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A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, é considerada a doenca
parasitaria de maior impacto na América Latina. Apresenta as fases aguda e cronica. A fase
cronica caracteriza-se pelas formas clinicas indeterminada, cardiaca, digestiva, mista e
nervosa. A razao do desenvolvimento de uma forma ou de outra ainda ndo ¢ conhecida.
Especula-se que fatores genéticos do hospedeiro ¢ do parasito podem contribuir para tal.
Em relagdo aos fatores genéticos do hospedeiro, varios genes poderiam ser eleitos como
candidatos, especialmente os de citocinas. Assim, nesse estudo, o gene da linfotoxina alfa
(LT-o) foi analisado. A LT-o ¢ uma citocina inflamatdria, importante na organizacdo e
manutencgio do processo inflamatorio, pela disposi¢ao das células no local da inflamagéo e
por estimular moléculas de adesdo, como VCAM, ICAM e e-selectina. Além disso,
localiza-se no cromossomo 6, em uma regido altamente polimorfica do genoma humano.
Embora pouco estudada em doenca de Chagas, estudos experimentais mostraram sua agao
direta sobre tripomastigotas e a correlacao de haplotipos (LTA+80C/+252G) com a
suscetibilidade ao desenvolvimento da forma cardiaca da doenga. Esse estudo se propos a
identificar a frequéncia do polimorfismo no gene da LT-a, posi¢io +252, em individuos
com sorologias positiva e negativa para 7. cruzi € com as formas clinicas cardiaca e
indeterminada da doenga de Chagas cronica. Ainda, associar a presenca do alelo
polimoérfico com a presenga de infeccdo e/ou forma clinica apresentada pelo individuo,
comparar os niveis de LT-a produzidos por PBMC de individuos com os diferentes formas
clinicas e gendtipos do polimorfismo e avaliar o principal subtipo de linfocito T produtor
de LT-a por meio de citometria de fluxo. Nao foi observada associagdo entre o gendtipo
apresentado pelo individuo ¢ o género, a sorologia e a forma clinica cardiaca ou
indeterminada. Porém, quando foi calculada a razdo das chances (OR), observou-se um
risco de 2,8 vezes maior para os portadores do gendtipo GG e de 2,4 vezes para 0S
portadores do genotipo GA, em relagdo aos portadores do genodtipo AA. Além disso, o
ado G foi mais frequente entre os individuos com a forma cardiaca da doenga. Ha um
risco de 2,4 vezes maior de portadores do alelo G desenvolver aforma cardiaca em relagdo
aos ndo portadores. Considerando-se a produgdo de LT-o por PBMC, essa citocina ¢
produzida em maiores quantidades apds 120 horas de cultura (basal ou apds estimulo com
antigenos de 7. cruzi). Individuos soropositivos para 7. cruzi produzem mais LT-a, na
presenca do antigeno, do que os individuos soronegativos, em cultura de 48 horas. Em
cultura de 120 horas, ha maior produgdo basal e apos estimulagdo por PHA, nesses
individuos. Individuos com a forma cardiaca produzem mais LT-a do que individuos com
a forma indeterminada, apos estimulagdo com antigenos de 7. cruzi, em cultura de 48
horas. Nao houve diferengca na producdo da citocina entre os diferentes genotipos do
polimorfismo estudado. Apenas nos individuos com sorologia positiva foram observados
niveis mais elevados na presenca do alelo G, concordando com dados da literatura.
Linfocitos T CD8" expressaram mais LT-o. do que os linfécitos T CD4", na auséncia de
estimulo e apds estimulo com antigenos de 7. cruzi. A presenca do antigeno diminuiu a
expressio de LT-o por linfécitos T CD4, sugerindo a presenca de mecanismos
reguladores. A LT-o é expressa predominantemente por linfocitos T CDS8" na auséncia de
estimulos e ap6s estimulo com antigenos de 7. cruzi. Esse estudo apresenta resultados
genéticos e biologicos que colocam a LT-o. como uma citocina importante no
desenvolvimento daforma cardiaca da doenga de Chagas.

Palavras-chave: doenga de Chagas, polimorfismo genético, linfotoxina alfa.
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Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is the parasitic disease
considered of the greatest impact in Latin America. It has an acute and a chronic phase.
The chronic phase is characterized by the indeterminate, cardiac, digestive, mixte and
nervous clinical forms. The reason for the development of one form or another is not yet
known. It is speculated that host and parasite genetic factors can contribute to this. For the
host genetic factors, several genes could be elected as candidates, especialy those of
cytokines. Thus, in this study, the gene of lymphotoxin alpha (LT-o) was examined. LT-o
is an inflammatory cytokine, important in the organization and maintenance of the
inflammatory process, the arrangement of cells at the site of inflammation and by
stimulating molecules of adhesion, such as VCAM, ICAM and E-selectin. Furthermore, it
is located in a highly polymorphic region of the chromosome 6. Although few studied in
Chagas disease, in experimental models, a direct action on trypomastigotes was
demonstrated and in humans a correlation of haplotypes (LTA +80 C / +252 G) with the
development of cardiac form. The aims of this study was to identify the frequency of
polymorphism in the LT-a gene, position +252, in subjects with positive and negative
serology for 7. cruzi and in patients with cardiac and indeterminate clinical forms of
chronic Chagas disease. Also, to associate the presence of the polymorphic allele with the
presence of infection and/or clinical form presented by the individual, to compare the
levels of LT-o produced by the different genotypes of the polymorphism and clinical
forms and to evaluate the main subtype of T lymphocyte by flow cytometry. There was no
association between the genotype and gender, serology or clinica form cardiac or
indeterminate presented by the individual. However, when it was cal culated the Odds Ratio
(OR), there was arisk of 2.8 times higher for carriers of the GG genotype and 2.4 times for
people with genotype GA, comparing with carriers of AA genotype. Furthermore, the G
allele was significantly more frequent among individuals with the cardiac form. Thereisa
risk 2.4 times higher for carriers of the G allele develop the cardiac form compared to
individuals that carry the A allele. Considering the production of LT-a by PBMC, this
cytokine is produced in larger quantities after 120 hours of culture (basal or after
stimulation with antigens of 7. cruzi). Seropositive individuals for T. cruzi produce more
LT-a seronegative individuals in 48 hours culture. In 120 hours culture, there is increased
production baseline and after stimulation by PHA in these individuals. Individuals with
cardiac form produce more LT-a than individuals with the indeterminate form, after
stimulation with antigens of 7. cruzi in 48 hours culture. There was no difference in
cytokine production between the different genotypes of the polymorphism studied. Only
individuals with positive serology produced higher cytokine levelsin the presence of the G
alele, in agreement with literature data. CD8" T lymphocytes expressed more LT-o
without stimulation and after stimulation with antigens of 7. cruzi. The presence of the
antigen reduced the expression of LT-a by CD4 T lymphocytes, suggesting the presence of
regulatory mechanisms. LT-a. is expressed predominantly by CD8" T lymphocytes in the
absence of stimulation and after stimulation with 7. cruzi antigens. This study presents
genetic and biological results that place the LT-a as an important cytokine in the
development of cardiac form of Chagas disease.

Keywords: Chagas disease, genetic polymorphism, lymphotoxin alpha.
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1.1. Doenga de Chagas

Na década de 90, a doenca de Chagas foi considerada pelo Banco Mundial como a
doenca parasitaria mais séria na América Latina, com impacto socioecondmico
consideravelmente maior do que os efeitos combinados de outras infecgdes parasitarias
(DIAS;, SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002). A doenga, cujo agente etiologico ¢
Trypanosoma cruzi, foi descrita em 1909 pelo pesguisador brasileiro Carlos Chagas
(CHAGAS, 1909) e é endémica na América Latina (MONCAYO, 2003). E estimado
gue a prevaléncia total da infec¢do humana por 7. cruzi em 18 paises endémicos
alcance 17 milhdes de casos. Aproximadamente 100 milhdes de pessoas (25% dos
habitantes da América Latina) estao sob risco de infecgao (MONCAYO, 2003).

A histéria natural da doenga de Chagas comeca ha milhdes de anos como uma
doenga enzodtica em animais silvestres, que ainda persiste em areas como a regiao
Amazbnica desta forma. Quando o homem se aventura nos ecoOtopos naturais da
infecgdo, ela comega a ser transmitida acidentalmente como uma antropozoonose.
Como resultado do desmatamento para a agricultura e pecuaria na América Latina nos
ultimos 200 a 300 anos, os triatomineos, hospedeiros invertebrados da doenga, ficaram
sem aimento e comegaram a colonizar areas ao redor e dentro dos domicilios
humanos. Esses insetos se tornaram adaptados ao novo nicho, aimentando-se de
sangue humano e de animais domésticos como uma zoonose (COURA, 2007). T. cruzi
pode transpassar 0s vetores e ser transmitido a0 homem por mecanismos alternativos,
principalmente, transfusio sanguinea, transmissdo congénita, sendo esta bem mais
frequente do que indica a literatura médica (BITTENCOURT, 1963), infecgdo
acidental em laboratorios, transplante de o6rgdos ¢ via oral (BRENER, 1987).

Independentemente da forma de infec¢ao, as formas tripomastigotas penetram em

uma variedade de células. nrincinalmente as musculares lisas e estriadas. e macrofagos
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Depois da invasio celular, os tripomastigotas sdo contidos dentro de uma estrutura
conhecida como vacuolo parasitéforo, do qual eles subsequentemente escapam,
diferenciando-se em amastigotas, replicando-se livremente no citosol e transformando-
Se novamente em tripomastigotas. Os flagelados, entao, rompem a célula do hospedeiro
e apos circularem no sangue por um periodo varidvel de tempo, alcangam outras
Células e continuam seu ciclo intracelular. A intera¢ao 7. cruzi-célula do hospedeiro
envolve um processo complexo de reconhecimento mituo mediado por receptores de
membrana, principalmente glicoproteinas e carbohidratos (ANDRADE, 1958;
BRENER, 1987; ANDRADE; ANDREWS, 2005).

Devido a um programa coordenado de varios paises do Cone Sul a transmissao da
doenca de Chagas por vetores e por transfusdo de sangue foi interrompida no Uruguai
em 1997, no Chile em 1999 e em 8 dos 12 estados endémicos do Brasil em 2000.
Ainda, aincidéncia de novas infecgdes por 7. cruzi ho continente inteiro diminuiu em
mais de 70% (MONCAY O, 2003).

Depois de adquirida, distinguem-se duas fases na doenca de Chagas: a aguda ¢ a
cronica (CHAGAS, 1911). Apos a infeccdo, os individuos passam pela fase aguda que
dura aproximadamente dois meses e ¢ caracterizada pelo ato nimero de parasitos na
corrente circulatoria e nos tecidos. Caracteriza-se por febre, mal estar, edema,
hepatoesplenomegalia, infartamento ganglionar generalizado e taquicardia (LARANJA
et a., 1956; ANDRADE, 1958). A multiplicacao exponencial do parasito resulta em
um aumento gradual da parasitemia geralmente detectada pelo exame a fresco. A
maioria dos pacientes ¢ capaz de desenvolver uma resposta imune que controla a
proliferagdo dos parasitos, tornando a parasitemia subpatente (BRENER, 1987).

As vezes, o inicio da infecgdo ¢ acompanhado de sintomas e sinais locais,

decorrentes da penetragdo do parasito e representado pelo sinal do olho (sina de
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Romana) ou pelo chagoma de inoculagdo, com formacdo de uma lesdo exsudativa
proliferativa, acompanhada de reacdo ganglionar satélite (LARANJA; DIAS;
NOBREGA, 1948; ANDRADE, 1958). Essa fase apresenta um curto curso clinico e
reacoes inflamatorias nos tecidos parasitados (DIAS, 1984). As lesdes da fase aguda
Sdo caracterizadas pela presenga de reagoes inflamatorias localizadas, com predominio
de células mononucleares no local de ruptura de pseudocistos, ocasionalmente com
formagdo de granulomas localizados principalmente nos musculos ¢ tecido cardiaco.
Em certos casos, pode haver hiperplasia linforeticular nos glanglios linfaticos, figado e
baco e a presenca de macrofagos invadidos pelo parasito. Em outros casos, ou
concomitantemente, pode haver miocardite aguda difusa, com edema intersticial,
hipertrofia de fibras do miocardio e dilatagdo de cavidades cardiacas (ANDRADE,
1958; COURA, 2007). O principal tecido acometido ¢ o cardiaco, cuja manifestagdo ¢é
a miocardite grave, relacionada com a presenca de parasitos intracelulares
(ANDRADE, 1982; PRATA; MACEDO, 1984; PRATA, 2001). Foi descrita, também,
uma forma em que os sintomas Sio brandos e os pacientes sdo aparentemente
imunorregulados (BRENER, 1987).

Os sintomas e sinais da infec¢do inicial sdo, em regra, transitorios, regredindo
parcial ou totalmente apos os primeiros meses de doenga (geralmente, depois de dois a
guatro meses). Alguns doentes morrem durante essa fase (quase sempre criangas), com
manifestagdes de meningoencefalite ou de insuficiéncia cardiaca ou, de ambas. Sem
tratamento, a mortalidade decorrente dessas causas ¢ de cerca de 5 a 10% (PRATA,
2001; DUTRA; GOLLOB, 2008). Na maioria, porém, a doenga se desenvolve de
maneira favoravel, passando a uma fase de cronicidade mais ou menos assintomatica
(LARANJA; DIAS, NOBREGA, 1948). Ha evidéncia de cura espontinea da doenga.

Uma paciente, apresentando quadro clinico febril compativel com a forma aguda da
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tripanossomiase ¢ exame de gota espessa positivo, nunca mais apresentou evidéncias
sorolégicas ou parasitologicas da infec¢do por 7. cruzi em variadas oportunidades
(DIAS et dl., 2008).

