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RESUMO

A doengca de Chagas € uma zoonose causada pelo parasita hemoflagelado
Trypanosoma cruzi. Atualmente afeta cerca de 10 milhdées de pessoas nas
Américas, e aproximadamente 90 milhbes de pessoas se encontram em areas de
risco. A cardiopatia chagasica crénica (CCC) se desenvolve em um tergo dos
individuos infectados e corresponde a uma miocardite crénica fibrosante intensa e
os possiveis fatores que podem contribuir para o desenvolvimento desta podem
estar relacionados com a carga parasitaria, a cepa do parasita, a autoimunidade e
fatores genéticos do parasita e do hospedeiro. Citocinas e quimiocinas tém um
importante papel no desenvolvimento de uma resposta imune protetora contra o
parasita, porém esta pode estar envolvida com o aumento da inflamacao encontrada
no miocardio de pacientes com CCC. O principal objetivo deste estudo foi identificar
a frequéncia dos gendtipos e alelos para o SNP no /IFNG na posigcao +874T/A
através da técnica de ARMS-PCR, em 102 pacientes soropositivos para o T. cruzi
apresentando a CCC, 86 pacientes soropositivos sem cardiopatia aparente e 179
controles soronegativos para T. cruzi N&o ha diferenga estatistica quando
pacientes com CCC foram comparados com individuos saudaveis, indicando que o
polimorfismo para IFNG na posigao +874T/A nao parece ter influencia na infecgao.
Contudo, observamos que o gendtipo AA foi mais freqientemente encontrado em
pacientes portadores da CCC do que naqueles portadores da forma indeterminada,
sugerindo que individuos com este gendtipo estdo mais susceptiveis ao
aparecimento de lesbes cardiacas e ao adoecimento (p= 0,024). Pacientes
carreadores do alelo A tem 1,82 vezes de chance de desenvolverem a CCC. De
modo interessante, variagdes neste polimorfismo n&o estdo associadas ao
desenvolvimento de formas mais graves da CCC. Apesar de contraditério os
portadores do gendtipo TT, associado com a alta produ¢ado de IFN-y, parece ter
papel protetor para o inicio do desenvolvimento da CCC. Estudos visando a
associagao da frequéncia dos genes que codificam o IFN-y e sua expressdo devem
ser abordados.

Palavras-chave: Doenga de Chagas, Cardiopatia chagasica crbnica, Trypanosoma
cruzi, IFNG +874T/A e imunogenética.

Catharina-Costa, L. Association of IFNG +874 T/A polymorphism with chronic Chagas’
disease. Rio de Janeiro, 2011. Dissertacao [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doengas
Infecciosas] - Instituto de Pesquisa Evandro Chagas..
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ABSTRACT

Chagas disease is a zoonosis caused by the parasite hemoflagellate Trypanosoma
cruzi. Currently affects approximately 10 millions people in the Americas, where
approximately 90 millions people are at risk areas. The Chronic chagasic
cardiomyopathy (CCC) develops in one third of infected individuals and represents a
severe chronic myocarditi. Possible factors that may contribute to the development of
several cariopathy can be related to parasite load and difference on strains,
autoimmunity and the genetics of the parasite and host. Cytokines and chemokines
play an important role in the development of a protective immune response against
the parasite, but it may be involved with increased inflammation found in the
myocardium of CCC. The main objective of this study was to identify the frequency of
genotypes and alleles for the SNP in the IFNG position +874 T/A by ARMS-PCR
technique in 102 patients seropositive for T. cruzi presenting the CCC, 86
seropositive patients without apparent heart disease and 179 negative controls for T.
cruzi. There was no statistical difference when CCC patients were compared with
healthy subjects, indicating that the polymorphism at the position +874 T/A does not
seem to influence the infection. However, we observed that the AA genotype was
more frequently found among patients with CCC than in patients without apparent
heart disease, suggesting that individuals with this genotype are more susceptible to
develop cardiac iliness (p=0,024). Patients carrying the A allele is 1.82-fold as likely
to develop CCC. Interestingly, variations in this polymorphism are not associated with
the development of more severe forms of the CCC. Although contradictory, the
carriers of TT, genotype associated with high IFN-y, seem to have a protective role
for the early development of the CCC. Studies toward the association of the
frequency of genes encoding IFN-y and its expression must be addressed.

Keywords: Chagas disease, chronic chagasic cardiomyopathy, Trypanosoma cruzi,
IFNG +874T/A and immunogenetic.
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1 INTRODUGAO

A doenga de Chagas ou também conhecida como tripanossomiase Americana € uma
doencga potencialmente fatal causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi,
inicialmente descrito em 1909 por Carlos Chagas. E encontrada principalmente na América
Latina, onde é transmitida através das fezes de triatomineos, conhecidos como "barbeiros”,

entre outros nomes, dependendo da area geografica (WHO, 2010).

A prevaléncia da doenca no Brasil ocorre de norte a sul, contudo, a forma que
a infeccdo se manifesta é clinicamente variavel. As variagdes nas apresentacoes
clinicas regionais podem ser explicadas por diferengas na carga parasitaria e pelas
cepas de T. cruzi (Brum-Soares et al., 2010). Atualmente predominam os casos
crénicos decorrentes de infeccao por via vetorial, com aproximadamente trés
milhdes de individuos infectados. No entanto, nos ultimos anos, a ocorréncia de
casos agudos da doencga de Chagas tem sido observada em diferentes estados
(Bahia, Ceard, Piaui, Santa Catarina e Sdo Paulo), com maior frequéncia de casos e
surtos registrados na Regido da Amazénia Legal (Amazonas, Maranh&o, Mato
Grosso, Amapa, Para e Tocantins) (Portal do Ministério da Saude, 2009). Contudo,
foram descritos bolsdes de transmissdo em areas com grande concentragao vetorial
localizados na Microrregiao do Médio Rio Negro, onde a transmissao ocorre pelo
contato direto com o vetor Rhodnius brethesi que ataca os extrativistas da fibra e

seus familiares (Brum-Soares et al., 2010).

A severidade e a prevaléncia das formas distintas da doenga de Chagas diferem de

regido para regido, Prata (2001), contudo as causas clinicas e epidemiolégicas ndo sdo
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completamente entendidas. Inicialmente, apds a descoberta da infecgdo pelo T. cruzi em
humanos, o parasita foi diretamente relacionado ao desenvolvimento da patologia (Chagas,
1909). Entretanto, a escassez de parasitas nos pacientes crénicos, juntamente com a
intensa inflamagao tecidual e detecgédo da auto-reatividade, levaram a proposta que a auto-
imunidade poderia ter um papel na etiologia da doenga (Cunha-Neto et al., 1996;
Kierszenbaum, 1999). Com o desenvolvimento de novas técnicas capazes de detectar os
parasitas em tecidos infectados, a énfase foi transferida novamente para o parasita, e uma
correlagdo direta acabou sendo estabelecida entre T. cruzi e a persisténcia da patologia

(Jones et al., 1992; Tarleton et al., 1997).

De acordo com Macedo et al. (2004, revisao), existem trés principais fases que
caracterizam a histéria dos estudos em doenga de Chagas em humanos: a fase do parasita;
a fase da auto-imunidade e a fase gendmica. Em recentes estudos, durante a fase
genbmica, a doenga tem sido vista como um resultado da co-evolugédo dos genomas do
parasita e dos humanos. Estudos sugerem que diferentes formas clinicas da doenga de
Chagas podem ser explicadas por variagbes no tropismo tecidual, um processo que é
influenciado por propriedades genéticas tanto do hospedeiro quanto do parasita (Andrade et

al., 2002; Vago et al., 2000).

Recentemente, uma grande perspectiva de se identificar marcadores de prognoésticos
tem sido apontada principalmente pelas alteragbes genotipicas que possam estar
associadas ao desenvolvimento de quadro graves da cardiopatia chagéasica crénica.
Contudo, poucos relatos quanto a presenca de genes relacionados a susceptibilidade na
doencga de Chagas tém sido reportados. O Interferon-gama (IFN-y) € uma citocina de grande
importancia na resposta imune na doenca de Chagas e pode estar envolvida tanto no
controle da doenga quanto na evolugdo para as formas mais graves (Moller et al. 2010). O
polimorfismo do gene para INFG na posigdo +874 T/A foi descrito em diferentes doengas

como cancer cervical, vitiligo, artrite em pacientes com Lupus Eritrematoso Sistémico
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(Tangwattanachuleeporn et al., 2007, Gangwar et al., 2009; Namian et al., 2009) e em
infecgbes virais (hepatite B, Cheong et al.,, 2006; Zhou et al., 2009), bacterianas
(tuberculose, revisado por Leandro et al., 2009) e parasitarias (Leishmaniose, Kamali-
Sarvestani et al., 2006; Matos et al.,, 2007). A associagdo deste polimorfismo esta
diretamente ligada a populagdo estudada e ao agente causal. Entender as diferengas da
resposta imune que estdo implicadas na indugdo de maior ou menor agressao tecidual € o

grande desafio para a compreensao da patofisiologia da doenga de Chagas.

Assim, a analise deste polimorfismo e sua correlagdo com a evolugéo clinica e com
0s achados imunoldgicos na nossa populagdo poderdo ser de grande importadncia em
estudos futuros sobre a susceptibilidade a doenga de Chagas de forma a obter marcadores

que possam auxiliar na identificagdo de prognoéstico para a cardiopatia chagasica cronica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. ADOENCA DE CHAGAS

A doenga de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase americana, € uma
zoonose causada pelo parasita hemoflagelado Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (revisto por Hoare, 1966). Atualmente estima-se
que 75 a 90 milhdes de pessoas estejam vivendo em areas de risco, que se estendem do
sul dos EUA ao sul da Argentina e Chile, e cerca de 10 milhées de pessoas estéo infectadas

e/ou possuem a doenga (Coura & Dias , 2009) (Figura 1).

Esta doenga foi descoberta e caracterizada por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas
em 1909 (Chagas, 1909), reportando seus elementos clinicos, anatomopatoldgicos e
epidemiolégicos, bem como o seu agente etiolégico e o vetor transmissor do parasito, um
inseto da ordem Hemiptera. A doenca de Chagas é considerada uma doenga endémica de
grande importancia mundial compondo o grupo de enfermidades infecciosas e parasitarias,

sendo uma das principais causas de 6bito em nosso pais (Coura & Dias, 2009).

Os mecanismos de transmissao da infecgdo pelo parasito podem ser divididos em
dois grupos: (i) o principal mecanismo é através dos vetores triatomineos, transfusdo de
sangue, transmissao oral através de alimentos contaminados, transmissao placentaria; (ii) e
mecanismos secundarios, através de acidentes em laboratérios, manejo de animais
infectados, transplantes de érgaos, via sexual por meio do contato do esperma ou de fluidos

menstruais contaminados com o T. cruzi e, hipoteticamente, inoculagdo dolosa. Agulhas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coura%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dias%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dias%20JC%22%5BAuthor%5D
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intravenosas compartilhadas com uma pessoa infectada €& outra possibilidade de
transmissdo na populagdo (Dias & Coura 1997; Coura 2007; Nijjar & del Bigio, 2007;

Cordova et al., 2008).

Existem cerca de 150 espécies de triatomineos, porém apenas 52 espécies sdo
encontradas no Brasil, sendo 5 com habitos domiciliares e 47 com habitos selvagens. As
espécies de triatomineos mais importantes relacionadas com a transmissdo vetorial séo:
Triatoma infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T. sordida, Rhodnius prolixus e
Panstrongilus megistus, sendo que o Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, T. dimidiata sao
as trés principais espécies transmissoras do T. cruzi em humanos (revisado por Rassi et al.,

2010).

