotipicas nos grupos estudados com fragdo de ejecao
reduzida e preservada. He e cols. (2014) também avaliaram a associacdo da
fracdo de ejecdo com outros polimorfismos do gene da adenosina desaminase
em pacientes com IC crbnica na China. Assim como no nosso estudo, também

nao foi identificado nenhuma associagédo com os polimorfismos avaliados.

No presente estudo, identificamos que o grupo de pacientes que possui
FE menor que 35% expressaram niveis séricos de BNP significativamente
aumentados quando comparados com pacientes com FE maior que 35%.
Assim como nés, os dados da literatura demonstram que a fracdo de ejecao
ventricular € um fator determinante na avaliacdo dos niveis circulantes do BNP
(Minai e cols., 2014). No entanto, identificamos que o comprometimento da
fracdo de ejecdo né&o teve correlagdo com os niveis do TGF-B1 circulante.
Diferente dos nossos dados, Ye e cols. (2013) observaram que pacientes com
fibrilacdo atrial (NYHA 1llI) com fracdo de ejecdo menor que 50% apresentaram
MRNA para TGF-B1 aumentados quando comparados a pacientes com fracéo
de ejecao superior a 50%. Sendo assim, seria importante propor estudos com
pacientes de forma cardiaca grave que ainda ndo utilizam medicamentos que
interfiram na expresséo do TGF-B1, correlacionando o nivel circulante do TGF-

B1 com a alteracdo na fracao de ejecéo.

Nosso estudo possui algumas limitagdes. Os pacientes controle
apresentam algum tipo de manifestacdo cardiaca que pode provavelmente
aumentar os niveis circulantes do TGF-f1 e os pacientes dos estagios mais
avancados da doenca de Chagas sdo acompanhados com tratamento que
podem modular a expressao do TGF-f1. Analisamos alguns polimorfismos que

sdo frequentemente encontrados na populacdo estudada. Portanto, é
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importante que estes dados sejam validados em outras populacbes endémicas
com diferente histérico genético e caracteristica epidemiolégica.

Com este estudo validamos a importancia da associacdo do
polimorfismo no cédon 10 com a susceptibilidade a infec¢do pelo T. cruzi na
coorte estudada. Além disso, observamos outra associagéo do polimorfismo na
posicdo -509 do gene TGF-B1 também com a susceptibilidade & infeccéo.
Porém, nao identificamos diferenca na frequéncia alélica dos polimorfismos do
gene do TGF-B1 entre os pacientes da forma indeterminada e os pacientes da
forma cardiaca. Desta forma, os polimorfismos na posi¢ao -509 e no cédon +10
do gene TGF-B1 podem ser considerados um fator de risco importante para a

susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi.
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Complexo transcricional

Célula inflamatéria 1
TGF-B1 latente -
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mRNA TGF-§1
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Figura 5.1: Esquema do possivel mecanismo envolvendo o polimorfismo na posigdo -509 do gene TGF-B1. (A) Transcrigdo génica em individuos carreadores do alelo C na posigdo -509, que afeta

a ligacéo de fatores de transcrigdo, diminuindo a transcricdo e consequente secre¢éo do TGF-B1 favorecendo a resposta inflamatéria. (B) Transcricdo génica em individuos carreadores do alelo T

na posicéo -509, favorecendo a ligacéo de fatores de transcricdo, aumentando a transcri¢do e consequente secrecdo do TGF-B1 favorecendo a infec¢éo pelo T.cruzi.

67



Conclusodes

6. CONCLUSOES

Individuos carreadores dos genétipos CT e TT na posi¢céo -509 do gene TGF-
Bl apresentam risco, respectivamente, 4,53 e 3,17 vezes maior em desenvolver a

doenca de Chagas, do que individuos carreadores do genétipo CC.

Individuos carreadores dos genoétipos CT e CC no codon 10 do gene TGF-1
possuem, respectivamente, 4 e 3 vezes mais risco em desenvolver a doenca de

Chagas, do que individuos carreadores do genétipo TT.

A presenca do alelo T na regido -509 do gene TGF-B1, esta correlacionada

significativamente a niveis séricos mais altos do TGF-$1.