Transcorridos de dois a quatro meses, as manifestagcdes clinicas agudas
desaparecem e 0s parasitos sio raramente detectados no sangue periférico, podendo
apenas haver essa possibilidade por meio de métodos parasitologicos de
xenodiagnostico e hemocultura (BRENER, 1987). O parasitismo tissular ¢ raro. Pode
ser observado quando técnicas, tais como imunohistoquimica, Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) in situ ou PCR padrao sdo aplicadas para a detec¢do de 7. cruzi nos
tecidos doentes de hospedeiros com infec¢ao cronica (TARLETON; ZHANG, 1999). A
progressio para a fase cronica ¢ simultdnea ao estabelecimento de uma relativa
eficiéncia do sistema imunoldgico, que torna os niveis de parasitemia subpatentes em
todos os individuos imunocompetentes (DUTRA; GOLLOB, 2008). Embora a
parasitemia esteja drasticamente reduzida, ¢ durante a fase cronica que a maioria dos
sintomas da doenga de Chagas pode ocorrer (DUTRA; GOLLOB, 2008). Geralmente, a
fase cronica comega com um longo periodo assintomatico, chamado de forma
indeterminada, que acomete a maioria dos individuos (50 a 60%) e persiste de dez a
trinta anos ou por toda a vida (BRENER, 1987). Aproximadamente um terco de todos
0s individuos com a forma indeterminada desenvolvera manifesta¢des clinicas da
doenca de Chagas cronica (TEIXEIRA; NASCIMENTO; STURM, 2006). Cerca de 20
a 30% desenvolvem, apos 10 a 20 anos de infecgdo, miocardiopatia de gravidade
variavel; finalmente, 8 a 10% apresentam a forma digestiva, caracterizada por
dilatagdes do esofago e/ou codlon (megaesdfago e megacodlon, respectivamente). Os
demais pacientes apresentam associagdo das manifestagdes cardiaca e digestiva,

conhecida como forma mista ou cardiodigestiva (BRENER, 1987).
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Chagas (1911) fez uma classificagdo dos casos de infecg¢@o cronica em cinco formas
clinicas: formas pseudomixedematosa (presenca de sinais leves de hipotireoidismo),
forma mixedematosa (a insuficiéncia glandular era mais acentuada), forma cardiaca,
forma nervosa e formas cronicas com exarcebagdes agudas. Posteriormente, achou
conveniente agrupar os pseudomixedematosos na forma cronica indeterminada, para
indicar a auséncia de sindrome clinica predominante (CHAGAS, 1916), introduzindo,
entdo, autilizagio desse termo.

Assim, a forma indeterminada da doenga de Chagas cronica tem grande
importancia epidemiol6gica em areas endémicas. Durante o periodo assintomatico, os
individuos podem ser considerados como pertencentes a categoria de cardiacos em
potencial  (ANDRADE, 1958; ANDRADE, 1982; DIAS, 1989). Essa fase ¢
caracterizada por positividade de exames sorologicos e/ou parasitologicos, auséncia de
sintomas e/ou sinais da doenga, eletrocardiograma convencional normal e coragéo,
esdofago e colons radiologicamente normais. Esses critérios estdo de acordo com a
Validade do Conceito de Forma Indeterminada da Doenga de Chagas, apresentados
em 1985.

Todavia, foi detectada a presenca de parasitos, necrose, infiltrado inflamatorio e
fibrose em biopsias de endocardio de pacientes chagasicos da Venezuela, cujas fungdes
clinicas e eletrocardiograficas mostravam-se normais (GUERRA et al., 1987; ANEZ et
al., 1999). De acordo com esses achados, o conceito da forma indeterminada torna-se
guestionavel. Concordando com esses resultados, Barreto et a. (1990) afirmaram que
todos os portadores da forma indeterminada apresentam algum comprometimento
cardiaco, embora as alteragcdes detectadas foram de pequena magnitude ¢ o dano

cardiaco pouco acentuado.
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A evolugdo clinica de pacientes com a forma indeterminada é geralmente lenta e
benigna. Em longo prazo, a evolugao desses pacientes ¢ favoravel, e eles, geralmente,
morrem de outras causas (DIAS, 1989).

Outra manifestagdo clinica da doenca é a forma cardiaca, anatomicamente
caracterizada pela localizagido das lesdes no tecido cardiaco. Aparece mais comumente
em individuos entre 20 e 30 anos, geralmente transcorridos de 10 a 20 anos da fase
aguda. Os pacientes cardiacos desenvolvem uma miocardiopatia de variavel gravidade
clinica, expressa por uma grande variacdo de manifesta¢des, de pequenas alteragdes
eletrocardiograficas a insuficiéncia cardiaca ou morte subita. Algumas diferencas em
sua forma de apresentagdo sao observadas de acordo com a area geografica que se
analisa. Assim, existem regidoes nas quais a maioria dos casos se desenvolve em
miocardite cronica, com manifestagcdes clinicas precoces (menos de 10 anos) e sua
evolugdo até os estagios terminais ¢ mais rapida. Ao contrario, em outras regides, as
manifestacdes cardiacas sdo mais tardias, em menores porcentagens ¢ a evolugdo ¢é
mais lenta. Em alguns pacientes observam-se alteragoes eletrocardiograficas (bloqueio
de ramo direito e/ou hemiblogueio anterior) que permanecem invariaveis por 20 a 30
anos, sem que novas anormalidades aparegam. Néao se conhece qual a verdadeira razao
dessas diferengas, embora se acredite que dependam das caracteristicas patogénicas de
diferentes cepas e/ou de aspectos relativos a relagdo parasito-hospedeiro (ELIZARI,
1999). Nesse estagio, os parasitas dificilmente sdo encontrados no coragdo e outros
6rgdos (BRENER, 1987). Das evidéncias reunidas de estudos em modelos animais e
em humanos, quatro principais mecanismos patogénicos poderiam explicar o
desenvolvimento dessa manifestagdo da doenga de Chagas: disautonomia cardiaca,
distarbios microvasculares, danos ao miocardio dependentes do parasito ¢ mediados

pelo sistemaimunol6gico (MARIN-NETO et al., 2007).
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Sabe-se que a miocardiopatia chagasica cronica ¢ a forma de cardiopatia especifica
mais frequente no mundo e trata-se de uma doenga cardiaca progressiva e irreversivel
(praticamente em 100% dos casos) e ¢ altamente incapacitante (ELIZARI, 1999).

Os achados de autopsias variam com a sintomatologia. Quando ndo ha insuficiéncia
cardiaca, o coragdo pode estar normal ou pouco aumentado. O tUnico achado
macroscopico pode ser o estreitamento do apice do ventriculo esquerdo, que pode
apresentar um aneurisma. E diferente do aneurisma arterosclerético (pés-infarto), por
nao ser formado por tecido cicatricial (PRATA, 2001). Em éareas endémicas, essa lesdo
ocorre em 19% dos pacientes chagasicos (PRATA, 2001). A miocardite e a fibrose
podem ser focais ou difusas. Lesdes do sistema de condugdo sdo frequentes e
geralmente fibroticas, caracteristicas encontradas em casos de morte subita
(ANDRADE; LOPES; PRATA, 1987; PRATA; MACEDO, 1984).

A presenca de distirbios de conducdo intraventricular, tais como o bloqueio de
ramo direito, ou o hemiblogueio anterior constituem um marcador altamente sensivel
para o diagnostico da miocardite chagasica cronica (ELIZARI, 1999).

Quando a insuficiéncia cardiaca esta presente, principalmente apoés um periodo de
descompensagdo, o coragao torna-se hipertrofiado e apresenta dilatagio em todas as
camaras. A congestdo passiva predomina no sistema circulatorio. Fendmenos
tromboembolicos ¢ estreitamento do apice cardiaco sdo comuns. A miocardite ¢é
intensa. Ha hipertrofia de fibras cardiacas, associada com areas de necrose e
degeneragio hialina, fibrose focal ou difusa ¢ edema. A cardiopatia chagasica pode ser
sintomatica ou assintomatica. A forma assintomatica s6 ¢é detectada apos
eletrocardiograma em exames periddicos, ndo causando qualquer alteragdo na rotina
desses pacientes. Entretanto, nesses casos, pode ocorrer morte subita (PRATA,;

MACEDO, 1984).
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O conceito de morte sibita em doenga de Chagas ¢ variavel. Devem-se considerar
como chagasicos falecidos subitamente agueles individuos cujo Obito ocorre
repentinamente e que antes nao apresentavam sintomas ¢/ou sinais da doenga (LOPES
et a., 1975). Esta ¢ uma caracteristica comum da doenca de Chagas cronica,
acometendo aproximadamente 38% dos pacientes com ou sem insuficiéncia cardiaca
congestiva (PRATA, 2001). De modo geral, o coracdao do chagasico falecido
subitamente apresenta grau normal ou se mostra ligeiramente alongado. Nos
chagasicos com insuficiéncia cardiaca congestiva a forma é, em geral, globosa ou
Conica. Microscopicamente, o exame dos coragdes desses individuos mostra, a
exemplo do gue ocorre nos tripanossomoticos com outros tipos de obito, que a lesdo
fundamental é o processo inflamatorio cronico que acomete epicardio, miocardio e
endocardio. Portanto, o substrato histopatolgico observado ¢ o de uma cardite cronica
(LOPES et al., 1975; LOPES et al., 1981).

A cardiopatia chagasica cronica ¢ resultante de dano miocardico progressivo
consequente a incessante miocardite fibrosante. Essa forma tem como substrato
anatomico fundamental um processo de miocardite cronica difusa, progressiva, que
destruindo o miocardio leva a uma dilatagdo global das cavidades cardiacas,
traduzindo-se clinicamente em uma insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC),
predominantemente ventricular direita. A miocardite cronica difusa ¢ caracterizada por
uma infiltragdo difusa de células mononucleares, na qual predominam as células
linféides. Além disso, o infiltrado tende a mostrar areas de adensamentos focais, muitas
vezes em correlagdo com focos de destruigdo tecidual, ha fibrose intersticial que tende
aenvolver afibra cardiaca, ha congestdo e edema de todo o miocardio, nota-se extrema
escassez ou auséncia de parasitos intracelulares (ANDRADE, 1982; ALMEIDA et a.,

1984). O processo lesa, quase sempre, 0 miocardio e também cria condigdes para o
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aparecimento de tromboses intracardiacas. Arritmias e acidentes tromboembolicos
ocorrem, assim, no curso da doenga (ANDRADE, 1958). Ainda, pode-se observar que
nos chagasicos com ICC, o grau de desnervagdo foi em geral menor do que nos
pacientes sem ICC. Além disso, a desnervagdo parassimpatica do coragdo ndo guardou
relagao com a hipertrofia do miocardio ou com a ICC (ALMEIDA et al., 1987).

Comparando-se a miocardiopatia chagasica com a miocardiopatia dilatada, conclui-
Se gue a presenca de fibrose, hipertrofia e processo inflamatério de grau moderado ou
intenso sao sugestivos, mas nao patognomonicos da doenga de Chagas. Por outro lado,
miocardiopatia dilatada ¢ mais frequentemente associada a menor fibrose ou hipertrofia
e a presenca de processo inflamatério de grau discreto. O aspecto do processo
inflamatorio tende a ser difuso na miocardiopatia dilatada e na doenca de Chagas ele é
multifocal (BARRETTO et al., 1989).

Ainda, a doenca de Chagas cronica pode acometer o trato digestivo, especialmente
esofago ¢ colon, e o sistema nervoso. Na forma digestiva, uma das manifestagdes mais
precoces do megaesofago ¢ a incoordenagdo dos movimentos peristalticos do esofago,
gue mais tarde sio seguidos por dilatagdo, disfagia e sintomas relacionados.
Constipagao prolongada ¢ o principal sintoma do megacolon, que apresenta diferentes
graus de dilatagio (BRENER, 1987).

No megaeséfago e megacolon ha sempre algum grau de destruicdo do sistema
nervoso autonomo, que precede as ateracdes de motilidade. Ha grave desnervagdo na
presenca de esofago de calibre normal. Existem lesdes nas camadas musculares, mas
Ndo se sabe se sdo primarias ou secundarias (KOEBERLE, 1957; PRATA, 2001).

As principais manifestacoes clinicas encontradas na forma digestiva sdo a disfagia,
odinofagia (dor a degluti¢ao dos alimentos), regurgitagdes, epigastralgia, dispepsia,

hipertrofia das parétidas, discinesia esofagiana, alteracdes morfologicas e desordem

Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!

“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

motora do arco duodenal, alteragdes do transito intestinal, meteorismo (acimulo de
gases no abdomen) e constipagio intestinal (REZENDE, 1959).

Ha casos em que ha associa¢do de “megas” com a cardiopatia chagasica cronica,
sendo esta chamada de forma mista (PORTO; PORTO, 1959; CHAPADEIRO et .,
1964). Chapadeiro et al. (1964) observaram que o total de “megas” associados a
cardiopatia chagasica foi de 17,3%.

O envolvimento do sistema nervoso foi descrito primeiramente por Chagas (1911).
Mello e Mello (1955) descreveram um caso de encefalopatia infantil, de forma
hemiplégico-espasmodica, que por diagnodstico de exclusdo, foi incluido na forma
nervosa cronica da doenga.

Em nenhuma outra doenga infecciosa o envolvimento do sistema nervoso autonomo
¢ tdo importante quanto na doenga de Chagas, 0 que é demonstrado pela presenga de
lesdes, desnervagdo e desordens funcionais. A desnervag@o do sistema parassimpatico
estd mais bem documentada e ¢ mais intensa do que do sistema simpatico (DeFARIA;
REZENDE; RASSI, 1988; PRATA, 2001). A destruigao ocorre, preferencialmente, em
neurdnios periféricos e ¢ mais frequentemente observada na fase aguda, provavelmente
persistindo durante a cronica, sendo mais evidente nas formas cardiacas ¢ digestivas do
gue na forma indeterminada. No sistema nervoso periférico, observa-se uma neurite
bem individualizada. O envolvimento do sistema nervoso central esta bem estabelecido
na fase aguda, na meningoencefalite e na imunodepressio (DeFARIA; REZENDE;
RASSI, 1988; PRATA, 2001).

Acredita-se que 0 sistema nervoso central também ¢é acometido na doenca de
Chagas cronica. T.cruzi parasita células gliais e produz reagdo inflamatéria quando ha
ruptura de ninhos de amastigotas. A encefalopatia chagasica cronica acomete uma

minoria de individuos (5 para cada 1000 pacientes portadores de cardiopatia manifesta)
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e apresenta-se clinicamente com sinais e sintomas inespecificos (PITTELLA, 1996).
No entanto, o envolvimento do sistema nervoso central na fase cronica da doenca de
Chagas, demonstrado por anormalidades morfoléogicas ¢ funcionais é ainda objeto de
discussio. Neuropatias periféricas ndo afetam todos os pacientes e sdo geralmente
subclinicas e ndo incapacitantes (WACKERMANN et al., 2008).

Como ¢ possivel perceber, a doenga de Chagas cronica apresenta ampla variedade
de formas clinicas, desde a aparente auséncia de sintomas da forma indeterminada até
as manifestacdes graves observadas na forma cardiaca da doenga. A razdo de os
pacientes infectados por 7. cruzi progredirem para as distintas formas clinicas nao ¢é
conhecida. Fatores como a cepa do parasito e seu tropismo tissular, carga parasitaria,
tempo de infec¢do, natureza da resposta imunologica apresentada e a genética do
hospedeiro desempenham papel importante (DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA; 2005;
DUTRA; GOLLOB, 2008).