A doenga de Chagas € uma zoonose propria de mamiferos silvestres, alguns deles
tdo antigos como o continente americano. T. cruzi infecta, em condigdes naturais, mais de
100 espécies de mamiferos de diferentes ordens. Dentre os reservatérios ja descritos estao:
preguicas, morcegos, roedores, marsupiais, coelhos, caes, primatas ndo-humanos e outros.
Entre os reservatorios silvestres e/ou sinantrépicos mais amplamente distribuidos na
América cita-se marsupial do género Didelphis e alguns roedores, especialmente os do
género Rattus. Outros animais como suinos e caprinos foram encontrados infectados.
Passaros, répteis e peixes ndo se infectam, pois estes possuem lisinas que séo capazes de

eliminar o parasita (Barretto 1964; Deane 1964; Dias & Macedo 2005; Coura 2008).
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Figura 1: Areas endémicas da Doenga de Chagas (Revisado por Mufioz-Saraiva et al., 2010)

2.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O conhecimento atual sobre o ciclo evolutivo do T. cruzi baseia-se em observagbes
feitas nos hospedeiros vertebrados e invertebrados e, principalmente, em estudos in vitro

nos quais se procura reproduzir etapas desse ciclo.
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T. cruzi possui variagdes morfolégicas e funcionais, alternando entre estagios que
sofrem divisdo binaria e as formas nao replicativas e infectantes. Como formas replicativas
estdo incluidas os epimastigotas presentes no tubo digestivo do inseto vetor e amastigotas
observados no interior das células de mamiferos. As formas nao replicativas e infectantes,
os tripomastigotas metaciclicos, sdo encontrados nas fezes e urina do inseto vetor e os
tripomastigotas circulantes no sangue de mamiferos. Durante a fase no hospedeiro
invertebrado, o parasita se transforma em epimastigotas e entdo, no intestino posterior,
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (um processo conhecido como
metaciclogénese) os quais, eliminados pelas fezes e urina do inseto vetor, sdo capazes de
infectar o hospedeiro vertebrado. O ciclo no hospedeiro vertebrado, que pode ocorrer em
diferentes espécies de mamiferos, tem inicio quando formas infectantes eliminadas pelo
inseto vetor entram em contato com mucosas ou regides lesadas da pele desses
hospedeiros. As formas tripomastigotas metaciclicas sdo altamente infectantes, podendo
invadir os primeiros tipos celulares que encontram, estes podem ser macréfagos,
fibroblastos, células epiteliais, entre outras. Uma vez dentro das células, o T. cruzi diferencia
em formas amastigotas que, apds varios ciclos reprodutivos, diferenciam-se em formas
tripomatigotas sanguineas. Estas ultimas rompem a célula hospedeira, atingem a corrente
circulatéria e os tecidos do hospedeiro, onde vao invadir os mais diferentes tipos celulares

(Dias et al., 2000) (Figura 2).
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CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanocsoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
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Figura 2: Ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi (simplificado). Infogréafico: Venicio Ribeiro,
Icict/Fiocruz.

http://www.fiocruz.br/chagas/media/Versao%20em%20Portugues.pdf

2.3 Formas clinicas

A classificagdo atualmente preponderante das formas clinicas da doenga de

Chagas considera a existéncia de uma fase aguda e de uma fase crénica, esta
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ultima subdividida em forma indeterminada, forma cardiaca, forma digestiva, forma

cardio-digestiva e forma nervosa.

(http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=167).

2.3.1 Fase aguda

Esta forma tem as caracteristicas clinicas de uma infecgdo generalizada, de
gravidade variavel, geralmente assintomatica ou compreende os sintomas clinicos leves e
inespecificos como febre, mal-estar, esplenomegalia, linfadenopatia e edema leve. O
diagndstico é sugerido pela presenga dos sinais de porta de entrada, ocular (sinal de
Romana) ou cutaneo (chagoma de inoculagéo) (Figura 3), e comprovado pelo encontro dos
parasitos no sangue periférico através dos exames diretos para o diagnostico. A presencga
de miocardite e meningoencefalite severa também podem ocorrer em uma pequena
propor¢do dos pacientes e € uma preocupagao especial em criangas menores de 2 anos
(revisto por Cérdova et al., 2010). No entanto, na maioria dos pacientes, a fase aguda passa
despercebida devido a escassez ou auséncia de manifestagdes clinicas. A fase aguda
geralmente termina espontaneamente em 2 a 4 meses, no entanto, 5-10% dos pacientes
sintomaticos morrem durante esta fase. Estas mortes ocorrem geralmente em criangas
menores de 2 anos (Prata, 2001). O periodo de incubagéo, de acordo com observagoes
feitas no homem e em animais de laboratério, varia entre 4-10 dias (Bonecini-Almeida et al.,
1990). Do ponto de vista laboratorial, delimita-se imprecisamente, pela demonstragdo do
parasito no sangue por meio de exame direto e pela presenga de anticorpos anti-T. cruzi da

classe IgM.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22C%C3%B3rdova%20E%22%5BAuthor%5D
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Figura 3: Crianga com sinal de Romofia (também conhecido como chagoma de inoculagédo). Imagem
de Torrico & Castro, 2002.

T. cruzi tem habilidade de invadir e se multiplicar em diferentes tipos celulares do
hospedeiro, incluindo macréfagos, miocitos lisos e estriados, fibroblastos e até neurénios,
onde logo se transformam em formas amastigotas e se reproduzem formando os ninhos
parasitarios (Andrade & Andrews, 2005). Apdés um periodo de 3 a 5 dias, as formas
amastigotas transformam-se em tripomastigotas. Durante o ciclo evolutivo do T. cruzi, o
ninho de parasitos rompe a célula parasitada, liberando no intersticio as formas integras ou
degeneradas do parasito e restos da célula hospedeira, os quais atuando como imunogenos
e/ou mediadores quimicos, desencadeiam uma resposta inflamatéria mononuclear focal. Até
duas semanas apos a infecgao pode ser detectado no soro de paciente a presenga de
complexos imunes, decréscimo dos niveis de C3, além de necrose no foco inflamatério. O
processo inflamatério severo € usualmente acompanhado por necrose de células
parasitadas e nado parasitadas, especialmente no coragdo. Em modelo animal foi possivel
associar os danos no miocardio seguidos de prolongados periodos de isquemia, a uma
incompatibilidade entre a perda de integridade microvascular e necrose dos midcitos,

resultando em areas de morte celular. Irreversivelmente, os danos no miocardio sao
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geralmente proporcionais a extensédo e severidade da necrose miocelular (Dourado et al.,

2003).

Como sintoma geral e de aparecimento precoce destaca-se a febre, acompanhada
de mal-estar geral, cefaléia, astenia e hiporexia. De observagdo freqlente, a febre é
geralmente pouco elevada, oscilando em torno de 38°C; porém em criangas, as vezes, é

mais alta. Relacionada com o grau de parasitemia e de regra, com a gravidade da infecgéo.

“Nao ha um tipo caracteristico de febre, podendo ser registrados o
intermitente quotidiano e o remitente, com elevagbes vespertinas
apreciaveis, bem como continuo, sendo de assinalar que, na maioria
dos casos, ocorre sucessao irregular desses tipos” (Chagas, 1916).

Os portadores da fase aguda podem vir a falecer de insuficiéncia cardiaca e/ou

arritmia (miocardite) ou de meningoencefalite.

A respeito da anatomopatologia, a miocardite é a lesdo mais constante, e é muito
intensa mesmo naqueles pacientes que, em vida, mostram apenas sinais escassos de
envolvimento cardiaco ou, nas necropsias, mostram coracdes sem alteragbes
macroscopicas evidentes. Os que falecem de insuficiéncia cardiaca mostram um coragao
flacido, congesto, moderadamente aumentado de volume, mais por dilatagdo do que por
hipertrofia, e com petéquias ou sufusdées hemorragicas, subepicardicas e subendocardicas.
As tromboses intracardiacas sao excepcionais. Na emergéncia dos grandes vasos pode ser
encontrado um linfonodo aumentado de volume, representando um processo de linfoadenite

inespecifica (Parra et al., 1976).
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2.3.2 Fase cronica

2.3.2.1 Forma cronica indeterminada

Esta forma caracteriza-se pelo paciente infectado pelo agente etiolégico, nos quais
ndo sao detectadas anormalidades clinicas, ou seja, o paciente apresenta auséncia de
sintomatologia caracteristica da doenca (Laranja, 1953; revisado por Marin-Neto et al.,
2003). Ela é definida por uma combinagdo de soropositividade ao T. cruzi, uma radiografia
do torax e eletrocardiograma normais, enema de bario normal e a falta de sinais clinicos e
sintomas (Prata, 2001), porém alguns pacientes possuem lesdes cardiacas. Em um estudo
com 505 pacientes na fase indeterminada, 13,8% apresentaram lesbes cardiacas

segmentares na ecografia bidmensional (Viotti et al., 2004 ).

A fase indeterminada da doencga tem sido ligada a casos de morte subita (revisado
por Carod-Artal, 2007; revisado por Bestetti & Cardinalli-Neto, 2008). Através das evidéncias
disponiveis, de acordo com o foco epidemioldgico, conclui-se que a forma indeterminada da
doenca de Chagas se associa a excelente prognostico, onde a mortalidade relatada a
doenca nesses estudos variou de 0 a 2,5% dos casos de seguimento de até 10 anos (Dias &

Kloetzel, 1968; Macedo, 1980; Coura et al., 1985; Dias, 1985).

Em dois tergos dos pacientes com a fase indeterminada a doenga nao progride, mas
no tergo restante ela se torna sintomatica (Coura et al. 1985; Pompilio et al., 2006). Em

pacientes com a forma sintomatica da doenga, dois tergos desenvolvem a forma cardiaca e
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um terco desenvolve a forma gastrointestinal. A progressao da forma indeterminada para a

forma sintomatica pode levar anos ou até mesmo décadas (Pereira et al., 1990).

Desta forma, com o avango de metodologias mais sensiveis para a identificagdo de
lesbes cardiacas, o desafio sera identificar fatores de risco para a progressao da cardiopatia
chagasica crbnica, em pacientes na forma indeterminada da doenga de Chagas. Contudo ao
nosso entendimento, nenhum determinante de progressao da forma assintomatica para a

forma sintomatica foi ainda identificado (revisto por Lescure et al., 2010).

2.3.2.2 Forma cronica cardiaca

A cardiopatia chagasica cronica se constitui na forma clinica mais freqlente
resultante da infecgdo pelo T. cruzi e é responsavel pela elevada morbidade e mortalidade
da doencga. Cerca de 30% a 50% dos individuos soropositivos desenvolvem alguma forma
de expressdo de doenga cronica cardiaca; e em cerca de 30% desses, as manifestacoes
serdo significativas, associando-se a eminente morbidade e mortalidade (revisado por

Mufioz-Saravia, 2010).

Caracterizada do ponto de vista histopatolégico por uma miocardite crénica
fibrosante de evolugdo lentamente progressiva e variavel, apresenta, como manifestages
clinicas principais as bradi e taquiarritmias, os fendmenos trombo-embdlicos, sistémicos e
pulmonares e a insuficiéncia cardiaca. A extensdo do acometimento miocardico (traduzida
por moderado a grave comprometimento da fungdo sistdlica global) e a presenga de
arritmias ventriculares complexas se constituem nos principais determinantes progndsticos

da doenga. (revisado por Muioz-Saravia, 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mu%C3%B1oz-Saravia%20SG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mu%C3%B1oz-Saravia%20SG%22%5BAuthor%5D
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Em pacientes acompanhados durante estudo longitudinal desenvolvido no
IPEC/Fiocruz em uma coorte urbana de 604 pacientes com doenga de Chagas, foi possivel
demonstrar as seguintes freqliiéncias (pacientes/ano) para as manifestagbes da cardiopatia
chagasica cronica: insuficiéncia cardiaca (8,9%), bradiarritmias necessitando de marca-
passo definitivo (2,5/100); taquiarritmias supraventriculares sustentadas (8,5%); taquicardia
ventricular sustentada: (1,0%) e acidente vascular encefalico, presumivelmente embdlico
(3,6%) (Xavier, 1999). A mortalidade anual neste subgrupo de pacientes com acometimento
miocardico extenso foi de 11%, e os mecanismos de 6bito mais freqlientes foram a morte
subita (70%), seguido pela morte por insuficiéncia cardiaca (26%) e mais raramente,

secundaria a evento embdlico (4%).

A elevada morbimortalidade deste grupo de pacientes contrasta com o bom
prognostico dos individuos com fungao ventricular preservada ou apenas levemente
deprimida, que apresentam uma probabilidade de sobrevida em 5 anos, estimada
neste estudo em 99,8%, mesmo entre os pacientes com eletrocardiogramas

alterados (Xavier et al., 2005, Siciliano et al., 2006).

2.3.2.3 Forma cronica digestiva

Esta forma esta presente, sobretudo, nas regides abaixo da linha equatorial, com a
esofagopatia ocorrendo, no Brasil, em aproximadamente 7 a 11% dos pacientes em areas
endémicas, e a colopatia em 1 a 7%, sendo muito mais baixas as taxas de prevaléncia de
outras alteracdes digestivas, como disperistalse chagasica de estdmago, duodeno, etc

(Coura et al., 1985; Menenghelli, 2004). Ha registros da ocorréncia de formas digestivas da
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doenga de Chagas na maioria dos paises (Argentina, Uruguai, Chile, Paraguai, Bolivia,
Brasil, Colémbia, Peru, Equador, Costa Rica, Honduras, Guatemala e México), ndo havendo
deteccdo no Panama e apenas relato de casos muito esporadicos na Venezuela.
Historicamente, essa afecgao tem registros muito antigos, remontando ao século XVIII, em
S30 Paulo e no Nordeste, sendo considerado um excelente marcador de ocorréncia da

doencga de Chagas (Dias & Coura, 1997).