Os polimorfismos -800 G>A, -509C>T, +10T>C, +25G>C e +263C>T do gene
TGF-B1 ndo estdo associados a progressao para a forma cardiaca da doencga de

Chagas;

Os polimorfismos -800 G>A, +25G>C e +263C>T do gene TGF-B1 ndo estao

associados a susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca de Chagas;

Os niveis séricos do BNP aumentam conforme a evolucao da forma cardiaca
da doenca de Chagas cronica, enquanto os niveis circulantes do TGF-B1 né&o

aumentam conforme a evolucao clinica;

N&o ha correlacdo entre os niveis circulantes do TGF-f1 e o marcador de

gravidade de acometimento cardiaco, BNP;

Ha correlagdo entre o polimorfismo no cédon 25 do gene TGF-1 com os

niveis séricos aumentados do BNP;
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N&o ha correlacdo entre os padrbes de frequéncia dos alelos do gene do
TGF-B1 com a FE €;

Pacientes com fracdo de ejecdo menor que 35% expressam niveis séricos de

BNP significativamente aumentados.
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estagios mais avangados da forma crénica cardiaca da doenga de Chagas, através da analise do padréo de
expressio dos alelos do gene do fator de transformag&o do crescimento beta 1 (TGF-31) correlacionando com
a apresentagdo clinica da doenga de Chagas. Os niveis séricos do TGF-R1, interferon gama (INF-), fator de
necrose tumoral (TMF) e angiotensina 1l serdo dosados e também correlacionados com a frequéncia de
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anadlise dos niveis séricos do TGF-B1, IFM-;, TNF e angiotensina |1
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uma probabilidade de evolugio para uma cardiomiopatia chagasica.
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Termo de Consentimanta Livre @ Exclareclda

Projeto: Polimorfismo dos alelos do gene do TGF- 1 e correlacho com os estigios
da forma cardizca da doenga de Chagas

Vocé estd sendo convidado a participar de wm estudo sobre doenga de Chagas
onde viuuos avaliar o perfil gendtico para o TGE Bl e dosar no sangue o pivel do TGF
Bl. do IFN-y e do TWF. O TGF Bl é wma substincia encontrada normalmente nas
pPessoas, s ouje nivel amnentade pode on nio fazer com que a pessoa com doenga de
Chagas tenha mailer risco de evoluir com problemas no coragie. O IFN-y ¢ o TNF
podem interferir nesse efeito do TGE Bl sobre o coraglio do paciente com doenga de
Chagas.

Para participar deste estude o (a) Sr.(a)., como voluntirio, deverd ser submetido
a nma coleta de sen sangue para festes em laboratdrio. A quantidade de sangue que
wrenos coletar é de 10 ml, equivalente a uma colhier de sopa. A coleta de sangue que
serd realizada poderd cansar wm pequeno desconforto (semelhante a wma picada de
inseto), com evental, transitdria e pequena ardéneia no local da coleta.

Estega clente que sua participagdo & VOLUNTARIA, o que significa que o (a)
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DESCONFORTO ou CONSTEANGIMENTO durante o mesmo o 5ra) poderd
golicitar a ndo patticipacio on desisténcia do estudo. Caso ndo aceite ou desista de
participar do estude, sen tratamento ocomrerd sen nenhom prejuize,

Este estude ocorrerd de forma CONFIDENCIAL e manterd sen ANONIMATO
e tedos 05 exames que realizar ¢ também solwe sen diagnéstico. Somente o equipe de
profissionais envolvida neste estudo terd conhecinento dos resultados dos exames que
realizar e cdo contetido que foi informado durante a{s) consulra(s).

A sna parhieipacio neste estudo ¢ fandmuental ¢ paderd gerar beneficios para vooé on
para as pessoas portadoras de doenea de Chagas no futirs, apds o térming do estudo,

Por ultimo, o 5r.(a) deverd estar ciente que participando deste projeto, estard
autorizando o armazenmnento da amostra de sangue utilizada por wn periodo minime
de 5 anos. Esta amostra ndio serd utilizada para outra finalidade ou owira pesquisa sem
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endereco: Av. Brasil, 4365, IPEC, Manguinhos, Rio de Janeire, CEP.: 21.040-361.
Telefones: 38659648,
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