Nesse aspecto, ¢ interessante observar a relativa importancia atribuida ao parasito
versus hospedeiro no que tange as explicagdes para a evolugdo patogénica da doenga.
Historicamente, trés fases distintas podem ser levantadas. A primeira, chamada “fase
do parasito”, corresponde ao periodo imediatamente posterior a descrigdo da doenga,
quando nao havia davidas do papel de 7. cruzi na patogénese. Nesse periodo, houve
uma intensa, mas ndo produtiva busca por métodos bioldgicos ¢ bioquimicos e
marcadores capazes de estabelecer uma ligagdo entre a variabilidade de parasito ¢ a
forma clinica da doenga. A falha em se obter alguma associagdo entre o parasito e a
forma clinica desenvolvida pelo paciente somada a escassez de parasitos no sangue
periférico e tecidos dos pacientes sintomaticos levou a fase da autoimunidade. Nesse
segundo periodo, a importancia patogénica do parasito foi relegada a segundo plano,

exceto pelas evidéncias de reatividade cruzada do hospedeiro com epitopos do parasito
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(CUNHA-NETO et a. 1995; ABEL; KALIL; CUNHA-NETO, 1997). A descoberta de
técnicas mais sensiveis para a detec¢do de 7. cruzi recuperou o papel primario do
parasito na patogénese da doenga de Chagas. Atualmente, experimenta-Se a terceira
fase, a fase gendomica, na qual a doenga ¢ vista como uma interagdo entre as duas
variaveis e os genomas coenvolvidos: o genoma do parasito ¢ o genoma humano
(MACEDO et d., 2004).

Essa visio sugere que as diferentes formas clinicas da doenga de Chagas podem ser
explicadas por variagdes no tropismo tissular, um processo que ¢ influenciado por
fatores genéticos do parasito e do hospedeiro (MACEDO; PENA, 1998; VAGO et al.,

2000; ANDRADE et al., 2002).

1.2. Papel da Resposta Imunologica na Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC)

O principal objetivo dos estudos de imunidade a T. cruzi é o entendimento dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos na resisténcia a este protozoario, bem como a
patogénese da doenga de Chagas (BRENER; GAZZINLELLI, 1997).

O sistema imune participa de maneira complexa na doenca de Chagas. Parece que
particularmente nos estagios iniciais a resposta imune ¢ protetora. No entanto, o
tripanosoma ¢ capaz de escapar das defesas imunologicas do hospedeiro e sobreviver,
apesar de uma reagdo imune continua que se desenvolve. Na fase cronica, a resposta
imune pode ter uma conotagdo danosa para o hospedeiro, por meio de significativo
componente autoagressivo (ABATH, 1983).

Por algum tempo, acreditou-se que o desenvolvimento das manifestagdes clinicas
cardiacas era resultado da presenga do parasito. No entanto, a desproporgdo verificada
entre a presenca de parasitos e a magnitude das lesdes evolutivas, nos casos da forma

cronica da doenca, suscitou outras hipoteses patogénicas ndo diretamente relacionadas
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ao parasito. A teoria alérgica com lesdo tissular a distancia, pelaliberacdo de antigenos
parasitarios, deu melhor compreensdo aos achados anatomopatologicos nos casos
cronicos. A reinfecgdo exdgena ou a constante reinfecgdo pelos ciclos endogenos
parasitarios, acompanhadas da lise dos parasitos no hospedeiro, constitui fonte
antigénica suficiente para justificar a eclosdo sucessiva e ininterrupta de lesdes
exsudativas ou produtivas de carater granulomatoso, sobretudo no coragdo
(CARVALHAL, 1977). Nenhuma hipétese patogénica se ajustava tdo bem como esta
para explicar a patogenia da forma cronica da doenga. Entretanto, segundo Prado
(1959) devia haver agum “elo perdido” tdo grandes sdo as diferengas clinicas,
imunoldgicas e anatomopatologicas entre a fase aguda parasitaria e a fase cronica,
oligo ou mesmo sem parasitos.

Foi proposta, entdo, a teoria das patias chagéasicas parassimpaticoprivas na qual se
acreditava ter-se resolvido o “elo perdido”. A doenga no cora¢do ou em outros 6rgaos
cavomusculares, expressa nos graus variaveis de lesdo dos plexos mioneurais, poderia
prosseguir com ou sem parasitos, por meio de um mecanismo perpetuador que
explicaria a renovagao dos processos lesivos por um mecanismo distinto, simultineo a
acdo de parasitos, mas, também, sozinho, autossuficiente, quando ndo mais fossem os
parasitos encontrados no hospedeiro infectado (CARVALHAL, 1977).

Apesar dos varios anos de pesquisa e discussdo, a causa de doenga na infecgao
cronica por 7. cruzi permanece foco de constantes debates. Atualmente, outro ponto
das discussdes ¢ se a doenga de Chagas tem carater autoimune, resultante de uma
resposta imune inapropriada a autoantigenos que sao induzidos e talvez perpetuados
pela infec¢ao por 7. cruzi, ou se é resultado da incapacidade de controlar a infec¢ao
adequadamente ou sem danos constantes pelos 30-40% dos individuos infectados que

desenvolvem a doenga cardiaca (TARLETON, 2003).
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A infeccdo por T. cruzi é a principal causa de doenca cardiaca e de mortes
relacionadas ao sistema cardiovascular em areas endémicas, com aproximadamente
50000 mortes por ano (KIRCHHOFF et al., 2004). Apesar da 6bvia importancia clinica
da CCC e dos esforgos de muitos pesquisadores durante o século passado, os
mecanismos patogénicos dessa doenga ainda sdo muito pouco compreendidos
(CUNHA-NETO et al., 2006).

Ha, pelo menos, seis mecaniSMOSs propostos para a patogénese da CCC: 1. espasmo
microvascular, 2. isquemia, 3. neutrofilia e eosinofilia cronicas, 4. toxicidade mediada
pelo parasito, 5. resposta imune anti-7. cruzi OU a Seus antigenos que persistem no
coragdo, 6. autoimunidade induzida por T. cruzi (TANOWITZ et a., 1992;
KIERSZENBAUM, 1999; ENGMAN; LEON, 2002; LEON; ENGMAN, 2003). Ainda,
os achados de minicirculos de kKDNA integrados ao genoma nuclear do hospedeiro de
alguns individuos com CCC sugere que alteragdes na expressdo génica do hospedeiro
poderiam contribuir para a patogénese (NITZ et al., 2004). A auséncia ou a quase
auséncia de parasitos no tecido cardiaco gravemente inflamado, inicialmente, sugeriu a
hipotese da autoimunidade. Descobertas posteriores de uma substancial resposta auto-
imune em modelos experimentais e em humanos reforgaram essa idéia (CUNHA-
NETO et al., 2006).

Durante o curso da infeccio, células T CD4" e CD8" sio estimuladas pelos
antigenos de T. cruzi, expandidas e se diferenciam em células de memoria ativadas. A
infecgdo cronica induz uma mudanga sistémica no perfil de citocinas produzidas pelas
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) para o perfil Thl com supressao
do perfil Th2 (CUNHA-NETO et a., 1998; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; GOMES
et a., 2003). A produgdo aumentada de IFN-y em pacientes com CCC (BAHIA-

OLIVEIRA et a., 1998; ABEL et a., 2001; GOMES et al., 2003) quando comparada
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com individuos assintomaticos tem sido associada com a diminui¢do da producdo de
IL-10 (GOMES et d., 2003).

Todos os individuos cronicamente infectados, até mesmo os assintomaticos,
apresentaram niveis plasmaticos aumentados de TNF-o (FERREIRA et al., 2003). Um
trabalho avaliando a expressio de citocinas por mondcitos de pacientes com CCC e
assintomaticos verificou que mondécitos de pacientes indeterminados sdo predispostos a
expressar mais 1L-10, enquanto 0s monocitos de pacientes com CCC expressaram
TNF-a, apés exposicdo a parasitos vivos. Os resultados sugerem que monocitos de
pacientes indeterminados apresentam caracteristicas moduladoras relacionadas a baixa
expressio de HLA-DR e altaexpressio de 1L-10, enquanto que pacientes cardiacos tém
uma resposta inflamatoria relacionada a alta expressio de TNF-a (SOUZA et d.,
2004). No entanto, um estudo em modelo experimental de CCC mostrou que o
blogqueio de TNF-o. com Etanercept aumentou a disfun¢do ventricular esquerda e a
auséncia de sinalizagdo via TNF pode ser prejudicial para a insuficiéncia cardiaca na
doenca de Chagas (BILATE et al., 2007). O perfil de citocinas pro-inflamatorias
descrito acima pode estar relacionado com a capacidade de glicoconjugados do tipo
mucina originados da infecg¢ao persistente por 7. cruzi induzirem a produgao de IL-12
(CAMARGO et dl., 1997).

Apods a diferenciagdo, células T efetoras recirculam e entram no coragdo, onde
mediario a inflamagao e a lesdo tecidual (DOSREIS et al., 2005). As lesdes observadas
na CCC sio consistentes com um processo inflamatério e remodelamento do
miocardio, que inclui miocardite rica em células T ¢ macrofagos, hipertrofia e fibrose
com dano a fibra cardiaca, inclusive pelo processo de apoptose (HIGUCHI et al., 1987,

TOSTES et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008).
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A expressio local aumentada de IFN-y e TNF-o (REIS et al., 1997; ABEL et al.,
2001), IL-6 e IL-4 (REIS et a. 1997), de moléculas de complexo de
histocompatibilidade principal (CHP) classes | e moléculas de adesdo (REIS et al.,
1993) foram relatadas. Estudo mostrou que linfécitos CD8”, expressando granzima A e
células expressando TNF-a estavam presentes nas lesdes cardiacas de pacientes com
doenca cronica (REIS et al., 1993). Higuchi et al. (1997) concluiram que os linfocitos T
CD8" sio o principal tipo celular responsavel pela ativagio do sistema imune na
miocardite chagasica humana e sdo provavelmente ativados pela presenga de antigenos
de T. cruzi associados com antigenos do miocardio do hospedeiro. A auséncia de um
namero significativo de células T CD4" na presenca de antigenos de 7. cruzi sugere
inibicao desse tipo celular ou falta de um mecanismo de apresentacdo via CHP de
classe Il (HIGUCHI et al., 1997). E sugerido que a predominancia de células T CD8"
no miocardio de individuos cronicamente infectados por T. cruzi reflete o perfil de
moléculas de adesdo e receptores de quimiocinas apresentado pelas células T CD8"
circulantes e apontam a possibilidade de que multiplas moléculas induziveis por IFN-y
presentes no tecido inflamado contribuem para a génese e manutengdo da miocardite
induzida por 7. cruzi (LANNES-VIEIRA, 2003).

As analises por PCR em tempo real e por microarray apontoram gue os niveis de
expressio génica de quimiocinas MCP-1, IP-10 e MIG induzidas por IFN-y, bem como
receptores CCR2 e CXCRS3 de quimiocinas foram regulados positivamente no tecido
cardiaco de pacientes com CCC. Além disso, IFN-y e MCP-1 aumentaram
significativamente os niveis do fator natriurético atrial, um marcador de hipertrofia de
miocardiocito e insuficiéncia cardiaca (CUNHA-NETO et al., 2005).

Um papel direto para o parasitisno cardiaco na patogénese foi proposto apds a

identificagdo de antigeno e DNA de 7. cruzi em coragdes de pacientes com CCC por
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técnicas de imunohistoquimica ¢ PCR (JONES et al., 1993; HIGUCHI et al., 1997,
FREITAS et al., 2005). No entanto, estudos recentes, usando imunohistoquimica ou
hibridizagao in situ para detectar 7. cruzi no tecido cardiaco de pacientes com CCC,
Nao conseguiram mostrar associagdo entre a presenca do parasito e as lesdes
inflamatorias, ¢ 0 DNA de 7. cruzi tem sido detectado nos coragdes de pacientes com
CCC e assintomaticos (ANEZ et al., 1999; PALOMINO; AIELLO; HIGUCHI, 2000).
Esses achados sugerem que a infecgdo por 7. cruzi por Si o é aparentemente incapaz
de despertar um dano cardiaco suficiente para causar a CCC. Assim, algum outro fator
precisa estar operando juntamente com a persisténcia do parasito para levar um
subgrupo de individuos infectados por 7. cruzi a0 dano cardiaco (CUNHA-NETO et
al., 2006). A partir dessas observagoes formulou-se a hipotese da autoimunidade
(PETRY; EISEN, 1989; SOARES; RIBEIRO DOS SANTOS, 1999; TARLETON,;
ZHANG, 1999; GIRONES; FRESNO, 2000). Deve ser enfatizado que a no¢ao de que a
autoimunidade parece ter um papel central no dano ao miocardio ndo é incompativel
com o0 papel da persisténcia do parasito (CUNHA-NETO et al., 2006; BILATE;
CUNHA-NETO, 2008), como mostrado pela identificagdo de respostas autoimunes ¢
respostas de células T especificas contra 7. cruzi no tecido cardiaco de CCC (CUNHA-
NETO et al., 1996; FONSECA et al., 2005; IWAI et d., 2005).

No tocante aos estudos em autoimunidade na doenga de Chagas humana, o soro de
mais de 80% dos pacientes continha autoanticorpos antineuronio, ¢ ha perda de grupos
de neurdnios do sistema autonémico (RIBEIRO DOS SANTOS et al., 1979), que pode
ser ligada a disfun¢do do sistema nervoso autondmico observada em pacientes
sintomaticos e assintomaticos (MARIN-NETO et a., 1998). Anticorpos funcionais
contra receptores adrenérgicos ligados a proteina G e muscarinicos (M2) foram

encontrados no soro de pacientes com doenca de Chagas (BORDA et al., 1984,
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PASCUAL; BORDA; STERIN-BORDA, 1987; STERIN-BORDA et a., 1988; GOIN
et al., 1991; STERIN-BORDA; GORELIK; BORDA, 1991; GOIN et al., 1994, GOIN
et a., 1997; KAPLAN et al., 1997; DE OLIVEIRA et al., 1997; COSTA et al., 2000).
Soro de pacientes chagasicos apresenta autoanticorpos contra peguenas
ribonucleoproteinas e o autoantigeno humano Cha, bem como de seus epitopos
principais em células B (GIRONES et al., 2001; GIRONES et al., 2001). Juntos, esses
dados sugerem que autoanticorpos funcionais tém papel na patogénese da doenga de
Chagas. Por outro lado, o papel patogénico de autoanticorpos que ndo tém atividade
funcional ou ndo se associam a doenga permanece por ser elucidado (RIBEIRO DOS
SANTOS et a., 1979; GEA et a., 1993; MCCORMICK; ROWLAND, 1993;
TIBBETTS et al., 1994; TEKIEL; MIRKIN; GONZALEZ CAPPA, 1997; BACH-
ELIAS et al., 1998; BOSETTO et al., 2004). Autoanticorpos contra galectina-1 (Gal-
1), uma proteina cardiaca humana, estdo correlacionados com a gravidade do dano
cardiaco na CCC (GIORDANENGO et al., 2001). Complexos de ataque a membrana
foram identificados nas membranas de cardiomiocitos de pacientes com CCC
(AIELLO et al., 2002).

Com relagdo a autoimunidade mediada por células, estudo demonstrou que o tecido
cardiaco é capaz de induzir a produg¢do de linfocina (BARROS et a., 1979).
Cardiomiocitos ndo infectados foram alvo de citotoxicidade por PBMC de pacientes
com CCC (TEIXEIRA et a., 1978).