Como na cardiopatia chagasica crbnica a maioria dos chagasicos com formas
digestivas evolui lentamente. Nas areas endémicas, observa-se que cerca de 70% dos
pacientes com es6fago ou colopatia estdo nos estagios iniciais (anectasicos ou com
megaviscera inicial) da evolugao, ndo se sabendo se o tratamento especifico pode susta-la

ou retarda-la.

A esofagopatia chagasica apresenta uma correlagdo com carcinomatose de estfago
em cerca de 2% a 4% dos casos, muito acima da populacdo geral ndo chagasica, que nao
chega a 0,3%; o megaesdfago pode ainda complicar-se com pneumonia aspirativa,

desnutrigdo, esofagite de refluxo e ruptura do érgdo (de Rezende et al., 1985).

O megacdélon aparece mais tardiamente e apresenta maior dificuldade no
estabelecimento de sua prevaléncia. A colopatia € a mais tardia das formas crénicas da
doenca de Chagas, aparecendo quase sempre depois dos trinta anos de idade (de
Rezende, 1985). Pelo aparecimento tardio e também por seu substrato fisiopatolégico, a
colopatia chagasica crénica se encontra quase sempre associada a cardiopatia e a
esofagopatia (mais de 50% dos casos); naturalmente, os graus mais avangados da colopatia

se associam com grupos etarios mais elevados (Meneghelli et al., 1985).
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2.4 EVOLUGCAO E PROGNOSTICO DA DOENGA DE CHAGAS

O prognoéstico para a doenga de Chagas depende da forma clinica
e das complicagbes durante sua evolugdo. Durante a fase aguda, as manifestagdes
dependem da idade do paciente e da intensidade e localizagao
das lesdes. Em geral, a fase aguda é muito grave entre criangas menores de 2 anos, e é
quase sempre fatal entre aqueles com miocardite, insuficiéncia cardiaca e
meningoencefalites. O progndéstico também pode ser muito pobre em casos de forma
congénita, levando ndo s6 ao aborto e a prematuridade, mas também as lesées organicas
no figado, baco, coragao e sistema nervoso central, com seqlielas neurolégicas e deficiéncia

mental. Muitos casos podem ser assintomaticos e permanecem na forma indeterminada.

Na forma cardiaca crbnica, o prognoéstico varia consideravelmente de caso para
caso. Pacientes com lesbes minimas, como bloqueio de ramo direito isolado ou auricular ou
unifocal extra-sistoles ventriculares, tendem a permanecer estaveis e sobrevivem por longos
periodos e muitas vezes morrem devido a outras causas. Pacientes com arritmias
complexas, extra-sistoles multifocal, taquicardia paroxistica, fibrilagdo auricular, blogueio
atrioventricular total ou insuficiéncia cardiaca tém um progndstico muito pobre. Um terceiro
grupo de pacientes com area cardiaca discretamente aumentada, mutabilidade
eletrocardiografica e manifestagdes clinicas tem um progndéstico incerto (Nogueira & Coura,

1990; Rassi-Jr et al., 2005).

Com o controle da transmissao, o foco de atencao hoje na doenca de Chagas esta
voltado para o grande contingente de pacientes ja infectados pelo T. cruzi, do qual uma
parcela significativa ira desenvolver a cardiopatia chagasica cronica, forma clinica

determinada mais freqliente e responsavel pela elevada morbimortalidade da doenga.
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Como identificar os individuos em risco de desenvolverem as formas mais graves da doenca
e como interferir neste processo constitui hoje no grande desafio e no objetivo prioritario de

pesquisa em doenga de Chagas.

A progresséao para as formas mais graves da doenga pode assim, estar diretamente
relacionada a fatores relacionados ao parasita e a interagao parasito-hospedeiro, incluindo o
“background” genético de ambos. A mobilizagdo do sistema imune é importante na redugao
da carga parasitaria, mas, por outro lado, pode contribuir para o aparecimento das
manifestagcdes cronicas observadas em alguns pacientes. Entender as diferengas da
resposta imune que estdo implicadas em maior ou menor agressao tecidual € o grande

desafio para o entendimento da patofisiologia da doenga de Chagas.

Recentemente uma grande perspectiva tem sido apontada quanto as alteragdes
genotipicas que possam estar associadas ao desenvolvimento de quadro graves da
cardiopatia chagasica cronica. Contudo, ha poucos relatos quanto a presenga de genes

relacionados a susceptibilidade na doenca de Chagas.
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2.5 RESPOSTA IMUNE NA DOENCA DE CHAGAS

Apesar do fato que a resposta imune adaptativa ter sido considerada, por décadas,
como o principal mecanismo protetor durante a infeccgdo cronica da doenga de Chagas
(Dutra et. al, 1994; Lemos et al., 1998; Gomes et al., 2003, de Barros-Mazon et al., 2004;
Souza et al., 2004, Gomes et al. 2005), estudos recentes sugerem a importancia da
resposta imune inata como um mecanismo regulatério importante para o controle da

morbidade durante a fase crénica da doenga (Vitelli-Avelar et al., 2005).

Os parasitos depositados na pele ou feridas na mucosa estimulam uma reagéo
inflamatoria local (chagoma de inoculagdo ou sinal de Romafa), com uma resposta
linforreticular. Os tripomastigotas circulantes fagocitados por macréfagos sado transportadas
para o figado, ganglios, bago, 6rgaos linfaticos, misculos esqueléticos e para o coragéo,
formando pseudocistos de amastigotas. O reconhecimento inato de patdgenos intracelulares
como o T. cruzi pode ser feito através de pelo menos trés niveis de controle de infecgéo: 1-
deteccdo e destruicdo direta dos parasitas através da imunidade inata, em particular
macroéfagos e células dendriticas; 2- ativagdo de células dendriticas e macréfagos para se
tornarem potentes apresentadores de antigenos e potentes ativadores da resposta imune
adaptativa apropriada; 3- detecgdo da infecgdo por células nao hematopoiéticas que sdo os

primeiros alvos na invaséo pelo T. cruzi (Tarleton, 2007).

A resposta imune inata possui um papel essencial no reconhecimento da infecgéo
pelo T. cruzi e subsequentemente desenvolvimento da resposta imune adaptativa (Kayama
& Takeda, 2010). Componentes classicos da imunidade inata, como células dendriticas,
macroéfagos e células assassinas naturais (NK, do inglés Natural Killer) parecem ter papel

crucial na imunidade anti-T. cruzi (revisado por Junqueira et al., 2010). Diferentes moléculas
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de superficie do parasito tém sido identificadas como indutoras da imunidade inata, dentre
elas destacam-se as ancoras de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), as GPIl ligadas
covalentemente as glicoproteinas semelhantes a mucinas, as GPI-mucinas e a enzima

trans-sialidase (TS) (revisado por Gazzinelli & Denkers, 2006).

No sistema imune inato, uma classe de receptores de reconhecimento de padréo (os
PRRs) sdo expressos nas células apresentadoras de antigenos (APC), macrofagos e
células dendriticas, que reconhecem estruturas denominadas de padrdes moleculares
associados a patdégenos (os PAMPs) (Hoffmann et al., 1999; Tarleton, 2007). Dentre os
diversos PRRs, os receptores tipo Toll (TLR) sdo os mais estudados. Diversos estudos vém
demonstrando o envolvimento dos TLRs na infecgdo pelo T. cruzi. De fato, na infecgédo
experimental por este agente, Campos et al. (2001) observaram que os macréfagos de
camundongos deficientes de TLR2 (TLR2-/-) ndo produziam citocinas pro-inflamatérias apos
estimulacdo com GPI. A ativagdo das APCs via TLRs 2, 4, 6 e 9 desencadeia a fosforilagdo

das MAPK (proteina kinase ativada por mitogeno) e do fator nuclear kB (NF-,.B) levando a

indugao de genes de citocinas proé-inflamatérias como TNF-o e Interleucina 12 (IL-12),

controlando a replicagéo do parasito (Akira et al.,2001; Akira & Takeda, 2004).

Na infeccdo pelo T. cruzi, as células da imunidade inata possuem um papel
importante na supressao da replicagdo e propagacao do parasita nos tecidos, através da
inducdo de mediadores pro-inflamatérios como a IL-12, TNF-a e NO (6xido nitrico),
contribuindo para a parasitemia e mortalidade do parasito em camundongos infecctados
experimentalmente pelo T. cruzi (revisado por Kayama & Takeda, 2010). A IL-12 é o

principal mediador da produgéo de IFN-y através da indugéo do desenvolvimento de células
Th1 e da ativagéo de células NK. Em macrofagos, o IFN-y induz a expresséo do 6xido nitrico

sintase (NOS2), responsavel pela sintese de NO. Este ultimo & produzido por macréfagos
ativados e é citotoxico ou citostatico para microrganismos intracelulares (Vespa et al., 1994).

Durante a infecgao intracelular do parasita essas moléculas sdo coordenadas para iniciar
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uma resposta imune objetivando controlar a replicagdo do parasita. Com isso, uma alta
susceptibilidade ao T. cruzi tem sido demonstrada em camundongos deficientes em IL-12,

IFN-y, NOS2 (Holscher et al., 1998; Graefe et al., 2003).

Os primeiros estudos relacionados a resposta imune adaptativa dos pacientes
chagasicos focalizaram-se na resposta humoral. A detecgdo de anticorpos reativos ao
parasita foi e € uma importante ferramenta para diagnostico da infecgdo em humanos e,
diante dessa associagao, pesquisas tém sido realizadas para melhor caracterizar a resposta
humoral dos pacientes chagasicos crénicos. Foram encontrados no soro de pacientes
cronicos anticorpos reativos a epitopos de galactose e que podem mediar a lise de formas
tripomastigotas. Esses anticorpos foram denominados “anticorpos liticos”. Estudos recentes
mostraram que os anticorpos liticos sdo encontrados em niveis mais elevados no soro de
pacientes com a forma indeterminada do que a forma cardiaca da doenga, sugerindo um
papel protetor para esses anticorpos (Reis et al., 1993; Cordeiro et al., 2001). Foi
demonstrado que citocinas Th1 (IL-12, IFN-y, TNF-a) s&o responsaveis pela produgdo dos
isotipos IgG1 e 1gG3, enquanto citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-10) estimulam a produgdo do
isotipo 1gG2 (Briere et al., 1994; Kawano et al., 1994). A IgG1 medeia a lise de ligagdo da
proteina do complemento C1q e a fagocitose de macréfagos, enquanto IgG2 medeia a
imunidade através de células efetoras nao fagociticas (Fanger et al., 1991). Muitos autores
tentaram demonstrar a correlagdo entre os isotipos de IgG e a severidade das diferentes
formas clinicas da doenga de Chagas em pacientes infectados (Cerban et al., 1993; Morgan
et al., 1996; Zauza & Borges-Pereira, 2001; Michailowsky et al., 2003; Vergosa et al., 2007),
e em modelos experimentais (Giordanengo et al., 2000; Guedes et al., 2008). Por outro lado,
alguns estudos ndo detectaram diferengas entre os niveis dessas imunoglobulinas (IgG)
entre individuos com diferentes manifestagdes clinicas (Cerban et al., 1993; Cordeiro et al.,
2001; Michailowsky et al., 2003). Contraditoriamente, outros autores encontraram altos
niveis de 1IgG2 no soro dos pacientes com formas cardiaca e digestiva da doenga (Morgan

et al., 1996; Cordeiro et al., 2001). Vergosa et al., (2007) encontraram diferenca estatistica
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nos anticorpos especificos do isotipo IgG2 em pacientes cardiacos quando comparados com
pacientes indeterminados, sugerindo que este isotipo possa ser utilizado com a finalidade de
prognostico para o monitoramento a progressao para a doenga de Chagas e para predizer

sobre os riscos dos danos cardiacos.

A secregéao de citocinas do tipo Th1 (inflamatdrias) e das citocinas do tipo Th2 (anti-
inflamatdrias) na doenga de Chagas tem sido investigada por diferentes autores. Alguns
estudos revelaram que, individuos na forma indeterminada da doengca de Chagas,
apresentaram mondcitos/macréfagos alto produtores de IL-10 apds exposicdo de
tripomastigotas in vifro, enquanto os mondcitos dos individuos na forma cardiaca

produziram, preferencialmente, TNF-o (Gomes et al., 2005; Lorena et al., 2010).

A destruicao tecidual observada em pacientes chagasicos crénicos estd associada a
presencga de um infiltrado inflamatério, e este fato contribuiu para que a maioria dos estudos
imunologicos se focalizassem na resposta celular. Com o desmembramento do pseudocisto
no miocardio ocorre a miocardite aguda. Esta é mediada por células T CD4* e CD8" e
interleucinas, principalmente IL-2 e IL-4. A reacao inflamatodria leva a destruicao das células
musculares e dos neurdnios, e € mantida pela presenga do T. cruzi ou fragmentos de DNA
do parasita, com uma reacao de hipersensibilidade tardia, dilatagdo da microcirculagdo e
fibrose, induzindo cardiomiopatia dilatada crbnica, arritmias, disperistalse, megaeséfago e

megacolon (Higuchi, 1999; Andrade, 1999; revisto por Coura, 2007).

O papel das células T reguladoras na doenga de Chagas esta sendo investigado e,
estudos sugerem que individuos na forma indeterminada produzem uma maior
concentracdo dessas células e, portanto, sdo capazes de controlar os efeitos deletérios da
atividade citotoxica através da inibigdo da ativagdo de células CD8* HLA-DR™ (Vitelli-Avelar
et al., 2005). Da mesma forma, Araujo et al. (2007) mostraram que os individuos na forma
indeterminada tém niveis mais elevados de células T reguladoras (CD4'CD25"e")

expressando FoxP3 e IL-10 comparados com individuos cardiopatia chagasica crénica.



38

A reducédo de células naive e o aumento das células T de memodria podem ocorrer
durante a fase cronica da doencga, e isto pode indicar uma exaustdo da célula T clonal
devido a estimulag&o continua de parasitas persistentes, o que pode estar associado com o
aumento da severidade da doenga (d’'Imperio et al., 1986; Minoprio et al., 1986; Dutra et al.,
1994). Fiuza et al. (2009), avaliaram o perfil de memoria de linfocitos periféricos CD4 e CD8,
bem como a secregdo das citocinas antes e depois de estimulagdo in vitro através da
avaliagdo da resposta celular de pacientes n&o-infectados, pacientes na forma
indeterminada e na forma cardiaca da doenga, e concluiram que pacientes com a forma
cardiaca possuem mais células TCD8 naive secretando IFN-y e células TCD8 de memdria
efetora que os pacientes indeterminados e os nao-infectados, indicando que células T de
mémoria podem estar envolvidas na indugdo do desenvolvimento de uma forma severa da

doencga de Chagas através de mecanismos modulados pelo IFN-y.

2.5.1 Interferon-gama e a doenga de Chagas

Os Interferons (IFN) constituem uma familia de proteinas que foram caracterizadas de acordo
com as bases bioquimicas-, bioldgicas e propriedades antigénicas (Trent et al., 1982; Naylor et al.,
1983). De acordo com essas caracteristicas eles foram classificados em: IFN-a que corresponde ao
IFN do leucécito ou LelF; IFN-B correspondente ao IFN do fibroblasto ou também chamado de FIF;
e IFN-y que é o IFN imunoldgico (Trent et al., 1982). As estruturas das proteinas dos IFN-a e IFN-f3
sdo similares e sdo reconhecidas pelo mesmo receptor. Ambos os genes para IFN-a e IFN-B estdo

localizados no brago curto do cromossomo 9 e ndo possuem introns (Owerbach et al., 1981,
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Shows et al., 1982). Diferentemente dos IFN-a e IFN-B, o IFN-y ndo é homdlogo aos outros tipos
de IFNs e possui um Unico gene que contém 3 introns. O IFN-y foi o Ultimo a ser clonado (Gray et
al., 1982), e este ndo possui nenhuma homologia nas seqiiéncias de nucleotideos quando
comparado com os outros tipos de IFNs; o que leva a crer que o IFN-y seja provavelmente produto

de um Unico gene (Derynck et al., 1982; Gray & Goeddel, 1982; Gray et al., 1982).

A secregdo de IFN-y parece estar associada com forma severa da cardiopatia
chagéasica cronica, demonstrada pelos altos niveis de IFN-y secretado apos estimulo in vitro
de células monocucleares periféricas com antigenos parasitarios brutos. A secregéo de IL-
10 por sua vez, pode estar associada ao controle das lesdes miocardicas e a morbidade,
pois se encontra elevado em pacientes com a forma indeterminada da doenga de Chagas
(Bahia-Oliveira et al., 1998; revisto por Correa-Oliveira et al, 1999), sendo linfécitos T CD4
as células produtoras desta citocina (Gomes et al., 2003). De modo interessante, niveis de
IFN-y parecem nao diminuir apds a cura parasitolégica em pacientes tratados com
benzonidazol (Bahia-Oliveira et al., 1998 e Correa-Oliveira et al, 1999, revisdo). Desta
forma, IFN-y estaria envolvido em ampliar o efeito citotoxico de células TCD8" (Reis et al.,
1997), predominante nos infiltrados inflamatérios cardiacos (Higuchi et al., 1993). IFN-y esta
também presente nas lesbes miocardicas (Reis et al., 1997; Cunha-Neto et al., 1998).
Gomes et al. (2005) descreveram uma predominancia de células T CD4* e CD8" co-
expressando CCR5 e/ou CXCR3 (marcadores de células Th1) e IFN-y ou TNF-a em
pacientes com cardiopatia chagasica crénica do que em pacientes com a forma
indeterminada, que expressaram maior percentual de células CD4" ou CD8" co-expressando
CCR3 (marcador de células Th2) e IL-10 ou IL-4. Recentemente Lorena e colaboradores
(2010) demonstraram que pacientes com cardiopatia dilatada (CARD 2) baseado na
classificagdo da Associagdo do Coragao de Nova York apresentaram um ndmero maior de
células T CD8" expressando IFN-y do que em pacientes com cardiopatia chagasica nio

dilatada (CARD 1) e aqueles na forma indeterminada, apds estimulo com antigeno
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citoplasmatico repetitivo (CRA). De modo interessante o nimero de mondcitos (cerca de 1,0
a 1,5%) secretores de IFN-y estava também presente em todos os grupos (CARD 1, 2 e

IND) (figura 4).

Outros autores (Abel et. al., 2001) descrevem a presenga marcante de altos niveis de
IFN-y produzidos por células periféricas de pacientes com cardiopatia chagasica cronica
apos estimulo com a proteina B13 do T. cruzi. Neste estudo linhagens de células
inflamatorias cardiacas de pacientes com cardiopatia chagasica cronica também foram

capaz de secretarem elevados niveis de IFN-y apds estimulo com PHA.

Contudo, outros autores vém descrevendo papel benéfico para o IFN-y
durante a evolugéo da cardiopatia chagasica crbnica. Assim, Ribeirdo et al. (2000)
em um grupo pequeno de pacientes (n=28), descreveram nao haver associagao aos
niveis elevados de IFN-y produzido apds estimulo com a proteina recombinante
trans-sialidase em pacientes com diferentes formas clinicas, embora nao tenham
descrito como foi realizada a classificacao clinica dos pacientes estudados. Da
mesma forma, apds estimulo com peptideos sintéticos derivados de proteinas do T.
cruzi, foi possivel identificar uma alta freqiéncia de respondedores entre os
pacientes com forma mais branda da cardiopatia chagasica croénica (Grupo 1 da
classificagdo da Associagéo do Coragao de Nova York) e baixa frequéncia de
células produtoras de IFN-y em pacientes com a forma mais severa da cardiopatia
chagasica cronica. Laucella et al., (2004), sendo entao sugerido pelos autores que a
frequéncia da produgao de IFN-y pelas células T de pacientes com a cardiopatia
chagasica cronica esteja associada com a histdérico de exposigao recente.
Infelizmente estes autores nao discutem o tempo de exposicdo e/ou doenca para a
casuistica estudada. Em estudo recente enderecado para a deteccdo de multiplas

citocinas, Vitelli-Avelar et al., (2008) descreveram que pacientes com cardiopatia
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chagasica cronica sao produtores de citocinas predominantemente regulatorias,
enquanto pacientes na forma indeterminada produzem citocinas inflamatérias. No
entanto, apesar do percentual de células produtoras de IFN-y terem sido mais
representativo em pacientes com cardiopatia chagasica crénica, sendo estas T
CD8", ndo ha em geral aumento de células produtoras de IFN-y em relag&o aos
individuos sadios.

A resposta imune montada durante a fase inicial da infecgdo por T. cruzi pode
influenciar o desenvolvimento da cardiopatia a curto ou longo prazo e em intensidade
variavel. Apesar do papel do IFN-y ainda permanecer dubio, se protetor na fase aguda e
indeterminada e/ou deletério na fase crbnica cardiaca, varios fatores como a carga

parasitaria, as cepas do T. cruzi e a genética do hospedeiro podem também ser de igual

importancia.
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Recrutamento para

f Células T ativadas, repertério restrito
,} Expressio de CD28
Proliferagio a estimulos autélogos e do parasita

Figura 4: Representacédo da resposta imune de pacientes chagasicos com as formas indeterminada e
cardiaca, embora muitos conhecimentos tenham sido adquiridos em relagdo a resposta imune de
pacientes chagasicos, importantes aspectos ainda ndo foram esclarecidos.

http://www fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=163
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2.6 POLIMORFISMOS

Polimorfismos s&o variantes genéticas presentes nos genes representando 0,1% e
sdo marcadores da diversidade biologica e, algumas variagdes genotipicas tém correlacédo
com o fenétipo especifico relevante em doengas humanas (Haukim, 2002; Bidwell, 2008).
Os polimorfismos em genes humanos podem ser observados em um ou mais de um dos
seguintes sitios: no promotor ou na regidao 5° flanqueadora; no(s) exon(s) ou no gene que

codifica a sequéncia; no(s) intron(s) ou na regido nao traduzida 3" (3'UTR) (figura 5).

b!aﬂ Di, Exons (cocing sequances)
transcription _ .
s | | N\
. ' 1/ v \"i \1. 3‘
*—{ il—irR o
Promater | ) W ¥ \ ans
AN Initater oL Temiination
codon Introns (infervening sequences) il
Cirection of transcription
Promoter ragjon Exon Intron Untransiated region
+ Transcriptional activity » Silent » Defectin RNAprocessing  * mANA half-ife
» Gene expression  * Defect in mANA processing  * Ribosomal franslation of mRNA

» Gene function

Figura 5: Estrutura de um gene humano, sitios de polimorfismos e relevancia funcional. Jaber, 2004.

O polimorfismo envolvendo a regido promotora 5°do gene podem afetar a atividade
de transcricdo e podem ser de relevancia funcional (Thompson & Thompson, 2001).
Polimorfismos na regido codificante ou no éxon podem ser silenciosos ou afetarem a

expressao ou funcio resultando em mudangas na estrutura, na ligagdo ou no trafego da



44

proteina. Os introns sdo transcritos em RNA, porém sido cortados do RNA mensageiro
(mRNA), antes de serem traduzidos em proteina; conseqlientemente, polimorfismos
envolvendo introns podem levar a erros no processamento do RNA e mRNA. Finalmente,
polimorfismos na regido 3’"UTR podem afetar a expressdo do gene afetando a meia vida do
RNA ou influenciando a tradugao ribossomal do mRNA (Van Deventer, 2000). Trés tipos de
polimorfismos genéticos em humanos foram descritos: 1- Polimorfismo de um Unico
nucleotideo (SNP): é a classe mais comum e normal consistindo na substituigdo de um
unico polimorfismo (Figura 6a). Um SNP na regido promotora pode influenciar a ligagdo do
fator de transcricdo ou outros aspectos da expressdo do gene; 2- numero variavel de
repeticdes Tandem (VNTR) ou polimorfismo em minissatélite; resultam da intersegdo no
conjunto de multiplas cépias de uma sequéncia de nucleotideos de menos de 100 bp de
comprimento, conhecida como minisatélite, entre dois sitios de restricdo. Esta classe de
polimorfismo caracteriza-se por varios alelos, com base no nimero de cépias de minisatellite
(Thompson & Thompson) (Figura 6b) e 3- polimorfismo Microssatélite: sdo sequéncias do
DNA com uma pequena modificagdo em que um dos cinco nucleotideos é repetido muitas
vezes. Uma repeticdo de adenina e citosina (CA) é a forma mais comum descrita.