Outros estudos tém identificado respostas com reatividade cruzada a antigenos com
mimetismo molecular. Devido a conservagdo evolutiva de sequéncias primarias de
muitas proteinas estruturais importantes ou de enzimas entre protozoarios ¢ humanos
nio surpreende que o fenomeno da reatividade cruzada aconteca (ACOSTA;

SADIGURSKY; SANTOS-BUCH, 1983; SANTOS-BUCH et al., 1985; LEVIN et d.,
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1989; KERNER et al., 1991; LEVITUS et a., 1991; BONFA et al., 1993; MURPHY,
1993; VERMELHO et al., 1997). Evidéncias de reatividade cruzada entre proteinas
ribossomais PO, P1 e P2 de T. cruzi e a proteina ribossomal P humana (KAPLAN et al.,
1997) e de receptores B1 adrenérgicos tém sido mostradas (LEVITUS et al., 1991;
FERRARI et al., 1995).

Foi mostrado que o reconhecimento de um epitopo com reatividade cruzada entre
T. cruzi e coragdo (cadeia pesada da miosina cardiaca) associado fortemente com a
presenca de lesdes cronicas sugere a reatividade cruzada entre a miosina cardiaca ¢ a
proteina B13 na patogénese da CCC. Os anticorpos com reatividade cruzada entre
miosina-proteina B13 estavam presentes no soro de 100% dos individuos com CCC,
mas apenas em 14% dos assintomaticos (CUNHA-NETO et al., 1995).

Clones de células T CD4" derivados de biopsias de pacientes com CCC e
expandidos na auséncia de antigenos exogenos reagiram cruzadamente com a miosina
cardiaca (mas ndo a esquelética) e a proteina B13 de T. cruzi (CUNHA-NETO et a.,
1996). A sensibilizacao in vitro de linfocitos periféricos de pacientes soronegativos
para 7. cruzi, com a proteina B13 desencadeou reatividade cruzada de clones de células
T com a miosina cardiaca (ABEL; KALIL; CUNHA-NETO, 1997). A completa
caracterizagdo do reconhecimento da proteina B13 por células T foi realizada e foi
observado que o tal reconhecimento ¢é restrito a HLA-DQ7, -DR1 e -DR2 (ABEL et
al., 2005).

E importante observar que os niveis de anticorpos antimiosina cardiaca estavam
significativamente aumentados nos pacientes com danos cardiacos por causas
infecciosas e ndo infecciosas (DE SCHEERDER et al., 1989; NOMURA et al., 1994),
sugerindo que a exposi¢do ao antigeno por si sO poderia causar a imunidade

antimiosina e causar a CCC (CUNHA-NETO et d., 2006).
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A autoimunidade e a resposta especifica a 7. cruzi secundaria a persisténcia do
parasito niao sdo incompativeis ou mutuamente exclusivas, e & provavel que a
combinagido de ambas deva estar envolvida no estabelecimento das lesdes cardiacas. O
consenso na comunidade cientifica ¢ que a inflamagdo, desencadeada pela presenga do
parasito ou pela autoimunidade, certamente tem papel na patogénese da CCC
(BILATE; CUNHA-NETO, 2008).

Citocinas inflamatorias e quimiocinas Sdo essenciais para o controle imunomediado
do parasito. Por outro lado, citocinas regulatérias ou anti-inflamatorias sdo
absolutamente necessarias para contrabalancear os efeitos destrutivos de uma
inflamagdo exarcebada, que, frequentemente, leva ao dano tissular e pode causar a
morte do hospedeiro. Coletivamente, os resultados obtidos esclarecem aimportancia de
se manter um balango entre uma forte resposta imune efetora para eliminar o parasito, e
uma resposta imune regulada que gjudara na manuten¢do da homeostase, evitando o
dano tecidual (BILATE; CUNHA-NETO, 2008).

Assim, apesar dos avangos obtidos nos tltimos anos, na tentativa de esclarecer a
patogénese da CCC, muitos estudos ainda sdo necessarios. O desenvolvimento da CCC
em apenas um terco dos individuos infectados aponta para o possivel papel da
suscetibilidade genética. Esse fato ¢ reforgado pelo encontro de agregacao familial nos
casos de CCC (ZICKER et a., 1990). E provavel que polimorfismos genéticos
envolvidos na resposta imunologica possam influenciar a progressio de alguns
individuos infectados para a CCC. A associagdo de polimorfismos com genes da

resposta imune esta constantemente sob investigagao.
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1.3. Genética das Doengas I nfecciosas e Polimorfismos Genéticos em Doenga de Chagas

Nem todos os individuos infectados com um microorganismo desenvolvem doenga
e 0s genes humanos tém um importante papel em determinar a resisténcia ou
suscetibilidade a determinada infeccdo (CASANOVA; ABEL, 2005). A predisposi¢ao
ou resisténcia a uma doenga infecciosa pode seguir um padrio de heranga simples ou
complexo (PICARD; CASANOVA; ABEL, 2006).

O desenvolvimento de uma doenga infecciosa resulta de uma complexa interagdo
entre o microorganismo, 0 hospedeiro e o ambiente. Muitos fatores exercem influéncia
na determinagdo da gravidade e da progressdo da doenga em individuos e na taxa de
infecgao na populagdo. Como muitos fatores podem contribuir para a determinagdo do
desenvolvimento ou da gravidade das doengas infecciosas, essas sdo consideradas
doengas complexas. Doencas complexas sdo aquelas que ndo seguem o padriao de
heranga mendeliana. Estudos com esse tipo de doenga comegaram na metade do século
20. Doengas complexas t€m sido definidas como poligénicas (envolvendo mais do que
um gene), multifatoriais (dependendo da interagdo de mais de um gene ¢ um ou mais
fatores ambientais), oligogénicas (envolvendo mutagdes em varios genes diferentes de
pequeno efeito), e gene principal (um gene principal contribuindo com proporgao
significativa dos fatores genéticos). O primeiro locus de suscetibilidade a uma doenga
parasitaria foi mapeado em 1996, para a esquistossomose (MARQUET et al., 1996). O
estudo das doengas infecciosas difere do de outras doengas complexas porque os
fatores ambientais envolvidos Sio conhecidos na maioria dos casos e podem ser
incluidos na analise (CLEMENTI; GIANANTONIO, 2006).

Varios estudos tém tentado identificar os fatores que causam o desenvolvimento da
doenga em apenas uma fragdo da populagdo exposta aos parasitos. Muita atengdo tem

sido dada ao ambiente, pois a transmissio do parasito depende sobretudo de fatores
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ambientais, tais como a densidade e distribui¢ao do vetor e viruléncia do parasito. Os
parasitos, devido ao seu grande genoma, t€ém desenvolvido mecanismos sofisticados de
escape do sistemaimune, como a variagao antigénica (DESSEIN et al., 2001).

Os microorganismos estdo em constante interagdo com o meio ambiente,
respondendo a ele e sendo capazes de aterar 0 padrao de expressdo génica em resposta
a varios sinais ambientais. Esta continua adaptacdo leva a uma enorme variacdo na
interacdo parasito-hospedeiro. A grande maioria destas interagdes envolve beneficios
para 0 parasito e para 0 hospedeiro em uma relagdo simbidtica. O aparecimento da
doenga ¢ uma excegdo a essa regra e resulta de uma complexa interagdo entre o
parasito, 0 hospedeiro e o ambiente. O papel da variabilidade genética do hospedeiro
desperta interesses na suscetibilidade a infecgdo, em relagdo a sua gravidade individual,
sua progressio e as taxas de infecgdo em nivel populacional (SEGAL; HILL, 2003).

Em seres humanos, a avaliagao da suscetibilidade/resisténcia a infecgdes significa
identificar o papel de fatores genéticos na expressao de fendtipos complexos. Tal papel
pode ser estudado por métodos de epidemiologia genética, combinando informagdes
epidemiologicas (medida de fatores de risco) e genéticas (relagdes familiares entre
individuos, marcadores genéticos) (ABEL; DESSEIN, 1997).

Nesse contexto, 0 estudo em doengas infecciosas humanas apresenta muitas
vantagens. Primeiro, a influéncia de fatores ambientais no risco de infecgdo ja é bem
conhecida, podendo ser considerada na analise. Além disso, ha forte indicagdo na
escolha de genes candidatos por associagao ou por estudos de ligagdo, com base na
fungdo (biologia) do gene candidato e seu papel na resposta imunolégica ao patdgeno
estudado, e/ou em estudos de genes homologos identificados em modelos animais, ou
em genes implicados em doencas semelhantes (ABEL; DESSEIN, 1997; SEGAL;

HILL, 2003; BURGNER; JAMIESON; BLACKWELL, 2004). Outro aspecto relevante
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¢ que o processo de identificagdo de genes principais envolvidos na resposta a um
determinado patdgeno oportuniza o estudo de varias caracteristicas complementares,
como fendtipos clinicos (afetado/ndo afetado), fendtipos biologicos (medida da
intensidade da infecgdo) e fendtipos imunoldgicos (niveis de anticorpos ou de
citocinas) (ABEL; DESSEIN, 1997).

Ainda ¢ preciso considerar que a suscetibilidade genética a infecgdes raramente
segue um simples padrdo de heranga mendeliana, exceto em raros casos familiares em
gue os defeitos ocorrem em um unico gene. Ha duas principais técnicas para mapear ¢
identificar associagdes genéticas em doengas complexas: estudos de associa¢do e de
ligagdo (SEGAL; HILL, 2003; FRODSHAM; HILL, 2004).

Os estudos de associagido, normalmente, precisam ser realizados com um grupo pré-
selecionado de polimorfismos em um tnico nucleotideo (SNP) (WEISS;
TERWILLINGER, 2000) e testam uma associagdo significativa entre o polimorfismo
genético e um fenotipo, dentro de uma populagdo (QUINTANA-MURKCI et al., 2007).
Os métodos de associagdo apresentam como limitacdo a necessidade de identificagdo
prévia de polimorfismos, preferencialmente aqueles de relevancia funcional (SEGAL;
HILL, 2003; FRODSHAM; HILL, 2004). Entretanto, apresenta grande importancia 0
fato de poderem ser usados em estudos de associacdo entre afetados e controles, ou
dentro de familias. Em testes de associa¢do familiares, utilizam-se os pais e um filho
afetado para testar se um alelo em particular ¢ transmitido mais frequentemente do que
seria esperado pela heranga mendeliana. Isto é conhecido como teste de desequilibrio
de transmissio (TDT) (SEGAL; HILL, 2003).

Diferencas entre casos e controles na prevaléncia de uma doenga podem sugerir o
papel de fatores genéticos na doenga, mas necessitam de grande numero de casos ¢

controles. Possuem predisposi¢ao ao erro, caso ndo haja o recrutamento e estratificagao
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adequados da amostra, emparelhamento de fatores ambientais e étnicos. A idade e
género sdo men0S importantes, pois raramente se alteram em decorréncia desses
fatores. Outra necessidade ¢ um grande numero amostral, a fim de que se possam
detectar os efeitos no risco. Estudos de associagdo tém se tornado bastante frequentes,
uma vez que polimorfismos tém sido identificados em genes importantes para a
patogénese ou protecdo a doengas (SEGAL; HILL, 2003; FRODSHAM; HILL, 2004).

Na doenga de Chagas, o achado de agregagdo familial de casos de CCC (ZICKER
et a., 1990) reforca o papel da genética do hospedeiro nas manifestagdes da forma
cronica cardiaca. E possivel, entdo, que polimorfismos genéticos afetando a resposta
imune poderiam influenciar a progressao para a CCC entre os individuos infectados por
T. cruzi (BILATE;, CUNHA-NETO, 2008). Varios trabalhos, estudando diferentes
genes candidatos, tém sido realizados.

Com relagdo aos genes do HLA, alguns estudos apontam associagdo de
polimorfismos nesses genes e a progressio para a forma cardiaca da doenga e/ou
desenvolvimento da infeccdo cronica (FERNANDEZ-MESTRE et al., 1998;
DEGHAIDE; DANTAS; DONADI, 1998; COLORADO et a., 2000; CRUZ-ROBLES
et al., 2004) e um estudo ndo conseguiu confirmar essa relagio (FAE et al., 2000).
Considerando a resisténcia a infec¢do, o haplotipo DRB1*14-DQB1*0301 protegeu
contra a infecgdo em uma 4rea altamente endémica do Peru, sendo uma heranca
dominante (NIETO et al., 2000).

A comparagao da frequéncia dos alelos DRB1 e DQB1 entre pacientes e controles
mostrou uma frequéncia reduzida de DRB1*14 ¢ DQB1*0303 nos pacientes, sugerindo
efeitos protetores independentes na infec¢do cronica na populagdo estudada. A
comparagdo das frequéncias alélicas entre pacientes com ou sem cardiopatia mostrou

maior frequéncia de DRB*01, DRB*08 ¢ DQB1*0501 ¢ frequéncia reduzida de
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DRB1*1501 nos pacientes com arritmia e insuficiéncia cardiaca congestiva. Os
resultados sugerem que os genes do HLA classe Il podem estar associados com o
desenvolvimento da infecgdo cronica e com o dano cardiaco na doenga de Chagas
(FERNANDEZ-MESTRE et al., 1998). Outro trabal ho mostrou que HLA-A30 conferiu
suscetibilidade, enquanto HLA-DQB1*06 conferiu protegdo contra o desenvolvimento
da doenga, independente da forma clinica apresentada (cardiaca ou digestiva)
(DEGHAIDE; DANTAS; DONADI, 1998). As frequéncias do haplétipo DRB1*01
DQB1*0501 do aelo DPB1*0401 estavam significativamente aumentadas nos
pacientes com cardiopatia, enquanto a frequéncia de DPB1*0101 foi maior entre os
assintomaticos do que entre o grupo com insuficiéncia cardiaca congestiva
(COLORADO et a., 2000). Nesse mesmo aspecto, Cruz-Robes et a. (2004) sugerem
gue os alelos do HLA podem estar associados com 0 desenvolvimento da infeccao
cronica e com o dano cardiaco na doenga de Chagas. No entanto, os dados obtidos por
Faé et al. (2000) indicam que os polimorfismos nas moléculas HLA-DR e DQ nao
influenciam a suscetibilidade as diferentes formas clinicas da doenga de Chagas nem a
progressio a cardiopatia. Esses estudos falham em apontar genes relevantes que
causem a dicotomia clinica observada. Isso pode ser devido a heterogeneidade genética
das populagdes estudadas (BILATE; CUNHA-NETO, 2008). Varios estudos tém
indicado diferentes marcadores de suscetibilidade genética em pacientes com CCC.
Polimorfismos em citocinas tém sido estudados a fim de se obter uma assocCia¢io
com o desenvolvimento da infecgdo e/ou com a progressdo para a CCC. A frequéncia
do gendtipo alto produtor de TGF-B1 10C/C foi maior no grupo de pacientes nas
populagdes peruana e colombiana comparada ao grupo controle, indicando

suscetibilidade diferencial a infeccdo por 7. cruzi (CALZADA et al., 2009).
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Estudos em diferentes populagdes tém sido conduzidos para avaliar a associagdo de
polimorfismos no gene do TNF-o.. Foi relatada a associagdo entre polimorfismos no
promotor do gene do TNF-a (alelo TNF-308A) e a suscetibilidade a cardiopatia na
populagio mexicana (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2005). Um estudo longitudinal
conduzido por outro grupo mostrou gue pacientes com CCC portadores do alelo TNF2
ou TNFa2 apresentaram menor tempo de sobrevivéncia quando comparados a
portadores de outros alelos (DRIGO et a., 2006). Entretanto, dados de outro trabalho
nao mostraram diferengas significativas entre pacientes com CCC e indeterminados, ou
entre CCC de acordo com a gravidade da cardiopatia em relagdo aos polimorfismos no
promotor de TNF-a, posi¢ao -308 e TNFa (DRIGO et a., 2007). Semelhante falta de
associagao foi observada na populagdo peruana para a posi¢ao -238 do gene do TNF-a
(BERAUN et al., 1998). Microssatélites no gene do TNF foram associados com a
doenca de Chagas; 8 conferindo suscetibilidade (TNFa2, TNFa7, TNFa8, TNFb2,
TNFb4, TNFd5, TNFd7 e TNFe2) e 2 conferindo protegdo (TNFb7 e TNFd3) contra o
desenvolvimento da doenga em pacientes considerados como um todo ou estratificados
de acordo com as manifestagdes clinicas da doenga (CAMPELO et al., 2007).