Microssatélites mostram diferengas hereditarias e estaveis entre individuos (Figura 6c)
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Figura 6: Tipos de polimorfismos génicos: A: Polimorfismo de Unico nucleotideo; B: Numero variavel
de repetigbes tandem ou repeticbes de minissatélites loci; C: Microssatélites loci polimorfismos
(sequéncia de DNA de unidades repetitivas de 2 a 4 nucleotideos)
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2.6.1 Polimorfismos no IFNG

O IFN-y & uma citocina multifuncional produzida por células T efetoras e células NK.
Ele controla o desenvolvimento de células T helper 1 (Th1), sendo estas fundamentais para
a defesa do hospedeiro contra uma variedade de patégenos intracelulares, incluindo a
infecgdo pelo T. cruzi (Torrico et al, 1991; Silva et al, 1992; Torres et al., 2010). O gene que
codifica o IFN-y em humanos se localiza no cromossomo 12g24.1, mede 5.4kb e contém
éxons que codificam uma proteina de 146 aa. Varios polimorfismos de IFNG nas regides
nao codificantes sdo descritos. A repetigdo do microssatéite CA na posigdo -179T/G tem
sido implicada em numerosas doengas auto-imunes e condi¢gdes inflamatorias crénicas
(Pravica et al, 2000; Chong et al. 2006; Pacheco et al, 2008). Um polimorfismo de um Unico
nucleotideo (SNP), localizado no primeiro intron do gene de IFNG em humanos, junto a uma
regido de repeticdo CA (+874T/A polimorfismo rs2430561) pode influenciar a secregado deste

(Pravica et al., 2000).

Varias infecgbes virais, bacterianas e parasitarias estdo associadas a variagdes no
SNP +874T/A. A susceptibilidade a doengas infecciosas como a sindrome respiratéria aguda
severa (SARS) (Chong et al., 2006), hepatite B (Cheong et al 2006; Ribeiro et al 2007),
cancer cervical (HPV) (Gangwar et al 2009), tuberculose (Vallinoto et al., 2010),

toxoplasmose (Albuquerque et al., 2009) estdo associadas a este polimorfismo.

Contudo, o polimorfismo do SNP na posi¢do +874T/A podem ndo estar associados a
outras doengas e infecgdes como pancreatite crénica (Bendicho et al., 2005), leishmaniose

(Matos et al., 2007), tuberculose (Moran et al., 2007) e hepatite C (Pereira et al., 2008).

Por outro lado, doengas auto-imunes também podem ter sua ligagdo com o SNP
+874T/A. Estudo envolvendo Lupus Eritrematoso Sistémico na populagdo Tailandesa
demonstrou que a frequéncia alélica do polimorfimos no gene de IFNG (+874T/A) entre
pacientes portadores de Lupus e pacientes controles (sem Lupus) ndo foram significamente

diferentes. Entretanto, uma associagao significante ocorreu entre o alelo A no grupo dos
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pacientes portatores de Lupus e artrite, sugerindo que este polimorfismo possa ser usado
como marcador para pacientes com Lupus e susceptibilidade a artrite na populagéo

Tailandesa (Tangwattanachuleeporn et al., 2007).

Recentemente, Torres et al., (2010) analisaram a distribuigcdo de alelos e gendtipos
no polimorfismo de IFNG (+874T/A) entre pacientes cardiacos e assintomaticos com doenga
de Chagas na populagdo Colombiana e ndo observaram diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos indicando que este polimorfismo ndo possui influéncia na
progressao da doenga de Chagas. Contudo, ao analisar pacientes soropositivos e soro-
negativos para T. cruzi, os mesmos autores evidenciaram forte associagdo, sendo o
genotipo AA mais freqliente nos pacientes chagasicos, indicando ser este SNP associado a

susceptibilidade a doenga.

O papel do polimorfismo no IFNG na susceptibilidade para a doenga de Chagas e na
progressdao da cardiopatia chagasica crbnica em nossa populagdo ainda merece
investigagdes. Desta forma objetivando a identificacdo do papel do SNP na posicéo +874T/A
na evolugdo da cardiopatia chagasica, incluimos pacientes com varios graus de

acometimento cardiaco, individuos assintomaticos e soro-negativos para T. cruzi.
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3 OBJETIVOS

3.1. Identificar a freqiiéncia dos genotipos e alelos para o SNP no IFNG na posigao
+874T/A em pacientes soropositivos para o T. cruzi apresentando ou ndo a cardiopatia

chagéasica crénica e em individuos sadios soro-negativos para o T. cruzi.

3.2. Associar a presenga dos genotipos e alelos para o SNP no /FNG na posigao
+874T/A a susceptibilidade a infecgdo, comparando pacientes soro-positivos para o T. cruzi

e individuos sadios soro-negativos para o T. cruzi.

3.3. Associar a ocorréncia ao adoecimento em individuos apresentando ou néo a

cardiopatia chagasica crénica.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL E CASUISTICA

Neste estudo, foram incluidos pacientes com doenga de Chagas na forma cardiaca e
individuos sem cardiopatia aparente, além de individuos soronegativos para o T. cruzi. O
projeto denominado “Identificagdo de marcadores imunogenéticos na evolugao clinica para a
doencga de Chagas foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Pesquisa

Clinica Evandro Chagas (IPEC)/Fiocruz (anexo A).

Os pacientes incluidos neste estudo foram selecionados da coorte do Laboratério de
Doenca de Chagas do IPEC/-Fiocruz. A selegdo dos mesmos foi realizada pelos médicos
cardiologistas Sérgio Salles Xavier e Marcelo Teixeira de Holanda e o infectologista Gécio

de Alvarenga Filho. Todos os voluntarios apresentavam soropositividade para T. cruzi.

ApOs aceitarem participar no estudo e assinarem o Termo de consentimento Livre e
esclarecido (TCLE), um questionario clinico - epidemiolédgico foi respondido (anexos B e C).
Os pacientes que aceitaram participar foram incluidos prospectivamente, entretanto analises

retrospectivas foram realizadas para assegurar o perfil clinico no momento da inclusao.
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4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos pacientes com doenga de Chagas, de ambos os sexos com
diagndstico sorologico e clinico compativel com a infecgéao por T. cruzi, maiores de 18 anos,
independente de classe, grupo social ou cor; estes foram atendidos no Laboratério Clinico
de Doenga de Chagas do IPEC/Fiocruz e convidados a participar da presente proposta.
Levou-se em consideragao para a inclusdo dos pacientes com cardiopatia chagasica cronica
a classificagdo clinica em estadios proposta pelo Consenso Brasileiro em Doenga de
Chagas em 2005 (Figura 7), onde pacientes sao classificados de acordo com a presenca de
Eletrocardiograma e Ecocardiograma alterados e presenga ou auséncia de Insuficiéncia

cardiaca.

Estidios Eletrocardiograma Ecocardiograma Insuficiéncia Cardiaca

A Alterado Normal Ausente
B1 Alterado Alterado FEVE>45% Ausente
B2 Alterado Alterado FEVE<45% Ausente

C Alterado Alterado Compensivel
D Alterado Alterado Refratiria

Figura 7: Estadiamento do comprometimento miocardio na cardiopatia chagasica cronica.

Foram incluidos, também, individuos sadios nao infectados por T. cruzi, nao
relatando prévio contato com area endémica para a doenga de Chagas e residentes do

Municipio do Rio de Janeiro.
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A casuistica para este trabalho foi composta de trés grupos de estudos: Os pacientes
com sorologia positiva sem cardiopatia aparente; pacientes com sorologia positiva com
cardiopatia chagasica cronica e individuos sadios com sorologia negativa para T. cruzi. Os
individuos dos dois grupos com sorologia positiva para T. cruzi foram incluidos
consecutivamente no periodo de 2007 a 2009, e estes foram provenientes do Laboratério de
Pesquisa Clinica em doenca de Chagas IPEC-Fiocruz. Assim, foram selecionados 188
pacientes, sendo que destes, 86 (44,3%) ndo apresentaram cardiopatia aparente e 102
(52,7%) apresentaram a forma cardiaca, sendo classificados de acordo com o Consenso
Brasileiro em Chagas de 2005 em: 31 (16,0%) no grupo A, 40 (20,6%) no grupo B1, 6

(3,1%) no grupo B2, 16 (8,2%) no grupo C e 9 (4,6%) no grupo D.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO:

Foram excluidos individuos nas seguintes condigdes:

o Diabetes mellitus;

e Disfungao tireoidiana;

¢ Insuficiéncia renal;

e Doenca pulmonar obstrutiva crénica
¢ Alcoolismo;

¢ Doenca coronariana obstrutiva;

o Doenca cardiaca reumatica.
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4.4 AVALIACAO DO POLIMORFISMO DE IFNG

4.4.1 Obtencao de amostras biolégicas

Foi obtida uma unica amostra de sangue no momento da inclusdo dos
pacientes com doenga de Chagas. Cinco mL de sangue total em EDTA
(Vacuntainer) foram aliquotados e armazenados em freezer —20°C até o momento

do uso para extragao do DNA gendmico.

4.4.2 Extragao de DNA

Para a extragdo do DNA gendmico foram utilizados 200 pL da aliquota do sangue
total em EDTA previamente descongelado. Utilizou-se o QlAmp DNA blood mini kit (Qiagen).
A metodologia utilizada para a extragdo do DNA gendmico seguiu o protocolo descrito pelo
fabricante: 20 yL da proteinase Qiagen foi adicionada a um tubo de 1,5 mL tipo eppendorf,
previamente rotulado com o numero da amostra. Adicionou-se a estes tubos, 200 uL de
cada amostra de sangue, seguido de 200 yL do tampéao AL, do proprio Kit. Os tubos foram
homogeneizados em vortex por 15 segundos. A amostra foi incubada a 56'C por 10 minutos
e centrifugada a 10.000 rotagbes por minuto (rpm), (rapidamente, ou seja, logo que atingia a
rotagdo de 10 000 rpm a operagao era interrompida), o processo foi repetido por 3 vezes,

para remover os possiveis residuos da tampa. Adicionou-se 200 uL de etanol (96 a 100%,
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Merck) e homogeneizado em vortex por 15 segundos. A amostra foi novamente centrifugada
a 10.000 rpm, rapidamente, como anteriormente descrito, para remover 0s possiveis
residuos da tampa. A seguir, a amostra foi cuidadosamente transferida para a coluna QIAmp
e a mesma centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto. A coluna QIAmp foi novamente
transferida para outro tubo de 2 mL (incluso no kit), o filtrado descartado. Adicionou-se 500
pL do tampdo AW1 (incluso no kit) e centrifugou-se a 8.000 rpm por 1 minuto. A coluna
QIAmp foi transferida para outro tubo de 2 mL (incluso no kit) e o filtrado descartado.
Adicionou-se 500 pL do tampao AW2 e centrifugou-se a 14.000 rpm por 3 minutos. A coluna
QIAmp foi transferida para um eppendorf de 1,5 mL (sem tampa) e o filtrado descartado.
Adicionou-se 100 uL do tampao AE (do Kit), incubando-se a temperatura ambiente (15-25°C)
por 1 minuto e entdo centrifugou-se a 8.000 rpm por 1 minuto. A coluna QIAmp foi
descartada. O filtrado foi transferido para um eppendorf de 1,5 mL e o DNA gendmico foi

acondicionado em freezer — 70°C.

Dez uL de cada amostra de DNA foram submetidos a uma corrida eletroforética em
gel de agarose (Invitrogen) a 1%, em tampao TBE 1X, a 60 V, a fim de verificar a presenga
de banda unica no gel. Foi usado o marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen). O DNA
gendmico foi corado em uma solugdo de Brometo de etidio (10 mg/mL) e visualizado em luz

ultravioleta através do Transiluminador (UVP).
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4.4.3 Amplificagao por PCR-ARMS

4.2.2.1 Determinagéo do polimorfismo de IFNG +874T/A

Os polimorfismos foram determinados através da técnica de PCR (Reagédo em
cadeia da polimerase). Para a determinacdo dos polimorfismos de IFNG +874T/A foi
utilizada a técnica de ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System), descrita
primeiramente por Newton et. al. (1989), como uma técnica para a analise de uma mutagéo
pontual ou uma pequena delecdo. O PCR ARMS tipico que é capaz de detectar um
polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) consiste em duas reagbes complementares:
uma contendo um primer especifico para a seqiiéncia normal do DNA e incapaz de
amplificar o DNA mutante no /ocus e outro contendo um primer mutante especifico que ndo
amplifica o DNA normal. O genoétipo de um individuo pode ser determinado pela analise da
amplificacdo de seus produtos, onde o DNA gendmico é amplificado a partir de uma Taq
DNA polimerase (GoTaq® Polymerase (Promega, USA) em duas reagbes de PCR para
cada polimorfismo. Cada reagdo ocorre com um primer antisenso genérico e um de dois
primers sensos alelo especificos. Como controle interno da amplificagdo em ambas as
reacgdes foi utilizado um par de primers desenhados a partir da seqiiéncia nuclueotidica do
hormdnio de crescimento humano de 426 bp. Nesta técnica para cada citocina é identificada
a regiao que contém o polimorfismo e as bases nucleotidicas que sofrem mutagdo. No caso
da citocina INF-y a mutagéo ocorre na regido +874 e ocorre uma modificagdo nucleotidica
de T para A que é determinada pelo cédigo +874T/A. E o gendtipo AA corresponde ao baixo

produtor INF-y, o AT ao médio e por fim o gendtipo TT ao alto produtor.
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Para o polimorfismo de /IFNG na posigdo +874T/A foram utilizados um primer
genérico e dois primers especificos T e A de acordo com o protocolo descrito por Pravica et

al., 2000:

Primer genérico: 5 — TCA ACAAAG CTGATACTCCA-3

Primer especifico T: 5- TTC TTA CAA CAC AAAATC AAATCT -3

Primer especifico A: 5- TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAATCA-3

O primer iniciador utilizado para a amplificagdo do controle interno dessa citocina foi:

CTHM:5 -TCACGGATTTCTGTTGTGTTITC-3’

CTI2:5 -GCCTTC CAACCATTCCCTTA-3

O fragmento do DNA gendmico foi amplificado por PCR utilizando termociclador
GeneAmp 9700 Applied Biosystem de acordo com protocolos previamentes estabelecidos,
seguindo o protocolo de Pravica et al. 2000 com volume final de 20 pL (18,0 L mix + 2,0 uL

de DNA gendmico).

Para cada amostra de DNA foi preparado um mix contento 1,0 yL de Primer genérico
(100 pmol/ yL), 1,0 uL de primer especifico A ou T (100 pmol/ L), 1,0 yuL de controle interno
1 (10 pmol/ pL, 1,0 yL de controle interno 2 (10 pmol/ pL), 4,0 uL de dNTP (2 mM,
Invitrogen), 2,4 uL de MgCI2 (25 mM, Kit Hot Star Qiagen), 3,0 uL de Tampao (10X, Kit Hot

Star Qiagen), 0,5 uL de Taq DNA polimerase (5U/ pL, Kit Hot Star Qiagen), 4,1 uL de H20
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MiliQ estéril. O volume final do mix foi de 18,0 puL sendo adicionado 2,0 yL DNA gendmico
da amostra a ser processada. O volume final da reagéo foi de 20 pyL. A PCR foi realizada no
Termociclador (Applied Biosystems). Os ciclos utilizados foram os seguintes: 95°C (3
minutos), 10 ciclos de 95°C (15 segundos), 65°C (50 segundos) e 72°C (40 segundos)
seguidos por 20 ciclos de 95°C (20 segundos), 55°C (50 segundos) e 72°C (50 segundos),

72°C (7 minutos) e 4°C (temperatura de finalizagéo).

4.2.2.2 Eletroforese em gel de agarose.

A amplificagdo do fragmento foi confirmada em corrida eletroforética em gel de
agarose (Amersham) 1,5 %, utilizando TBE 1X. Foi usado o marcador de peso molecular
100bp (Invitrogen). O DNA foi corado em uma solugéo de brometo de etidio (10mg/mL) e
visualizado em luz ultravioleta em transluminador. As imagens foram capturadas usando um

sistema de captura de imagem (figura 7).

Figura 8: llustracédo do resultado do ARMS-PCR de IFN-y +874T/A.
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4.5.6 Analise estatistica dos resultados

A freqiéncia dos gendtipos e alelos foi avaliada pela contagem de genes. Tabelas
2x2 foram construidas para determinar a significAncia estatistica nas diferengas nas
freqliiéncias dos alelos e gendtipos utilizando o teste exato de Fisher ou prova do qui-
quadrado (x2) em individuos com perfil homozigotos e heterozigotos individuais para os
polimorfismos SNPs nos individuos dos trés grupos estudados. Foi utilizado o programa
estatistico SPSS (Statistical package for the social Science) versdo 16.0 para a
determinagdo exata das frequéncias dos gendtipos e alelos de todos os polimorfismos
realizados neste estudo. A nossa casuistica foi testada quanto ao equilibrio de Hardy-
Weinberg sendo esta enquadrada dentro dos padrdes de equilibrio determinado pelo

mesmo.
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5 RESULTADOS

5.1 CASUISTICA

A média de idade dos pacientes na fase indeterminada foi de 52,81 (+ 11,01) anos,
sendo que destes 35 (40,7%) eram homens e 51 (59,3%) eram mulheres. No grupo dos
pacientes com cardiopatia chagasica cronica, a média de idade foi de 57,44 (+ 9,83) anos,

apresentando 41 (40,2%) homens e 61 (59,8%) mulheres, como descritos na Tabela 1.

O estado de nascimento dos pacientes foi analisado, sendo que trés Estados
apresentaram maior frequéncia, sendo estes: Bahia (25,8%), Minas Gerais (25,8%) e
Paraiba (11,9%), correspondendo a 63,5% da casuistica. Foi questionado aos voluntarios e
levantado nos prontuarios, o tempo de infecgdo pelo T. cruzi, que foi classificado entre as
seguintes faixas: de 11 a 20 anos, de 21 a 30 anos e mais de 30 anos de infecgdo. Assim,
dentre os pacientes com cardiopatia chagasica cronica 1 (1,0%) paciente possui de 11-20
anos de infecgéo, 7 (6,9%) de 21-30 anos e 94 (92,2%) pacientes mais que 30 anos. Nos
pacientes indeterminados observamos que, 2 (2,3%) pacientes apresentaram de 11-20
anos, 3 (3,5%) tinham de 21-30 anos e por ultimo 81 (94,2%) mais que 30 anos de infecgéo.
Desta forma, casos e controles ndo apresentaram diferengas estatisticas entre o tempo de
infeccdo pelo T. cruzi, o que ndo se tornard um confundidor na analise genética para a

evolucdo da cardiopatia chagasica crénica.

A fungéo sistolica dos pacientes com cardiopatia chagasica crénica foi classificada
em normal; leve; moderada e grave. Cinquenta e dois (51,0%) apresentaram fungao sistélica
normal, 19 (18,5%) apresentaram disfungao sistolica leve, 10 (10,0%) disfungcdo moderada e
21 (20,5%) apresentaram disfuncdo sistdlica grave. Todos os 86 (100%) pacientes

indeterminados apresentaram fungéo sistélica normal.

Foram incluidos 179 individuos sadios nao infectados pelo T. cruzi, ndo relatando

prévio contato com area endémica para a doenga de Chagas e residentes do Municipio do
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Rio de Janeiro. Estes individuos possuiam média de idade de 35,10+11,5 anos, sendo 63

(35,2%) homens e 116 (64,8%) mulheres (Tabela 1).
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Tabela 1: Dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes com doenga de Chagas e

individuos sadios.

Individuos sem

Cardiacos cardiopatia Controles
n= 102 aparente n=179
n= 86
Idade (+SD) anos 57,44 (9,83) 52,81 (11,01) 35,10 (11,5)
Sexo (M/F) 41/61 35/51 63/116
Naturalidade
Bahia 25 (24,5%) 25 (24,5%) 0
Minas Gerais 25 (24,5%) 17 (19,8%) 0
Paraiba 12 (11,8%) 11 (12,8%) 0
Rio de Janeiro 0 0 179 (100%)
Tempo de infecgao (anos)
11-20 anos 1(1,0%) 2 (2,3%) SN
21-30 anos 7(6,9%) 3 (3,5%) SN
>30 anos 94 (92,2%) 81(94,2) SN
Funcao sistélica*
Normal 52 (51,0%) 86 (100%) ND
Leve 19 (18,5%) 0 ND
Moderada 10 (10,0%) 0 ND
Grave 21 (20,5%) 0 ND

SD = desvio padréo; *fungao sistélica normal >55%, leve 45% a 55%, moderada 35% a 45% e

grave <35%. SN = soro negativos para T. cruzi; ND= n&do determinado.
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Ao analisarmos o grupo de cardiopatia chagasica cronica de acordo com o Consenso
Brasileiro em doenga de Chagas de 2005, a média de idade no grupo A foi de 56,35
(£11,03) anos sendo 9 (29,0%) homens e 22 (71%) mulheres; no grupo B1 a média de idade
foi de 58,03 (£10,38) anos, sendo 18 (45,0%) homens e 22 (55,0%) mulheres; no grupo B2 a
média de idade foi de 60,00 (+7,74) anos, sendo 3 (50%) homens e 3 (50%) mulheres; no
grupo C a média de idade foi de 57,69 (£6,20) anos e este possuia 8 (50%) homens e 8
(50%) mulheres; e por fim o grupo D com média de idade 56,44 (+10,85) anos, sendo 3
(33,3%) pacientes homens e 6 (66,7%) mulheres (Tabela 2). O tempo de infec¢gdo dos
pacientes pertencentes aos grupos A, B1, B2, C e D, foi em sua maioria >30 anos 27 (87%),
37 (92,5%), 6 (50%), 15 (93,7%) e 9 (100%) respectivamente. Com base nos resultados do
ecocardiograma a fungdo sistélica dos pacientes foi avaliada, o grupo A, 31 (100%)
pacientes obtiveram funcdo sistélica normal. Ja no grupo B1, 21 (52,5%) pacientes
possuiram classificagdo normal para a fungao sistélica, 19 (47,5%) pacientes disfungéo leve.
No grupo B2, 5 (80,0%) pacientes moderada e 1 (20,0%) paciente disfungdo grave. O grupo
C foi composto de 5 (31,25%) pacientes possuidores de disfungéo sistélica moderada e 11
(68,7%) pacientes com disfungao sistdlica grave. Por fim, no grupo D, todos os 9 (100%)

pacientes possuiram disfuncio sistolica grave. (Tabela 2).
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Tabela 2: Classificagao clinica dos pacientes com cardiopatia chagasica crénica de acordo
com o Consenso Brasileiro em Chagas de 2005.

A B1 B2 C D
n= 31 n=40 n=6 n=16 n=9

Idade (+SD) anos 56,35 (11,03) 58,03 (10,38) 60,00 (7,74) 57,69 (6,20) 56,44 (10,85)
Sexo (M/F) 9/22 18/22 3/3 8/8 3/6
Naturalidade

Bahia 8 (25,8%) 7 (17,5%) 2 (33,3%) 6 (37,5%) 2 (22,2%)

Minas Gerais 9 (29,0%) 9 (22,5%) 1(16,7%) 2 (12,5%) 4 (44,4%)

Paraiba 4 (12,9%) 6 (15,0%) 1(16,7%) 1(6,3%) 1(11,1%)
Tempo de infecgdo

11-20 anos 0 (0,0%) 1(2,5%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

21-30 anos 4 (13,0% 2 (5,0%) 0 (0,0%) 1(6,3%) 0 (0,0%)

>30 anos 27 (87,0%) 37 (92,5%) 6 (100%) 15 (93,7%) 9 (100,0%)
Funcao sistélica*

Normal 31 (100,0%) 21 (52,5%) 0(0,0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Leve 0 (0,0%) 19 (47,5) 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Moderada 0 (0,0%) 0 (0,0%) 5 (80,0%) 5 (31,3%) 0 (0,0%)

Grave 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(20,0%) 11 (68,7%) 9 (100,0%)

SD = desvio padrao; * fungao sistélica normal >55%, leve 45% a 55%, moderada 35% a 45% e grave <35%.
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5.2 ANALISE DO POLIMORFISMO PARA O GENE IFNG

5.2.1 Distribuigcao genotipica e alélica

Para a analise do polimorfismo para o gene IFNG na posigdo +874T/A, 367
amostras, contemplando os trés grupos estudados, foram submetidas ao ARMS-PCR,

seguindo o protocolo descrito por Pravica et. al, 2000.