O haplétipo LTA+80A/+252A foi associado com a protegdo contra CCC, enquanto
0 haplotipo LTA+80C/+252G parece conferir suscetibilidade a CCC (RAMASAWMY
et a., 2007).

Foi possivel demonstrar associa¢do de polimorfismos no “cluster” de genes da IL-1
(FLOREZ et al., 2006) ¢ da regido 3’ ndo traduzida (3’UTR) do gene da IL-12B
(ZAFRA et al., 2007) e a suscetibilidade ao desenvolvimento de CCC.

Genes da imunidade inata sio atraentes candidatos para se estudar a diferenca de
suscetibilidade para o desenvolvimento da CCC, uma vez que o parasitismo durante a

fase aguda da infec¢do ¢ controlado pela resposta imune inata (BILATE; CUNHA-
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NETO, 2008). Variantes de BAT1, um gene anti-inflamatorio associado com a
regulacao negativa de TNF-a. e IL-6, podem ser menos eficientes em conduzir essa
regulagido negativa, contribuindo para uma produgio elevada de citocinas inflamatorias
em pacientes com CCC (RAMANAWMY et a., 2006). Todavia, polimorfismos em
TLR2 Arg753GLN e TLR4 Asp299Gly e Thr399lle (ZAFRA et al., 2008) e em
variantes de NRAMP1 (5 (GT)n, -236 C>T, D543N e delecaio em 3’UTR)
(CALZADA et d., 2001) nao apresentaram papel importante na doenga de Chagas,
comparando-se soropositivos com soronegativos e assintomaticos com cardiacos.
Outro gene associado ¢ IKBL, um inibidor do fator de transcricio NFxB que tem papel
na imunidade inata. A probabilidade de desenvolver CCC ¢ trés vezes maior ¢ duas
vezes maior entre os individuos infectados portadores dos gendtipos IKBL -62 AA e
AT, respectivamente do que entre individuos homozigotos TT infectados por 7. cruzi
(RAMAWMY et a., 2008).

Variantes da quimiocina MCP-1 (CCL2), correlacionados com baixos niveis
transcricionais, comportam-se como modificadores genéticos do resultado clinico da
infeccdo por T. cruzi, € individuos com o genétipo CCL2 -2518AA tém quatro vezes
mais risco de desenvolver CCC do que agueles sem esse gendtipo (RAMASAWMY et
al., 2006). Polimorfismos no promotor do gene do CCR5, posi¢ao -59029, podem estar
envolvidos na suscetibilidade a CCC (CALZADA et al., 2001). Porém, estudo
realizado ndo observou diferenca na distribui¢do do polimorfismo por delegdo em delta
32 do CCR5 entre pacientes com cardiopatia e assintomaticos (FERNANDEZ-
MESTRE; MONTAGNANI; LAYRISSE, 2004).

Polimorfismos nos genes do complemento também foram avaliados. Foi
demonstrado que o alelo C3F ¢ um marcador de suscetibilidade para a progressdo para

a forma cardiaca. Por outro lado, o alelo BF.S pode apresentar papel protetor contra a
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forma cardiaca grave (MESSIAS-REASON; URBANETZ; PEREIRA DA CUNHA,
2003).

Nao foi evidenciado papel para o polimorfismo no promotor do gene da 6xido
nitrico induzivel (NOS2), (CCTTT)n, na patogénese da infec¢do por 7. cruzi na
amostra do Peru (CALZADA et al., 2002).

Como pdde ser observado, diferentes genes t€ém sido pesquisados na tentativa de se
encontrar associagio entre um alelo e/ou um gendtipo e a presenga de CCC. E possivel
gue a CCC sga uma doenga complexa e como tal, além dos fatores ambientais, muitos
genes podem conferir suscetibilidade ao individuo infectado por 7. cruzi desenvolver a

forma cardiaca da doenca.

1.4. Papel Biologico da Linfotoxina Alfa (LT-a) e seus Polimorfismos Genéticos

A linfotoxinaalfa (LT-a), também conhecida como Fator de Necrose Tumoral Beta
(TNF-B), foi primeiramente caracterizada como um fator biologico, que em linfocitos
estimulados por mitogenos, apresentava atividade anticelular em linhagens de células
neoplasicas (GRANGER; WILLIAMS, 1968; BROWNING; RIBOLINI, 1989). Esse
efeito foi confirmado posteriormente em estudo com linfotoxina natural e recombinante,
mostrando sua acdo necrdtica em sarcomas MethA in vivo (GRAY et a., 1984). A
linfotoxina tem peso molecular de aproximadamente 60000Da, e, se dissociada, de
20000Da apos corrida em SDS-PAGE e ponto isoelétrico de 5,8 (AGGARWAL;
MOFFAT; HARKINS, 1984).

LT-a ¢ secretada por linfocitos T ativados, linfocitos B e células Natural Killer
(NK) (WARE et a., 1995), embora tenha sido descrita expressio em melanécitos
(MELANI et al., 1993), o primeiro caso de expressio nio linféide. Linfocitos T CD4" e T

CD8" podem expressar LT-o de superficie (WARE et al., 1995). Em tecidos adultos, a
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expressio de LT-a e LT-f ocorre exclusivamente em linfocitos do sangue periférico, bago
e timo em humanos (WARE et al., 1995).

As linfotoxinas sio parte de um complexo sistema de comunicagdo, ligando
linfocitos, parénquima e células estromais que podem agir localmente ou em locais
distantes. Duas formas estruturalmente distintas de LT sio conhecidas, LT-a. € LT-3, com
localizagdes diferentes (secretada e restrita & membrana, respectivamente). Sozinhas ou
combinadas, LT-a. e LT-B formam moléculas triméricas que se ligam a receptores
celulares distintos e desencadeiam respostas celulares diferentes (WARE, 2005).

LT-o e LT-f formam trés ligantes distintos. LT-a pode existir como um
homotrimero (LT-a3) que é exclusivamente secretado devido a clivagem de seu sinal
peptidico. Liga-se, assim como o TNF, em dois receptores TNFR1 e TNFR2. Dois
heterotrimeros ancorados a membrana podem ser formados por LT-f e LT-a durante a
biossintese: LT-alB2 (forma predominante) e LT-a2B1l. A subunidade LT-f no
heterotrimero LT-a132 altera a especificidade de ligagdo ao receptor para se ligar com alta
afinidade ao receptor de LT-f (LT-BR). Embora LT-a2B1 se ligue a TNFR1 e TNFR2 e
LT-BR (com baixa afinidade), ¢ a forma menos expressa por células T, ndo tendo papel
definido (WARE, 2005).

A LT-a e 0 TNF sio membros da superfamilia TNF e foram considerados formas
redundantes. A estrutura similar, a intima ligagéo e o arranjo em tandem dos genes do TNF
reforgam o fato de que eles sdo funcionalmente relacionados e provavelmente evoluiram
apos a duplicacdo de um ancestral comum (NEDOSPASOV et al., 1986). Essa familia de
ligantes e de receptores correspondentes ¢ definida por um dominio rico em cisteina que

controla as vias de sinalizagdo que iniciam a morte celular, sobrevivéncia e a diferenciagdo

celular (WARE, 2005).
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Apesar das atividades biol6gicas semelhantes de LT-a. e TNF-o, €ssas citocinas sio
derivadas de tipos celulares diferentes e apresentam cinéticas distintas. LT-a. é secretada
por linfocitos T de 24 a 48 horas ap6s a sua inducdo, enquanto que o TNF-a € secretado
por mondcitos 4 a 24 horas apods a indu¢do (NEDWIN et al., 1985). Embora LT-a e TNF-
o apresentem apenas 30% de homologia e dividam os mesmos receptores, sio codificadas
por genes adjacentes, separados por cerca de 1kb e com regulagdo da transcrigdo distinta
(VASSALLI, 1992). A meiavidado mRNA do TNF-a ¢ curta (aproximadamente de 15 a
20 minutos). Ao contrario, o mRNA da LT-a ¢ mais estavel, com meia vida de 80 a 100
minutos (MILLET; RUDDLE, 1994).

Ainda assm, LT-a e TNF-a foram considerados formas redundantes. Entretanto,
como um complexo com LT-B, LT-a aparece no sistema imunologico com funcdes
digtintas das de TNF-a, confirmadas em niveis moleculares ¢ celulares. Em alguns
processos fisoldgicos, TNF-a e LTaf trabalham juntos como componentes de uma via de
sindlizagdo integrada. Essa sinalizacdo integrada ¢ definida em parte pelo
compartilhamento de receptores e ligantes (LT-a, LT-f, TNF-a, LIGHT). A comunicagdo
LT/TNF ¢ conectada por quimiocinas especificas, interferons e outros ligantes da familia
TNF em um grande trabalho em rede (WARE, 2005).

Sobre a redundancia de fungdes de LT-a e TNF-o, alguns trabalhos apontam para
fungdes semelhantes, enquanto outros apontam papeis distintos para essas citocinas. Um
trabalho demonstrou que camundongos deficientes em TNF e LT apresentaram defeitos
mais graves na arquitetura do baco do que aqueles deficientes apenas em TNF ou LT,

sugerindo que a redundancia nas fungdes das duas citocinas existe, mas é pequena

(KUPRASH et al., 2002).
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Outro estudo mostrou que LT-a divide com TNF agdes diretas em células
endoteliais, causando aumento da expressio de receptores nessas células por varias
estruturas de reconhecimento de leucocitos (antigeno reconhecido por H4/18, ICAM-1,
HLA-A, B). A ateragdo da superficie endotelial causada por LT-a pode servir para
facilitar a adesio de leucdcitos e linfocitos no local da imunidade mediada por célula.
Além disso, assim como TNF, LT-a provoca a reorganizacio de células endoteliais
humanas, uma ateracao que facilitaria o trafego endotelial de linfocitos e leucocitos. Essas
alteracoes induzidas por LT-a serviriam para amplificar a resposta imune mediada por
células por aumentar a adesdo local de linfécitos e outros leucdcitos a superficie de células
endoteliais e facilitar a migragdo (POBER et al., 1987). TNF e LT teriam importancia na
ativagdo de células endoteliais in vivo, levando ao desenvolvimento de células endoteliais
altas e aumento da migragdo de linfécitos (CAVENDER; EDELBAUM; ZIFF, 1989).
Foram evidenciados aumentos na atividade fagocitica e citotoxica de polimorfonucleares
apos o estimulo com LT-o € TNF-a0 (SHALABY et d., 1985). Ainda, LT e TNF induzem
aexpressio de CHP (Complexo de Histocompatibilidade Principal) classe I em células II-
23.D7, 0 que esta associado com a divisdo de um mesmo receptor. Essas citocinas agiriam
como agonistas naindugdo de CHP classe | (ANDREWS; BERGER; WARE, 1990).

A producdo de células dendriticas em culturas de medula dssea foi
significativamente reduzida em camundongos deficientes em TNF (TNF") e em seu
receptor (TNFR p55”), mas normal em camungongos LT-a”, LT-p”, LT-pR". Os
resultados mostraram dois papeis distintos para as citocinas TNF/LT. Primeiro, TNF,
agindo através de seu receptor, esta envolvido no desenvolvimento e maturagdo de células
dendriticas. Segundo, o microambiente em orgéos linfoides periféricos associados com a
sinalizagdo LT-a/LT-B-LTPR ¢ crucial para o recrutamento eficiente de células dendriticas

e estaviaé indispensavel (ABE et al.. 2003).
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Para comparar a fungdo dos sistemas TNF-a e linfotoxinas o/f3 no sistema imune
maduro, essas duas vias foram bloqueadas com proteinas fundidas ao receptor de
imunoglobulinas em camundongos adultos normais. A via LTo/f3 de camundongos adultos
teria papel dominante na manutencao da arquitetura esplénica e em alguns aspectos da
formacao de imunoglobulina, enquanto que o papel do TNF-o. parece estar centrado no
desenvolvimento ou eventos hematopoiéticos. A inibigdo de LTa/p evitou a formagdo de
centros germinativos no bago e prejudicou a produgdo de imunoglobulinas em resposta a
imunizagao com células vermelhas de sangue de carneiro (SRBC). Esses resultados
mostraram que o sistema L Ta/f ¢é necessario para a manutengdo da arquitetura esplénica e
das respostas imunes normais, e nao simplesmente para o desenvolvimento de orgéos
imunes periféricos durante a ontogenia (MACKAY et al., 1997).

Em relagdo aos papeis biologicos da LT-o, um estudo demonstrou que

camundongos deficientes em linfotoxina (LT

) apresentaram desenvolvimento anormal de
orgdos linféides periféricos, ndo tendo sido observados linfonodos popliteos, inguinais,
para-adrticos, mesentéricos, axilares ou cervicais, mesmo na presenga de niveis normais de
TNF-o. (DE TOGNI et al., 1994; FU; CHAPLIN, 1999). Além disso, a expressio de LT-a
favorece a maturagao estrutural dos foliculos do bago, incluindo o desenvolvimento e
manutencdo das células foliculares dendriticas, que propicia a mudanga de classe de
imunoglobulina e uma resposta efetiva de 1gG (FU et a., 1997; FU; CHAPLIN, 1999).
Outro estudo demonstrou que células B expressando LT-o S3o essenciais para a
recuperacdo das respostas imunes primadria, secundaria e de memoria em camundongos
Knockout para LT-a. Nao ¢é necessario que células T expressem LT-o para fornecer essas

fungdes imunologicas. Células B expressando tal citocina sozinhas sdo essenciais e

suficientes para a formagdo de aglomerados de células foliculares dendriticas. Uma vez
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deficientes em LT-o poderiam interagir com células B para gerar centros germinativos e
produzir a mudanca de classe dos anticorpos. As proprias células B forneceriam um sinal
fundamental que induziria e manteria o microambiente linfoéide, essencial para a formagéo
e mudanga de classe da resposta de imunoglobulinas (FU et a., 1998).

A fim de ducidar os mecanismos envolvidos na inflamagio e desenvolvimento de
orgdos linfoides desencadeados pela secre¢do de LT-a, as atividades biologicas de LT-a
murina recombinante (mLTa) foram avaliadas. A preparagio dessa citocina foi efetiva na
inducdo da citotoxicidade em células de fibrossarcoma. Linfotoxina-o. murina induziu a
expressio de mediadores inflamatorios na linhagem de células endoteliais murinas bEnd.3,
de moléculas de adesio VCAM, ICAM, E-selectina e molécula de adesdo celular adesina
de mucosa (MAdCAM-1). Quando mLT-a, LT-a humana e mTNF-a foram comparados,
mMLT-a foi o mais potente indutor de MAdCAM-1. Nenhuma dessas citocinas induziu a
adesina de nodulos periféricos, PNAd. Linfotoxina-o. murina induziu também a expressao
das quimiocinas RANTES, proteina induzida por IFN 10 (IP-10) e proteina quimioatraente
de mondcito 1 (MCP-1). A partir dos dados obtidos, foi possivel demonstrar que os efeitos
pro-inflamatérios de LT-a3 podem ser mediados, em parte, por meio da indugido de
moléculas de adesdo e expressao de quimiocinas. Além disso, LT-a3 pode promover o
desenvolvimento do tecido linféide por meio da indugdo de quimiocinas e adesina de
mucosa MAdCAM-1 (KRATZ et al., 1996; CUFF et al., 1998; CUFF, SACCA; RUDDLE,
1999). Células do infiltrado cronico induzido em RIP-LT (rat insulin promoter-LT)
mostraram atributos funcionais de um o6rgao linfoide em sua capacidade de gerar resposta
de anticorpo dependente de células T ¢ induzir a mudanca de classe de imunoglobulinas
(KRATZ et a., 1996). Ainda, foi mostrado que a linfotoxina-ap ¢ necessaria para a

inducdo de adesina de nodulos periféricos que pode contribuir para o recrutamento de L-
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0S mecanismos potenciais pelos quais LT-a e LTap podem, diferencialmente, promover o
desenvolvimento de linfonodos mesentéricos e periféricos (CUFF; SACCA; RUDDLE,
1999).

No entanto, um estudo realizado com camundongos deficientes em LT-a, mas que
produzem niveis sistémicos normais de TNF, indicou que LT-a tem um papel menor na
manutencao de o6rgaos linféides do que se acreditava anteriormente e nao tem fungéo direta
na expressio de TNF (LIEPINSH et al., 2006).

Foi demonstrado que LT-a3 ¢ importante para o recrutamento local de células
linféides e apresentadoras de antigenos e orquestra a neogénese durante a resposta imune
por meio da regulagdo de moléculas de adesdo e quimiocinas, normalmente encontradas
em orgios linfoides secundarios (HIELMSTROM et al., 2000).

LT-a, mas nao LT-B, é um ligante de Troy. A sinalizagdo LT-a-Troy ativa a
transcrigdo mediada por NFxB. Essa sinalizagdo esta envolvida na interagdo mesénquina-
epitélio durante o desenvolvimento dos anexos da pele (HASHIMOTO; SCHLESSINGER;
CuUlI, 2008).

Foi demonstrado que a expressio de LT-a derivada de células T ajuda a controlar o
tamanho fisiologico do estroma do timo e acelera sua involu¢do via TNFR1/LT-BR em
condi¢des patologicas e possivelmente também no envelhecimento normal
(HEIKENWALDER et a., 2008).

LT-a3 tem um papel importante na inflamagdo. Resultados de um trabaho
mostraram que a inflamagao induzida por LT-a ¢ dependente de sua interagio com
TNFR1. Nao ha papel 6bvio para TNFR2, uma vez que na sua auséncia, a inflamagao
induzida por LT-a é quantitativamente e qualitativamente semelhante aquela vista no tipo

selvagem. Entretanto, a auséncia de LT-f resultou em aumento na proporgéo de células de
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sinalizagdo por TNFRI1 e papel separado e distinto para LTa1p2 no processo inflamatorio
(SACCA et al.,1998).

A importancia da LT-a foi avaliada em muitas doencas. Em relagdo a infec¢do por
virus, mostrou-se papel de LT-a, em sinergiacom IFN-y, nainibi¢ido de virus RNA e DNA
em diferentes tipos celulares (WONG; GOEDDEL, 1986).

Na miastenia grave autoimune foi observada uma completa prevencao dessa doenga
em camundongos deficientes em LT-o (LT-a”) comparados com LT-o"*, quando
imunizados com receptor de acetilcolina. Camundongos LT-o " tiveram titulos menores de
IgG total, 1gG1, 1gG2a e 1gG2b e maiores ou iguais titulos de IgM anti receptores de
acetilcolina comparados com controles, sugerindo papel da LT-o na patogénese da
miastenia grave (GOLUSZKO et al., 2001).

A LT-a ligase a galectina-2, um membro da familia lectina ligante de galactose.
Um estudo caso-controle na populagdo japonesa mostrou que polimorfismos em LGALS2
codificando galectina-2 estavam associados ao infarto do miocardio. Essa alteragdo
genética afeta os niveis de transcrigdo de galectina-2 in vitro, levando a uma secregio
alterada de LT-a, que afetaria 0 grau de inflamagdo. Os resultados apontam para uma
ligagdo entre a cascata de LT-o e a patogénese do infarto do miocardio (OZAKI et al.,
2004).

LT-a3 ¢ essencial no controle da tuberculose pulmonar. Sua fungio critica ndo esta
na ativagio de células T e macrofagos, mas na organizacdo local da resposta
granulomatosa (ROACH et a., 2001).

Camundongos deficientes em LT-o foram completamente resistentes a malaria
cerebral e morreram onze e quatorze dias apoés a infeccdo com anemia grave e

hiperparasitemia. Os dados indicam que LT-o produzida por células resistentes a radiagdo
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¢ o fator principal para o desenvolvimento da malaria cerebral murina (ENGWERDA et
al., 2002).

Os papeis do TNF-a e da LT-a foram estudados na infecgdo experimental por
Plasmodium chabaudi AS. TNF-o. € LT-a ndo foram necessarios para a resolugdo da
infeccdo sanguinea por Plasmodium chabaudi AS. Entretanto, LT-o,, mas nio TNF-a, foi
necessaria para a produgdo precoce de IFN-y e a regulagdo da produgdo de IFN-y em
estagios posteriores da infecgdo. Camundongos deficientes em LT-o apresentaram atraso
na producao de TNF, comparados com camundongos controle. Esses resultados
identificaram papeis divergentes para TNF-o. e LT-a na regulagdo da resposta imune do
hospedeiro durante ainfecgio por Plasmodium chabaudi AS (CLARK et al., 2007).

Os dados de outro trabalho indicaram que TNF-a e LT-a Sio importantes para a
resisténcia do hospedeiro a L. donovani no figado nos primeiros 14 dias de infec¢do. Em
periodos posteriores da infeccdo, TNF, mas ndo LT-a, ¢ critico para a sobrevivéncia do
hospedeiro. As produgdes de TNF-a. e LT-a por taxa de células resistentes foram
necessarias para a formagao eficiente de granuloma, embora cada citocina seja necessaria
em diferentes estagios do recrutamento de leucécitos. TNF-a e LT-a, produzidos por
linfocitos T CD4", ndo tém papeis redundantes na resisténcia e sobrevivéncia do
hospedeiro (ENGWERDA et al., 2004).

LT-a tem papel importante no controle da infecgdo experimental por Toxoplasma
gondii No sSistema nervoso central e na sobrevivéncia do hospedeiro. Comparados com
camundongos controle, os deficientes em TNF e/ou L T-o mostraram redugéo na sintase do
oxido nitrico induzida (iNOS), falha em controlar 7. gondii nO Cérebro e prejuizo da
atividade antitoxoplasma de macrofagos (SCHLUTER et al., 2003).

Nainfec¢do experimental por Trypanosoma brucei, foi observado que, ao contrario
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gue camundongos deficientes em LT-o apresentaram titulo séricos aumentados de IgM-
1gG2a, coincidindo com uma melhora no estagio final de controle da parasitemia, enquanto
apresentaram significativa deficiéncia na respostas IgG1, IgG2b e 1gG3 (MAGEZ et d.,
2002).

Em relacdo a doenga de Chagas experimental, ha na literatura apenas um trabalho
demonstrando o papel da LT-o nessa doenga. Foi sugerido que os linfocitos podem ser
capazes de controlar a proliferacdo de 7. cruzi diretamente via linfotoxina. Os resultados
mostraram que camundongos, infectados com a cepa CL, C3H/HeL e A/J diferiram
significativamente de C57BL/6 na capacidade de secretar LT-o in vitro em resposta a
ativagao policlonal de fitohemaglutinina (PHA). Camundongos C57BL/6 secretaram de 2 a
17 vezes mais LT do que C3H/Hel. Esse trabalho foi o primeiro relato da agdo direta de
sobrenadantes contendo linfotoxina sobre as formas tripomastigotas. Os autores discutiram
gue a alta secregdo de LT-a em animais infectados poderia representar uma resposta
natural a infecgdo ou poderia, simplesmente, indicar a ativagdo de linfocitos do hospedeiro
(KRASSNER et d., 1982).

Tratando-se da genética da LT-a, 0 locus do TNF esta localizado dentro da regido
central do Complexo de Histocompatibilidade Principal (CHP) classe |11, no cromossomo
6. Os genes do TNF e da LT-a tém cerca de 3kb pares de base e estdo separados por,
aproximadamente, 1100 pares de base (MAKHATADZE, 1998).

Estudos do polimorfismo nos genes humanos de TNF revelaram a existéncia de
quatro aelos para o gene da LT-a detectados por RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) com a utilizagao de Ncol e EcoRI. Os aelos do TNF estio em forte
desequilibrio de ligagdo com os alelos do HLA I e II, sendo possivel que defeitos
estruturais ou regulatorios nos genes do TNF contribuam para a patogénese de doencas

associadas a0 HLA (MAKHATADZE, 1998).
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Foi possivel localizar um sitio de restri¢do polimorfico de Nceol dentro do primeiro
intron do gene da LT-a. A substituigdo do nucleotideo A por G, na poSi¢ao +252 do gene
daLT-a criaum sitio de restricdo para a enzima Ncol (MESSER et al., 1991). Utilizando-
se ensaios de PCR-RFLP, ¢ possivel obter dois alelos. Um, contendo o sitio de restri¢do da
enzima, e conhecido como LT-a (5.5kb) e outro, que ndo possui O Sitio de restrigdo,
chamando de LT-a (10.5kb). O alelo LT-a (5.5kb) corresponde a presenga do nucleotideo
G e apobs analise por PCR-RFLP, podem ser observadas duas bandas de 133 e 235bp. LT-a
(10.5kb) corresponde a presenga do nucleotideo A e apresenta apenas uma banda de 368bp
(WARZOCHA et al., 1998).

Avaliando-se se 0s mecanismos regulatérios eram afetados pela presenca desse
polimorfismo, observou-se que a presenga alelo LT-a (5.5kb) implicava em maior
produgdo de LT-a, apds estimulo por PHA (MESSER et a., 1991; OZAKI et al., 2002). A
analise de mRNA demonstrou que maiores niveis da producdo de LT-a se
correlacionavam com quantidades aumentadas do transcrito. Nenhuma associagdo foi
encontrada em relagdo a produgao de TNF-a.. Esse polimorfismo, conservado em humanos
e camundongos, esta localizado dentro de um elemento forbol-éster responsivo a DNA
(TRE) com ata afinidade para AP-1, jun e c-fos (familia de fatores de transcri¢do). Esse
foi o primeiro trabalho mostrando o polimorfismo no primeiro intron do gene da LT-a,
posi¢do +252 e seu provavel aspecto funcional (MESSER et al., 1991). A partir dai, varios
trabalhos tém sido desenvolvidos para se buscar uma associacdo entre ¢ o polimorfismo
descrito acima.

Em doencas nao infecciosas de diferentes etiologias, foi observada associagio entre
a presenca do polimorfismo no gene da LT-a, posi¢ao +252, ¢ a piora da fungdo pulmonar

em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica (RUSE et al., 2007), cancer

1 P | 11 : LA 1IVAIA " 1 PoV-V-_\ 1 1 PR SE N s
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a., 2002), perdas gestacionais recorrentes (ZAMMITTI et al., 2008), esquizofrenia (JUN
et a., 2003), artrite psoriatica (BALDING et al., 2003), lupus eritematoso sistémico sem
(TAKEUCHI et al., 2005) e com nefrite (KIM et al., 1996). Entretanto, outros autores nao
observaram tal associagdo, como, por exemplo, na leucemia linfoblastica aguda
(STANULLA et al., 2001), sindrome respiratoria aguda (GONG et al., 2005), linfoma néo-
Hodgkin (WARZOCHA et al., 1998), asma atopica (WANG et a., 2004) e doenca
intestinal inflamatoria (SONG et al., 2005).

Pela importancia da LT-o na patogénese do infarto do miocardio, esse
polimorfismo foi estudado, observando-se associagdo em alguns estudos (OZAKI et al.,
2002; MIZUNO et al., 2006), enquanto nao em outros (KESO et al., 2001; KOCH et al.,
2001).

Em doengas infecciosas, existem alguns trabalhos mostrando associagdo entre o
gendtipo TNF-B A/A e hepatite C (GOYAL et a., 2004) e hepatite B (SUNEETHA et al.,
2006). Todavia, em leishmaniose visceral do mediterraineo nao foi possivel verificar
gual quer associagio (MEDDED-GARNAOQUI et a., 2001).

Em doenca de Chagas, ha apenas um trabalho mostrando que o haplétipo
LTA+80A/+252A estava associado com a protegdo contra CCC, enquanto o haplotipo
LTA+80C/+252G estava associado com a suscetibilidade (RAMASAWMY et a., 2007).
Portanto, fazem-se necessarios mais estudos que esclarecem o papel deste polimorfismo no
desenvolvimento da CCC e/ou na suscetibilidade a infecgio por 7. cruzi.

Assim, a hipétese desse trabalho ¢ que polimorfismos em genes de citocinas
inflamatorias podem contribuir para a patogénese da cardiopatia chagésica cronica e
esclareceriam a razdo de alguns individuos soropositivos permanecerem assintomaticos,
enquanto outros progridem para a CCC. Para isso, foi estudado o polimorfismo no

primeiro intron do gene da LT-a, posi¢do +252, cuja presenca do alelo G esta associada a

Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!

“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

uma maior produgdo da citocina. Foi proposto que os individuos portadores do alelo G

teriam uma suscetibilidade aumentada para o desenvolvimento da CCC.