A Tabela 3 mostra a comparagao realizada entre os pacientes (cardiacos e sem
cardiopatia aparente) com sorologia positiva para o T. cruzi e individuos controles sadios.
Através da avaliagédo do polimorfismo de IFNG +874T/A nos pacientes foi possivel identificar
que 75 (39,9%) destes apresentaram o genétipo AA, 84 (44,7%) o gendtipo AT e 29 (15,4%)
apresentaram o genétipo TT. Em relagdo ao grupo controle, este apresentou 62 (34,6%), 91
(50,8%) e 26 (14,5%) para os gendtipos AA, AT e TT respectivamente. Quando os gendtipos
foram comparados entre os dois grupos, ndo foi observada diferenga estatistica entre estes
quando analisados por dominancia (p= 0,5) ou co-dominanicia.(p= 0,29 ou 0,81). A
frequéncia do alelo A foi ligeiramente maior nos pacientes 234 (62,2%) do que nos controle
215 (60,1%), porém sem diferencga estatistica, (p= 0,540). A frequéncia do alelo T foi menor
nos pacientes 142 (37,8%) do que nos controles 143 (39,9%), contudo sem diferenca

estatistica (Tabela 3).

A frequiiéncia dos gendtipos e alelos dos pacientes quando estes foram divididos em
pacientes com cardiopatia chagasica crénica e sem cardiopatia aparente esta descrita na
Tabela 4. Foi possivel identificar que 26 (30,2%) pacientes sem cardiopatia aparente
apresentaram genotipo AA, 42 (48,8%) AT e 18 (21,%) apresentaram gendtipo TT. A analise
deste polimorfismo demonstrou que entre os individuos classificados como cardiacos, 49
(48,0%), 42 (41,2%) e 11 (10,8%) apresentaram respectivamente genoétipo AA, AT e TT.

Quando os grupos de pacientes cardiacos e pacientes sem cardiopatia aparente foram
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comparados foi possivel observar diferenga significativa entre estes quando o genétipo AA
esta em dominancia (p= 0,024, OR = 0,32 a 0,53) ou em co-dominancia para AA (vs AT+
TT; p=0,013, OR= 2,13 {1,1 — 4,1]). O alelo A estava expresso em 68,6% no grupo com
cardiopatia chagasica cronica e em 54,7% no grupo sem cardiopatia aparente, enquanto
que o alelo T apresentou frequéncia de 31,4% e 45,3% nestes grupos, com diferenca
estatistica de p= 0,0053 (OR = 1,82 {1,177 — 2,83]), indicando o papel protetor do alelo T

para a evolugéo da cardiopatia chagasica cronica (Tabela 4).

Quando analisamos a frequéncia genotipica e alélica entre os subgrupos de
pacientes com cardiopatia chagasica crbnica e pacientes sem cardiopatia aparente,
observamos que foi possivel identificar na analise do polimorfismo que os pacientes sem
cardiopatia aparente apresentaram para genétipo AA, AT e TT respectivamente 26 (30,2%),
42 (48,8%) e 11 (20,9%). Em relagéo os subgrupos de pacientes com cardiopatia chagasica
crbnica, o subgrupo A apresentou 16 (51,6%) pacientes com gendtipo AA, 14 (45,2%) com
gendtipo AT e 1 (3,2%) com gendtipo TT. O subgrupo B1 apresentou 20 (50%) pacientes
com genotipo AA, 16 (40%) pacientes com gendtipo AT e 4 (10%) com gendtipo TT. Ja para
0 subgrupo B2, foi possivel identificar nas analises que 2 (33,3%) pacientes eram
possuidores do gendtipo AA, 2 (33,3%) do gendtipo AT e 2 (33,3%) do gendtipo TT. As
analises no subgrupo C demonstraram que 8 (50%) dos pacientes apresentaram genotipo
AA, 7 (43,8%) gendtipo AT e 1 (6,3%) apresentou gendtipo TT. Por fim, no subgrupo D, este
apresentou 3 (33,3%), 3 (33,3%) e 3 (33,3%) para os genotipos AA, AT e TT
respectivamente. Quando fazemos a comparagéo entre gendtipos do grupo A e genotipos
do grupo de pacientes sem cardiopatia aparente, observamos diferenga estatistica de
p=0.0075 (OR= 0,9 a 0,54), outra diferencga estatistica foi observada quando analisamos e
comparamos genoétipos dos pacientes do grupo B1+B2 e o grupo de pacientes sem
cardiopatia aparente p=0.052 (OR= 0,39 a 0,51). Durante as outras comparagdes de
gendtipos nenhuma diferenca estatistica foi observada. A freqiiéncia alélica para o alelo A

foi de 94 (54,6%), 46 (74,2%), 56 (70%), 6 (50%), 23 (71,9%) e 9 (50%) respectivamente
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entre os pacientes sem cardiopatia aparente e os subgrupos A, B1, B2, C e D. Quando uma
comparagdo entre as freqliéncias alélicas foi realizada, diferengas estatisticas foram
observadas durante a comparagdo entre os grupos A e o0 grupo de pacientes sem
cardiopatia aparente p=0.016 (OR=1,09 a 4,15) e durante a comparagao entre 0os grupos
B1+B2 e do grupo de pacientes sem cardiopatia aparente p=0.044 (OR=0,98 a 3,02). Ja
para o alelo T a frequéncia foi de 78 (45,3%), 16 (25,8%), 24 (30%), 6 (50%), 9 (28,1%) e 9
(50%) respectivamente para os pacientes sem cardiopatia aparente e os subgrupos.(Tabela

5).
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Tabela 3: Freqiiéncia genotipica e alélica do /IFNG +874T/A em pacientes com doenga de
Chagas e individuos controles sadios ndo provenientes de area endémica para doenga de

Chagas.
Pacientes
cardiacos e
pacientes
IFNG +874 T/IA Controles
sem %2 p valor OR
rs2430561 n= 179 (%)
cardiopatia
aparente
n= 188 (%)
Genotipos
AA 75 (39,9%) 62 (34,6%) 0,367 0,50 1,0
AT 84 (44,7%) 91 (50,8%) 0,76
T 29 (15,4%) 26 (14,5%) 0,92
AAvs. AT+ TT 75vs 113 62 vs 117 1,08 0,29 1.25[0,8-1,9]
TTvs. AT+ AA 29 vs 159 26 vs 153 0,06 0,81 1,07 [0,6-1,9]
Alelos
A 234 (62,2%) 215 (60,1%) 0,37 0,54 1,10 [0,81-1,49]
T 142 (37,8%) 143 (39,9%)

HWE - pacientes com sorologia positiva para Trypanosoma cruzi 2= 0,46, p= 0,49; individuos sadios

soronegativos 2= 0,63, p= 0,42
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Tabela 4: Frequéncia genotipica e alélica do IFNG +874T/A em pacientes com
doenga de Chagas na fase crénica cardiaca e pacientes soropositivos sem
cardiopatia aparente.

Sem
IFNG +874 TIA Cardiacos cardiopatia
t x2 p valor
rs2430561 n= 102 aparente OR
n= 86

Genotipos
AA 49 (48,0%) 26 (30,2%) 7,44 0,024 1
AT 42 (41,2%) 42 (48,8%) 0,53
T 11 (10,8%) 18 (20,9%) 0,32
AAvs. AT+ TT 49 vs 53 26 vs 60 6,17 0,013 2,13 [1,1-4,1]
TTvs. AT+ AA 11 vs 91 18 vs 68 3,68 0,055 0,46 [0,19-1,1]
Alelos
A 140 (68,6%) 94 (54,6%) 7,46 0,0053 1,82 [1,17-2,83]
T 64 (31,4%) 78 (45,3%)

HWE - pacientes com cardiopatia chagasica cronica y2= 0,19, p=0,65; pacientes sem cardiopatia

aparente 2= 0,018, p= 0,89
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Tabela 5: Freqliéncia genotipica e alélica do IFNG +874T/A em pacientes com doenga de Chagas na fase crbonica cardiaca divididos em subgrupos e
pacientes sem cardiopatia aparente.

IFNG +874 T/IA A B1 B2 C D Sem cardiopatia
rs2430561 n= 31 n=40 n= n=16 n= aparente
n= 86
Genotipos ' 2°
AA 16 (51,6%) 20 (50%) 2(33,3%) 8(50,0%) 3(33,3%) 26 (30,2%)
AT 14 (45,2%) 16 (40%) 2(33,3%) 7(43,8%) 3(33,3%) 42 (48,8%)
T 1(3,2%) 4 (10%) 2 (33,3%) 1 (6,3%) 3(33,3%) 18 (20,9%)
AAvs. AT+ TT'*"™
TTvs. AT+ A”?™
Alelos
AT 46 (74,2%) 56 (70%) 6 (50%) 23 (71,9%) 9 (50%) 94 (54,6%)
T 16 (25,8%) 24 (30%) 6 (50%) 9 (28,1%) 9 (50%) 78 (45,3%)

! p=0.0075 (x2=7,15) OR: 0,09-0,54 entre grupos A e pacientes sem cardiopatia aparente; 2 p=0.052 (X2=3,77) entre grupos B1+B2 e pacientes sem cardiopatia aparente;

®p=0,25 (x°=1,31) entre C+D e pacientes sem cardiopatia aparente; ‘p=0,37 (x>= 0,80) entre B1+B2 e vs A; °p=0,24 (x°= 1,35)entre C+D vs A; °p=0,70 (3°=0,14) entre C+D
vs B1+B2.
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" p=0.033 (x2=4,53) OR: 0,98-6,22 entre os grupos A e pacientes sem cardiopatia aparente; ®p=0.045 (X2=4,01) OR: 0,95-4,74 entre os grupos B1+B2 e pacientes sem
cardiopatia aparente; °p=0.19 (3*=1,65) entre C+D e pacientes sem cardiopatia aparente; '°0=0.75 (x°=0,11) entre B1+B2 e vs A; ''p=0.57 (x°=0,32) entre entre C+D vs A;

2p=0.75 (x°=0,10) entre C+D vs B1+B2.

Bp*=0.021 (x°=5,25) OR: 0,01-0,97 entre grupos A e pacientes sem cardiopatia aparente; "“p=0.26 (x°=1,25) entre grupos B1+B2 e pacientes sem cardiopatia aparente;
®p**=0.41 (%=0,30) entre C+D e pacientes sem cardiopatia aparente; '®0**=0.14 (x°= 2,16) entre B1+B2 e vs A; "p**=0.11 (x’=2,78) entre entre C+D vs A; '°p**=0.49

(x°=0,12) entre C+D vs B1+B2.

°p=0.016 (3°=5,73) entre grupos A e pacientes sem cardiopatia aparente; *°p=0.044 (3’=4,02) entre grupos B1+B2 e pacientes sem cardiopatia aparente; *'p=0.24
(x*=1,38) entre C+D e pacientes sem cardiopatia aparente; *p=0.36 (x°=0,82) entre B1+B2 vs A; *p=0.24 (3°=1,36) entre entre C+D vs A; **p=0.68 (x°=0,17) entre C+D vs

B1+B2.”
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Averiguamos se haveria associagdo entre os valores percentuais da fragao de
ejecdo e os gendtipos para o polimorfismo de IFN-y +874T/A, em individuos com
cardiopatia chagasica cronica. As analises foram realizadas inicialmente em todos os
cardiopatas (figura 8 A) que mostrou uma tendéncia (Anova p=0,0597) para
percentuais menores na fragdo de ejegdo em individuos portadores do gendtipo TT
(mediana 43, minimo 16 e maximo 72, n=11); comparados com os portadores do
genotipo AA (mediana 60, minimo 20 e maximo 70, n=49) ou aqueles portadores do
gendtipo AT (mediana 53, minimo 20, maximo 78, n=41). Nao observamos diferengas
significativas em relagdo aos grupos de Classificagdo A, B1+B2 e C+D (figura 8 B,C e

D).

Figura 9: Os graficos acima representam a distribuicdo dos valores de fragdo de ejegdo nos
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diferentes gendtipos para o polimorfismo de IFN-y +874T/A (AA, AT e TT). A analise foi
realizada no grupo cardiaco total, no grupo de paciente A, B1+B2 e C+D.
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6 DISCUSSAO

O papel do IFN-y é ainda contraditério no desenvolvimento da cardiopatia
chagasica crbnica, sendo, por alguns autores considerado como deletério por alguns
autores (revisado por Cunha-Neto et al., 2009; D’Avila et al., 2009: revisado por
Gutierrez et al. 2009; revisado por Cunha-Neto et al., 2011; revisado por Marin-Neto et
al., 2011) , mediando a ativagdo de células T CD8 citotdxicas e lesdo tecidual e
benéfico para outros autores (Gomes et al., 2003; Laucella et al., 2004; Cunha-Neto et
al., 2005; Albareda et al., 2006). Contudo, na forma indeterminada, IL-10 bloguearia a
expressao de INF-y, suprimindo a resposta lesiva as células miocardicas. O
desequilibrio destas citocinas por si s6 ainda ndo pode ser explicado, visto que
somente um tergo dos pacientes com a infeccdao por T. cruzi, desenvolvem a
cardiopatia chagasica cronica. Assim, nosso objetivo foi identificar na populagéo
brasileira a diversidade de expressao genotipica do SNP +874T/A do IFNG. Este SNP
confere uma secregao diferenciada para os portadores dos alelos AA, AT e TT, como

sendo baixos, médios e altos produtores de INF-y (Pravica et al., 2000).