1.5. Justificativa

O papd da linfotoxina alfa tem sido pouco estudado atualmente, apesar de sua
importancia em fendmenos inflamatorios, semelhantes aqueles observados na doenga de
Chagas. A identificagdo das células produtoras e de seu subtipo necessita de mais
esclarecimentos.

Além disso, diferengas na produgao dessa citocina, entre individuos de uma mesma
populagdo, ocasionadas pela presenca de polimorfismos, podem ajudar a explicar a
progressao para a forma cardiaca em 30% dos individuos infectados, enquanto o restante
permanece assintomatico.

E possivel, portanto, que polimorfismos em genes de citocinas inflamatérias, como

aLT-a, expliguem as diferencas de produgdo da citocina, bem como a progressao para a

forma cardiaca da doenca.
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1.6. Objetivos

®
%

Identificar a frequéncia do polimorfismo na posi¢do +252 no gene da linfotoxina
alfa em individuos com sorologia positiva ¢ negativa para 7. cruzi € em pacientes

com as formas clinicas cardiaca e indeterminada da doenga de Chagas cronica;

®.
%

Comparar as frequéncias dos gen6tipos do polimorfismo na posi¢do +252 no gene
da linfotoxina alfa em pacientes com as formas clinicas cardiaca e indeterminada da
doenca de Chagas cronica com individuos do grupo controle de uma mesma area

endémica;

+ Associar apresenca do alelo polimorfico com a presenca de infecgao por 7. cruzi e

aformaclinica desenvolvida pelo individuo;

% Comparar os niveis de LT-o produzidos por células mononucleares de sangue
periférico de pacientes com os diferentes genotipos do polimorfismo na posigao
+252 no gene dalinfotoxina afa, com individuos do grupo controle de uma mesma

area endémica;

®
%

Avaliar o subtipo de linfécito T (CD4" ou CD8") produtor de LT-o. por meio de

citometria de fluxo.
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2.1. Amostra de Estudo

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFTM, sob
protocolo numero 920.

Foram incluidos neste estudo 485 individuos. Os individuos foram provenientes dos
municipios de Agua Comprida e Uberaba, acompanhados por profissionais da area de
saide dos respectivos municipios ¢ no Ambulatério de doenga de Chagas do Hospital de
Clinicas da UFTM, com idade média de 50,2 anos (desvio padrio de 14,462) Todos
receberam esclarecimentos a respeito da pesguisa e, apos assinatura de termo de
consentimento, foram submetidos a coleta de amostra de sangue periférico para a
realizagao dos experimentos. Foram coletadas duas amostras de 10mL a 20mL cada uma
por meio de pungdo venosa periférica com agulhas ¢ tubos de coleta a vacuo (BD
VACUNTAINER™), contendo heparina sodica como anticoagulante. A coleta foi
realizada na Unidade de Sainde de Agua Comprida e no Laboratorio de Imunologia da
UFTM, com a colaboragdo de funcionarios do local. Foram realizados pelo menos dois
testes sorologicos (ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay € hemaglutinagdo) para
confirmagdo da sorologia para Trypanosoma cruzi.

Nesse estudo, foram incluidos apenas os individuos com idade igual ou superior a
25 anos em 2000 (inicio do estudo), por se tratar do individuo soropositivo mais jovem.
Nessa area, a transmissdo vetorial da doenca foi controlada na década de 80, razdo pela
gual ndo se encontra soropositividade abaixo dos 25 anos. Ainda, o tempo decorrido da
infeccdo até os dias atuais seria suficiente para as possiveis manifestagdes da fase cronica.
Foram excluidos os individuos infectados pelo HIV.

Os individuos com sorologia positiva realizaram exames complementares de
eletrocardiograma, raio X de torax, esofagograma, raio X contrastado de intestino e

ecocardiograma e foram classificados nas formas clinicas da doenga de Chagas cronica, de

Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!

“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

acordo com os critérios estabelecidos na I Reunido de Pesquisa Aplicada em Doenga de
Chagas, em 1985. As formas clinicas digestiva ¢ mista foram utilizadas apenas nas

analises da sorologia.

2.2. Meio RPMI (Instituto Roswell Park Memorial)

Este meio foi preparado com 10,39g de RPMI-1640 (BRL, NY, USA) acrescido
de 2,0g de bicarbonato de sodio, 2,38¢g de Hepes (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) ¢
40 mg de gentamicina. Estes reagentes foram completados com um volume de 1000 mL de
agua ultrapura, mantendo-se em agitagdo constante em agitador magnético. O meio foi
filtrado em membrana estéril de 0,22 um (Millipore, S, Louis, USA). O teste de
esterilidade foi feito com uma amostra do meio por 24 horas a 37°C. Esse meio, acrescido
de 5% de FCS (Soro Fetal Bovino) (Gibco, Argentina) e 50mM de Hepes (Gibco), foi
denominado meio completo e utilizado nos ensaios de produgdo de sobrenadantes para

analise de citocinas.

2.3. Meio de Cultura Schneider’s

Foi preparado a partir de 24,1g de Schneider’s Insect Médium (Sigma) em
1000mL de agua ultrapura. Este meio acrescido de 20% de FCS (Gibico), 2g de cloreto de
magnésio e 40mg de gentamicina foi denominado meio completo. O meio foi filtrado em
membrana estéril de 0,22um (Millipore). O teste de esterilidade foi feito com uma amostra

do meio por 24 horas a 37°C.
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2.4. Obtengao de Antigeno de Trypanosoma cruzi

Para a obtencao dos antigenos, a forma epimastigota da cepa Y de Trypanosoma
cruzi foi utilizada. O parasito foi cultivado em meio Schneider (Sigma-EUA),
suplementado com 20% de soro fetal bovino e cultivado em estufaa 28°C. No final da fase
logaritimica de crescimento, os parasitos foram colhidos e transferidos para um tubo
conico de 50mL. A suspensio parasitaria foi lavada 3 vezes com RPMI e centrifugada a
1200xg por 15 minutos a 4°C. A massa de parasitos foi submetida a seis ciclos rapidos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-Maria a 37°C. O
material foi centrifugado a 1500xg, o sobrenadante filtrado em filtro de 0,22um (Millipore
EUA) e congelado a -70°C. A quantificagdo de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford por meio de conjunto de reagentes (kit) BCA (Pierce-EUA), conforme orientagao

do fabricante. A concentragao protéica foi ajustada para Img/mL.

2.5. Obteng¢ao de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC)

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos individuos
participantes do estudo foram separadas por densidade, por centrifugagdo em Ficoll-
Hypague™ plus (GE Healthcare). Os 10 a 20mL de sangue foram colocados sobre 12mL
de Ficoll-Hypaque e centrifugados por 20 minutos, a 20°C e 400xg. A seguir, as células
mononucleares, que formaram a interface, foram coletadas e transferidas para outro tubo.
Foram, entdo, lavadas trés vezes em meio RPMI incompleto (GIBCO — EUA), por
centrifugagdo a 200xg, durante 15 minutos e a temperatura de 4°C. Finalmente, os PBMC
foram ressuspensos em meio RPMI completo. A concentragao de células foi ajustada para
2x10° células por mL, apds contagem em camara de Neubauer. Cada pogo das placas de
cultura de 24 pogos (FALCON) recebeu 1mL de suspensio de células, que foi incubada

por 48 horas e 120 horas em presenca de: meio, antigeno de 7. cruzi a Sug/mL, e
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fitohemaglutinina (PHA) (SSIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS — EUA) a 5ug/mL.
Decorridos o0s periodos de 48 ¢ 120 horas, os sobrenadantes foram coletados e
armazenados em freezer —70°C. O sedimento das culturas de 48 horas foi usado para

avaliar aexpressio intracelular de LT-o por citometria de fluxo.

2.6. Analise da Expressio de CD4, CD8 e LT-a por Citometria de Fluxo e Aquisi¢ao de
Dados

Os anticorpos produzidos pela BD Pharmingen consistiram de anti-CD8 marcado
com FITC, anti-CD4 marcado com PE-Cy5 e anti-LT-o marcado com PE. Isotipos
controles foram utilizados apropriadamente. Todos os anticorpos foram manuseados de
acordo com as instrugdes do fabricante. PBMC foram recuperados de cultura de células de
48 horas, na auséncia de estimulos ¢ presenca de antigenos de 7. cruzi. As células
(concentracio de 2x10° por tubo) foram transferidas para tubos de poliestireno de 5mL
(Falcon®, USA ), proprios para citometria de fluxo. Em seguida, foram lavadas uma vez,
em tampao gelado (PBS-Dubecco’s 1% BSA) e centrifugadas a 400xg por 10 minutos a
20°C. Os sedimentos de células foram ressuspensos em 100uL de tampao PBS-BSA e
colocados para reagir com 0s anticorpos anti-CD8 e anti-CD4. Apods 30 minutos de
incubagao, no escuro e a 4°C, as amostras foram lavadas 3 vezes em tampdo e
centrifugadas a 300xg por 5 minutos a 20°C. Foram, entdo, fixadas e permeabilizadas com
Solucdo de Trabalho Fixagdo/Permeabilizagdo (Pharmingen-USA) por 30 minutos a 4°C.
As células foram lavadas duas vezes com tampao PBS-1% BSA. Apos a ultima lavagem,
os sedimentos celulares foram ressuspendidos em 100uL de Tampao de Permeabilizagdo
1X e foi acrescentado o anticorpo anti-LT-a.. Houve uma incubagdo no escuro a 4°C, por

30 minutos. Novamente, as células foram lavadas por duas vezes em Tampdo de
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Permeabilizagdo 1X e ressuspendidas em paraformaldeido 1% diluido em PBS Dulbecco’s
(Sigma).

Um total de 20000 eventos/tubo foram adquiridos utilizando-se o citémetro de
fluxo FACScalibur® (BD). O programa de computador (software) Cell quest TM fornecido
pelo fabricante foi utilizado para a agquisicdo e analise dos dados. Os “gates” foram
estabel ecidos de forma a permitir a avaliagdo das células mononucleares (FSC ¢ SLC) € o

numero de linfocitos T CD4 e CDS positivos para linfotoxina alfa.

2.7. Quantificagao de LT-a por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A LT-a presente nos sobrenadantes de cultura foi dosada por ELISA, utilizando-se
pares de anticorpos monoclonais comercialmente disponiveis. Foram utilizadas placas de
96 pogos de fundo chato, sensibilizadas com os anticorpos monoclonais especificos para a
captura da LT-o @ uma concentragdo de 1ug/mL (BD-Phamingem-EUA). Apods 18 horas,
cada pogo foi bloqueado pela adigdo de 200uL de solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) contendo 2% de albumina bovina (Sigma) (PBS/BSA). As fileiras 11 ¢ 12 de cada
placa foram adicionados 100uL de citocina padrio recombinante, sendo 1000pg/mL no
primeiro pogo, seguindo dilui¢des seriadas 1:2 em PBS/BSA. As outras fileiras foram
adicionados 50uL/pogo dos sobrenadantes, obtidos de culturas e igual volume de PBS-
BSA. As placas foram incubadas a 4°C, por 16 horas e lavadas por 4 vezes com uma
solu¢do PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). A seguir, foram adicionados
70uL/pogo do anticorpo anti-LT-o (BD-Phamingem-EUA) marcado com biotina diluido
em PBS-BSA. As placas foram incubadas novamente por 2 horas a 37°C e lavadas por 4
vezes em PBS-T. Apos esta etapa, foram adicionados 100ul/pogo de streptoavidina

conjugada a peroxidase, diluida 1:2000 em PBS-BSA. As placas foram incubadas por 2
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horas e lavadas por 4 vezes com PBS-T, quando, entdo, foram adicionados 100uL/pogo de
substrato contendo 1,2 ortofenilenodiamino (OPD).

Os resultados foram obtidos pela diferenca entre as absorbancias obtidas a 405 e
490nm (Absuos - Absy), medidas em um leitor automatico de ELISA (Biorad 2550
READER EIA). A concentragio da citocina nos sobrenadantes foi estimada por analise de
regressio com as absorbancias obtidas em uma curva padrdo da citocina recombinante,

realizada simultaneamente e expressa em pg/mL. A sensibilidade do teste foi de 2pg/mL.

2.8. Genotipagem

O polimorfismo na posicdo +252 do gene da linfotoxina alfa foi analisado
(MESSER et a., 1991). Foram genotipados 284 individuos, sendo 123 com sorologia
positiva para 7. cruzi (70 com a forma cardiaca e 53 com a forma indeterminada) e 161

com sorologia negativa.

2.8.1. Lisede Células

A lise de células foi realizada na massa de hemdcias e leucdcitos, restantes do
fracionamento dos PBMC e também no sangue total, apos a retirada do plasma, nas
amostras que nao foram submetidas a cultura celular.

O material foi transferido para um tubo conico de 50mL. Houve uma centrifugacao
a 500xg, durante 10 minutos para a retirada do plasma. Entdo, o tampao de lise TE 20:5
(TRISEDTA), composto por TrissHCI 1M e EDTA 0,5M, pH 8,0 foi acrescentado até
completar o volume para 45mL. As amostras foram submetidas a uma agitagdo em vortex
para gque as hemacias fossem lisadas mais facilmente. O passo seguinte foi a centrifugagao
a 1400xg, durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Ao final de cada centrifugagio, o

sobrenadante rico em lisado de hemacias foi desprezado e o volume foi completado
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novamente para 45mL com o tampao TE 20:5. Os procedimentos foram repetidos até que
se fosse obtido um sedimento de leucocitos o mais livre possivel de hemacias. Esse
sedimento foi transferido para um microtubo Bio free de 2mL (SARSTEDT), livre de
enzimas, como DNAses e RNAses, que pudessem comprometer o DNA a ser extraido. Foi
adicionado, ainda, 1mL de tampao TE 20:5 e as amostras foram centrifugadas a 10000xg.
O sobrenadante foi desprezado e as amostras armazenadas a -20°C para posterior extragao

de DNA genémico.

2.8.2. Extragao do DNA Genomico

Para obtencdo de DNA de melhor qualidade, as amostras foram tratadas por duas
técnicas diferentes. Caso ainda restassem hemacias no sedimento de leucocitos, a técnica
de escolha seria 0 Método de Extragdo de DNA pelo Fenol-Cloroférmio. Se o sedimento

estivesse bastante livre de hemacias, empregar-se-ia 0 Método de Extragdo pelo DNAzol.