Até o momento (margo de 2011) somente sete trabalhos descrevem o
polimorfismo do SNP +874T/A do IFNG na populagao brasileira, em relagao a varias
patogenias: (Hepatite C) (Pereira et al., 2008); Leishmaniose (Matos et al., 2007);
Pancreatite Cronica (Bendicho et al., 2005); Paracococidioidomicose (Bozzi et a.,
2009); Toxoplasmose (Albuquerque et al., 2009); Tuberculose (Amim et al., 2008 e
Vallinoto et al., 2010) mas ndo ha referencias a este polimorfismo na doenga de
Chagas em nossa populagdo. A freqiéncia do genétipo TT dito como protetor varia de

9.,0 a 25% e nossos resultados mostram freqiiéncia mediana de 14,5% nos individuos
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saudaveis. Nao observamos diferencga estatistica entre os pacientes com doenga de
Chagas (n=188) provenientes de varios estados do Brasil e individuos sadios (n=179)
provenientes do Rio de Janeiro, em relagcdo as freqiiéncias genotipicas e alélicas.
Contudo, Torres et al. (2010) descreveram recentemente na populagdo Colombiana
uma associagao entre a susceptibilidade a doenga e o gendtipo AA (baixo produtor de
IFN-y), quando pacientes chagasicos foram comparados a individuos controles da
mesma area geografica da provincia de Santander na Coldmbia. Como a populagao
de pacientes com a doenca de Chagas por nés estudada, era proveniente de
dezesseis Estados do Brasil, sendo 25%, 42% e 23% representantes da Bahia, Minas
Gerais e Paraiba, respectivamente e a populagdo controle sadia estudada era
proveniente do Estado do Rio de Janeiro, pode haver alguma interferéncia na
expressdo deste SNP em diferentes areas geograficas do Brasil. As freqiiéncias do
SNP +874T/A do IFNG na populacédo brasileira foram descritas em residentes dos
Estados do Para (24% para o genotipo TT), Rio de Janeiro (9, e 18%), Bahia (9,5 € 9,6
%), Goias (25%) e Minas Gerais (19%), mostrando uma possivel associagdo com a
colonizagdo destas areas no Brasil, pois a distribuicdo deste SNP é ampla. A
populagdo de pacientes chagasicos analisada por nosso grupo é proveniente do
Hospital de Doengas Infecciosas - IPEC no Estado do Rio de Janeiro, onde a maioria
dos pacientes agora reside. Em media estes individuos sairam da area endémica de

Chagas ha cerca de 30 anos.

Quando analisamos a freqliéncia genotipica e alélica entre individuos com
cardiopatia chagasica crénica (n=102) e indeterminados (n=86) observamos uma
diferenga estatistica (p= 0,024) no modelo de co-dominancia, sugerindo que o
gendtipo TT possuia papel protetor, sendo mais encontrado nos pacientes
indeterminados, assintomaticos, do que em pacientes com cardiopatia chagasica

cronica. No modelo de dominéncia genética, pacientes portadores do gendtipo AA tem
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2,13 (p=0,013) vezes chances de desenvolverem a cardiopatia chagasica cronica se
comparados aos portadores do gendtipo AT ou TT. Enquanto que aqueles portadores
do gendtipo TT no modelo recessivo tem 0,46 (p=0,055) vezes de chance para
desenvolverem a cardiopatia chagasica crénica. Contudo, a Unica publicagédo
disponivel no momento (Torres et. al., 2010), os autores n&o encontram associagao
com o desenvolvimento da cardiopatia chagasica crbnica entre os pacientes
cardiopatas e indeterminados na populagdo Colombiana. Ndo ha descrigdo dos
diferentes estagios clinicos da doenga de Chagas. Nossa casuistica esta sendo
acompanhada clinicamente ha cerca de 20 anos, o que nos possibilitou estratificar os
cardiopatas de acordo com a gravidade da doenga. Assim, evidenciamos que o inicio
das manifestagdes cardiacas pode estar fortemente associada ao polimorfismo de
IFNG, pois pacientes com cardiopatia chagasica cronica do grupo A, portadores do
genotipo AA sdo mais susceptiveis ao adoecimento que aqueles assintomaticos
portadores do mesmo gendtipo (p=0,0075; OR = 0.09). Nao evidenciamos diferengas
entre os assintomaticos e os pacientes com cardiopatia chagéasica crénica dos grupos

B1/B2 ou C/D.

Assim, nossos resultados apontam para uma associagao entre o SNP +874T/A
e o inicio da cardiopatia chagasica crénica, ndo sendo associado com o agravamento
das manifestagbes clinicas cardiacas. Se levarmos em consideragdo que niveis
séricos de IFN-y podem estar associados com o desenvolvimento da cardiopatia
chagasica cronica, como hipotetizados por Gomes et al., 2003, , nossos resultados
vao contra estas hipoteses, visto que pacientes portadores do gendtipo TT, altos
produtores de IFN-y, estdo menos susceptiveis a desenvolverem a cardiopatia
chagasica cronica. Ainda ha questdes a serem respondidas em relagdo ao sitio das
lesdes cardiacas, visto que ha aumento desta citocina no miocardio, sendo produzidas

por células T CD4. Da mesma forma, IFN-y esta sendo proposto como marcador de



75

cura para pacientes com doenga de Chagas tratados com benzonidazol indicando uma

diminuigdo da carga parasitaria (Laucella et al.,2009).
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7 CONCLUSOES

1- Nzo evidenciamos associacdo dos gendtipos de IFN-y, na posicdo +874T/A

entre pacientes e individuos sadios, indicando ndo existir influencia deste

polimorfismo com a infecgado pelo T. cruzi.

2- O gendtipo AA no gene que codifica IFN-y, na posigdo +874T/A foi associado a

maior suscetibilidade para a transigdo de individuos sem cardiopatia aparente
para a forma cronica cardiaca da doenga de Chagas. Pacientes portadores do
alelo A, ditos como baixos produtores de IFN-y tém 1,8 vezes de chances de

desenvolverem a cardiopatia chagasica cronica.

O gendtipo AA no gene que codifica IFN-y, na posicdo +874T/A nao foi
associado a progressao da cardiopatia, determinada pelas alteragbes

eletrocardiograficas e ecocardiograficas.
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PERSPECTIVAS

1- Como a doenga de Chagas € uma infecgao que inclui varias formas clinicas,
varias fases evolutivas do parasito, distribuigcdo geografica de cepas do T. cruzi,
além de uma complexa resposta imunolégica do hospedeiro, que
possivelmente levaria a uma variagdo génica do hospedeiro também relevante.
A identificagdo de outros SNPs relacionados a resposta imune podera

aumentar nosso conhecimento sobre a patogenia da doenga de Chagas.

2- Mutagdes nao silenciosas podem induzir modificagbes na produgdo de
citocinas, quimiocinas e alterar a resposta do hospedeiro ao T. cruz. Assim,
comparar os diferentes genétipos do gene de IFN-y e outras citocinas aos
niveis séricos de seus produtos podera nos auxiliar para determinarmos o real

papel destes marcadores na cardiopatia chagasica cronica.
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1. lIdentificagao:

Titulo do Projeto: “Identificacdo de marcadores (imuno) genéticos na evolugao clinica para a
doenca de Chagas”.

Pesquisador Responsavel: Sergio Salles Xavier.

Instituicdo Responsavel: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/FIOCRUZ.

Data de Apresentagdo ao CEP: 15/06/2010.

2. Sumario:

Visa a acompanhar e correlacionar a evolugdo clinica e achados imunolégicos e
imunogenéticos em individuos infectados pelo 7. cruzi, estando estes na forma
indeterminada ou na forma cardiaca da fase cronica da doenga de Chagas. Ser&o
incluidos pacientes atendidos ambulatorialmente no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (PEC). Esta proposta ndo sera um estudo caso controle convencional, pois ndo
seréo incluidos individuos sadios, soro-negativos para o T. Cruzi. Os individuos controle
serdo pacientes na forma indeterminada da doenga de Chagas, pareados por sexo e idade
em relagdo aos individuos com cardiopatia crénica chagasica (CCC). Levando-se em
consideragéo que a coorte possui 789 individuos, serdoc incluidos os seguintes grupos,
considerando-se para o calculo do tamanho amostral a menor freqiéncia (14%) para o
alelo do gene de CCR2, e que serd necessario a incluséo de pelo menos 10 individuos
com este polimorfismo: Grupo 1 — (ou controle) — 216 pacientes com a sorologia positiva
para o T. cruzi, na forma indeterminada. Serdo mapeados por sexo e idade em relagéo aos
individuos do grupo2; Grupo 2 — (ou caso) 113 pacientes com sorologia positiva para o T.
cruzi, na forma cardiaca sendo estes pertencentes ao grupo A (36 ou 13% da coorte — 264,
ECG alterado € ECO normal), grupo B (36 ou 12% da coorte — 199, ECO alterado sem
falha cardiaca), grupo C (25, [com expectativa de inclus&o de 36 nos 3 anos do projeto] ou
48% da coorte — 52, apresentando falha cardiaca) e grupo D (16 [com expectativa de
inclusdo de 20 nos 3 anos do projeto] ou 2,9% da coorte — 23, com FC avancada).
Espera-se com este estudo (descritivo) identificar genes que tenham associagdo com o
agravamento da cardiopatia chagésica cronica.

3. Observagées Gerais: (Atendendo a Resolugdo CNS 196/96).

Projeto com delineamento adequado. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em
linguagem acessivel ac sujeito de pesquisa. Este projeto sera submetido a FAPERJ para
financiamento integral.

4. Diligéncias:
Sim. Foram satisfeitas.
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Estamos convidando-o (a) a participar de uma pesquisa sobre a infec¢ao pelo
Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas, para tentar entender se existem diferengas entre os
pacientes em relagdo a genética de cada um e como a doenga evolui em cada paciente.

A infec¢do pelo Trypanosoma cruzi € muito comum em nosso pais e muitos individuos
estdo infectados e podem desenvolver problemas cardiacos, mesmo 10-30 anos depois da
infeccdo. Nao ha ainda vacinas ou um tratamento eficaz para a forma cronica (avangada) desta
doenca. Para o acompanhamento desta doenga o (a) senhor (a) fara rotineiramente exames de
sangue (hemograma, bioquimica, sorologia) e exames no coracao (eletrocardiograma e
ecocardiograma). Todo o tratamento sera realizado sem custo. Se o (a) senhor (a) aceitar
participar do projeto, nao havera mudanga no seu tratamento. Somente uma amostra de sangue
sera retirada, uma tinica vez.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , estou sendo informado (a)

sobre a doenga de Chagas, e os procedimentos necessarios para o acompanhamento desta
enfermidade no IPEC-Fiocruz, bem como os exames que farei para o projeto que estou
sendo convidado a participar. Fui informado também que a rotina clinica e laboratorial nao

mudara se desejar ou nao participar desta pesquisa.

PROCEDIMENTOS
1. Procedimentos
Se eu concordar em participar neste estudo, sei que:

a) Eu concordo em realizar, a critério dos médicos, os exames de sangue e de coragao.

b) Eu permitirei que 25 mL de sangue sejam retirados para verificar a presencga de fatores
que determinam a progressédo das lesbes cardiacas (MBL, DC-SIGN, TNF, BAT1, IFNy,
CCR5, CCR2, CCL5, M2, BETA-ADR) através de testes genéticos que serdo realizados com
uma amostra de DNA (material genético que fornece as caracteristicas individuais de
cada ser humano, animal e vegetal) extraido nesta coleta.

c) Fui informado que os resultados dos testes genéticos estardo disponiveis para
meu conhecimento, mas que nao terao poder de diagndéstico ou interferirdo em
meu tratamento.

d) E do meu conhecimento que todos os materiais usados para a coleta de sangue s&o
descartaveis.

e) Minha identificagdo sera mantida em sigilo por todos os participantes.
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Para participar desta pesquisa terei que receber informagdes sobre o assunto, ler e assinar
este Termo de Consentimento, além de colher a amostra de sangue.

3. Local do Estudo

Todo o acompanhamento clinico sera realizado no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (IPEC), sob a responsabiliade de seu médico, e o estudo do material obtido sera feito
no Laboratéri