Extracio de DNA Gendmico pelo Método do Fenol-Cloroférmio

Ao sedimento armazenado, foram adicionados 200uL de SDS (dodecil sulfato de
sodio) 10% e 65uL de proteinase K (20ug/mL). As amostras foram incubadas por cerca de
18 horas a temperatura ambiente. No dia seguinte, foram adicionados 1900uL de acetato
de sodio e a mistura foi homogeneizada por meio de inversdo suave. O fenol-clorof érmio-
alcool-isoamilico 25:24:1 (Sigma) foi acrescentado em um volume de SmL. Houve a
homogeneizagao em agitador orbital por 20 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 1000xg
por 20 minutos a temperatura ambiente. O DNA solubilizado encontrava-se no
sobrenadante (fase aquosa) e foi retirado com o auxilio de uma pipeta. Foi, entdo,
transferido para um microtubo do tipo EPPENDORF de 2,0mL onde foi precipitado com

etanol 100%. Houve novamente uma centrifugagio a 4500xg por 10 minutos a temperatura
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ambiente. Desprezou-se 0 sobrenadante e lavou-se por trés vezes com etanol 70%. Em
seguida, ressuspendeu-se em 300uL agua ultra pura filtrada em filtro de 0,22um e
autoclavada. Para verificar se 0 DNA extraido possuia boa qualidade, uma eletroforese em
gel de agarose 1% foi realizada. Em seguida, as amostras foram estocadas em freezer a -

20°C.

Extracdo de DNA pelo Método Dnazol

Ao sedimento de leucdcitos estocado, acrescentou-se 1mL de DNAzol Reagent
(GIBCO BRL) comerciamente disponivel. Em seguida, centrifugou-se a 10000xg a 4°C,
durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um microtubo do tipo
EPPENDORF de 2mL e foi acrescentado etanol 100% no volume de 500uL. Os tubos
foram homogeneizados por inversio e aguardou-se aproximadamente 1 a 3 minutos.
Novamente, houve uma centrifugagdo a 10000xg a temperatura de 4°C, durante 10
minutos. Desprezou-se 0 sobrenadante e utilizou-se uma solugao de etanol 70% para a
lavagem do material. O procedimento de centrifugagdo foi repetido até que se obtivesse
uma amostra de DNA o mais limpida possivel. O DNA foi ressuspendido em 500ul de
agua ultra pura filtrada em filtro de 0,22um e autoclavada. Para verificar se 0 DNA
extraido possuia boa qualidade, uma eletroforese em gel de agarose 1% foi realizada. Em

seguida, as amostras foram estocadas em freezer a-20°C.
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2.8.3. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para um volume total de 50ul por reacio foram utilizados:

+ 38,80uL de agua MILLI-Q estéril e filtrada em filtro de 0,22um;

®
%

5,0uL de tampdo 10X sem Cloreto de Magnésio (MgCl,), concentragdo final de 1X

(Invitrogen);

®.
%

2,0uL de Cloreto de Magnésio (MgCly) 50mM, concentragiao final de 2mM
(Invitrogen);

% 1,0uL dedNTPs (10mM), concentragdo final de 0,2mM (GIBCO-BRL);

% 1,0uL de cadainiciador (primer F CTC CTG CAC CTG CCT GGA TC,; primer R
GAA GAG ACG TTC AGG TGG TGT CAT) (Invitrogen) (WARZOCHA et a.,

1998);

®
%

0,20uL (500 unidades, 5U/uL) de Tag DNA polimerase platinum, concentragiao

final de 0,02U/uL (Invitrogen);

®
%

1,0uL de DNA genémico.

As amostras foram submetidas a uma desnaturagio inicial a 95° C, por 5 minutos,
seguida por 35 ciclos. A desnaturagio da dupla-hélice de DNA foi realizada a temperatura
de 95°C, durante 1 minuto, seguida da associagiio, a uma temperatura de 58°C, por 1
minuto e, posteriormente, a extensdo da cadeia realizada pela enzima tag DNA-polimerase
a 72°C durante 1 minuto. As amostras foram submetidas a uma extensio final a 72°C
durante 3 minutos, garantindo a extensio adequada da fita. A amplifica¢do da sequéncia de

DNA estudadafoi realizada em um termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient.
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2.8.4. Analise de Restri¢ao
A enzima utilizadafoi a Ncol. Esta enzima ¢ isolada de Rhodococcus sp. € seu Sitio
de reconhecimento ¢ 5 C)\CATG G 3"/ 3° G GTAC'C 5.

Entdo, para um volume final de 12,1uL foram utilizados:

< 0,1uL deenzima Ncol (10U/uL) (BioLabs);

B3

» 1,5uL detampao REACT 3, fornecido com a enzima (BioLabs);

3

% 10,5uL de agua MILLI-Q estéril e filtrada em filtro de 0,22um;
¢+ 3,0uL de produto de PCR, anteriormente realizada.

A reacio de digestio foi realizada por 18 horas a 37°C, em estufalivre de CO..

2.8.5. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Para a obtencdo dos resultados, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida. Cada placa de gel possui 10 pogos, sendo que no primeiro foi colocado
um marcador molecular de 50bp (1,0uL), seguido pelo controle negativo das PCRs (0
DNA foi substituido por agua devidamente esterelizada). Foram utilizados géis de
poliacrilamida 10% para a visualizagdo dos alelos na posigdo +252 (bandas de 368, 235,
133bp).

Se houver o polimorfismo, havera o aparecimento do Sitio de restricdo da enzima
pela substituicdo de A por G (criagdo de um sitio de restrigdo). Quando houver a clivagem,
dois fragmentos serdo formados, um de 235 ¢ outro de 133 bp, correspondentes ao alelo
LT-a 5.5kb (GG). Quando a clivagem nao ocorrer, apenas um fragmento de 368bp sera
gerado (alelo LT-a 10.5kb, AA). A presenca do alelo de 368bp foi registrada como AA
(ndo digerido), dos alelos de 235 e 133bp como GG (digerido) e dos trés alelos (368, 235 ¢

133bp) como AG (heterozigoto) (figura 01).

Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!

“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

AG

ND
%
=
e B - = = 4

Figura 01 - Representagdo de eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, corado pela prata,
exemplificando os genotipos AG (heterozigoto) e AA (homozigoto nao digerido). ND
representa o produto da PCR, usado como controle.

As eletroforeses foram realizadas em tampao TBE 1X (Tris-Borato-EDTA). O
tempo de corrida foi de aproximadamente duas horas, em uma voltagem de 100 volts.
Terminada a eletroforese, os géis foram retirados das placas e colocados em uma solugao
composta por etanol absoluto (83,30mL), por acido acético (3,33mL) e agua ultra pura em
quantidade suficiente para completar o volume de 500mL, durante 15 minutos. A solugdo
foi desprezada e foi acrescentada uma solugao de prata (1g de nitrato de prata 1% e agua
ultra pura em quantidade suficiente para completar o volume de 500mL), por 20 minutos.
Antes da revelagdo, os géis foram lavados por 3 vezes em agua. AcrescentOU-Se a solugao
reveladora (15g de NaOH, 3,33mL de formaldeido e agua em quantidade suficiente para

completar o volume de 500mL). Depois, 0s géis foram fotografados para arquivo.
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2.9. Analise dos Dados

Para a analise estatistica da frequéncia dos genotipos, foi utilizado o teste do Qui-
quadrado, verificando a associagdo entre as variaveis estudadas. O nivel de significancia
foi de 5% (p<0,05). O teste foi realizado com o auxilio do programa de estatistica Statsoft
Statistica — versdo 8. Para avaliagdo de Odds Ratio (OR), com intervalo de confianca de
95%, foi utilizado o programa SPSS - versio 16.

Para a analise estatistica da dosagem de LT-o foram aplicados testes nao
paramétricos, por apresentar distribui¢do ndo normal. Na comparagdo entre dois grupos, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney, e na comparagio entre trés ou mais grupos, o teste de
Kruskal-Wallis. O nivel considerado de significancia para os testes foi de 5% (p<0,05). As
analises foram realizados no programa estatistico StatiView Abacus Concepts versio 4,57.
Para comparar dados do mesmo paciente, frente a diferentes tempos de observagao, foi
aplicado o teste de Wilcoxon.

Para a anélise da porcentagem de células T CD4" ou T CD8" que expressaram LT-
o foram utilizados testes paramétricos, devido a distribui¢do normal das variaveis. O teste
utilizado foi o teste T pareado, quando as variaveis eram dependentes e o teste T ndo
pareado quando as variaveis eram independentes, com nivel de significancia de 5%

(p<0,05), analisado no programa estatistico StatiView Abacus Concepts versio 4,57.
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3.1. Descrigao da Amostra

Nesse estudo, foram incluidos um total de 485 individuos, classificados de acordo
com a sorologia positiva ou negativa para T. cruzi. Aqueles com sorologia positiva para 7.
cruzi foram classificados por forma clinica, segundo os critérios estabelecidos na I Reunido
de Pesquisa Aplicada em Doen¢a de Chagas, em 1985, foram analisados 221 individuos.
Ao considerarmos os individuos com sorologia positiva (n=259), foram incluidos aqueles
com as formas clinicas cardiaca, digestiva, indeterminada, mista da doenga de Chagas
cronica e aqueles ndo classificados clinicamente. JA na andlise por forma clinica, foram
considerados apenas individuos portadores das formas cardiaca (n=70) e indeterminada
(n=53), em um total de 123 individuos.

A amostra foi composta por um total de 485 individuos, sendo 269 (55,40%) do
género feminino e 216 (44,60%) do género masculino. Dos individuos do género feminino,
132 (27,20%) apresentaram sorologia positiva e 137 (28,20%) sorologia negativa. Dos
individuos do género masculino, 127 (26,20%) apresentaram sorologia positiva ¢ 89
(18,40%) sorologia negativa para 7. cruzi (tabela 01).

Tabela 01 - Distribuigao das frequéncias das sorologias positiva ¢ negativa para 7. cruzi
em relagdo ao género dos individuos da amostra.

Sorologia
Positiva Negativa Total
Género N % N % N %
Feminino 132 27,20 137 28,20 269 55,40
Masculino 127 26,20 89 18,40 216 44,60
Total 259 53,40 226 46,60 485 100
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Em relagao a idade dos individuos da amostra, a média foi de 50 anos (desvio
padrio de 14,465). Os individuos do género feminino e com sorologia positiva para 7.
cruzi apresentaram idade média de 56 anos (desvio padrdo de 13,480) e os individuos do
género masculino, idade média de 55 anos (desvio padrao de 12,186). A média de idade
geral dosindividuos com sorologia negativa foi de 43 anos (desvio padrao de 13,486). Dos
individuos com sorologia negativa para 7. cruzi (grupo controle), a idade média entre os
géneros feminino e masculino foi de 41 anos (desvio padrao de 13,207) ¢ 47 anos (desvio
padrio de 13,141), respectivamente. Entre os individuos com a forma cardiaca, a idade
média foi de 58 anos (desvio padrio de 12,119), entre os individuos com a forma
indeterminada 53 anos (desvio padrao de 12,575) e entre os individuos com a forma mista
de 57 anos (desvio padrio de + 15,049).

Dos 259 individuos com sorologia positiva para 7. cruzi, foi possivel caracterizar
clinicamente 221. Destes, 113 (51,13%) foram classificados clinicamente na forma
cardiaca, 08 (3,62%) na digestiva, 79 (35,75%) na indeterminada ¢ 21 (9,5%) na forma
mista da doenga de Chagas cronica. Classificados de acordo com género foram observados
na forma cardiaca, 53 (46,90%) individuos do género feminino e 60 (53,10%) do género
masculino, na forma digestiva 03 (37,50%) do género feminino ¢ 05 (62,50%) do género
masculino, na forma indeterminada 46 (58,20%) femininos e 33 (41,80%) masculinos e ha

formamista, 16 (76,20%) femininos e 05 (23,80%) masculinos (tabela 02).
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Tabela 02 - Distribuicdo das frequéncias das formas clinicas da doenga de Chagas cronica,
em relagdo aos géneros feminino e masculino dos individuos da amostra.

Formas Clinicas

Cardiaca Digestiva  Indeterminada Mista Total

Género N % N % N % N % N %
Feminino 53 4690 03 3750 46 5820 16 76,20 118 53,40

Masculino 60 5310 05 6250 33 41,80 05 2380 103 46,60

Total 113 100 08 100 79 100 21 100 221 100

3.2. Genotipagem

Um polimorfismo que afeta a expressio de LT-a foi encontrado no primeiro intron
do gene da LT-a, na posi¢do +252 (MESSER et al., 1991). Essa varia¢do genética resulta
no aparecimento do sitio de restricdo da enzima Ncol, pela substituicao de A por G. A
presenca do nucleotideo A impede a digestdo pela enzima e gera banda de 368bp, com 0S
primers utilizados nesse estudo. Quando o nucleotideo G esta presente, ha o aparecimento
de um sitio de restrigdo e sdo observadas duas bandas, de 235 ¢ 133bp (WARZOCHA et
al., 1998).

Foi possivel obter o genotipo de 304 individuos, sendo 133 (43,75%) do género
masculino e 171 (56,25%) do género feminino. Dos individuos que apresentaram o
genotipo AA, 70 (46,67%) foram do género masculino e 80 (53,33%) do género feminino.
Daqueles genotipados como AG, 54 (44,26%) eram homens e 68 (55,74%) mulheres. Dos
individuos que apresentaram o gendtipo GG, 09 (28,13%) foram do género masculino e 23
(71,88%) do género feminino (tabela 03). Ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre adistribuigao dos gendtipos para o polimorfismo da LTA, posi¢ao +252,

e 0 género dos individuos da amostra (X°; p= 0,156). A frequéncia do alelo A foi de
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72,90% no género masculino e 66,67% no género feminino. O alelo G teve frequéncia de

27,10% no género masculino e de 33,33% no género feminino.

Tabela 03- Distribuigio das frequéncias dos gendtipos AG, AA e GG para a posi¢do +252
do genedaLT-a em relagdo ao género dos individuos da amostra.

Genotipo

AA AG GG Total

Género N % N % N % N %

Masculino 70 46,67 54 44,26 09 28,13 133 43,75

Feminino 80 53,33 68 55,74 23 71,88 171 56,25

Total 150 100 122 100 32 100 304 100

Em relagdo as sorologias positiva e negativa (grupo controle) para 7. cruzi, foram
genotipados 295 individuos, sendo 161 (54,60%) com sorologia negativa ¢ 134 (45,40%),
com sorologia positiva. Dos 147 (49,84%) individuos genotipados como AA, 75 (51,02%)
foram soronegativos e 72 (48,98%) soropositivos. Tratando-se do genotipo heterozigoto,
64 (54,70%) eram soronegativos e 53 (45,30%) soropositivos. Em relagdo ao genotipo GG,
polimoérfico, 22 (70,97%) eram soronegativos e 09 (29,03%) soropositivos (tabela 04).
Ndo pdde ser observada diferenca estatisticamente significativa entre o genotipo e a
sorologia apresentada pelos individuos da amostra (X°; p= 0,128). A frequéncia dos alelos
A e G, no grupo de individuos com sorologia negativa, foi de 66,46% e 33,54%,
respectivamente. Entre os soropositivos, a frequéncia foi de 73,50% e 26,50% para os

alelos A e G, respectivamente.
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Tabela 04- Distribui¢do das frequéncias das sorologias, positiva e negativa, para 7. cruzi
em relagdo aos genodtipos do polimorfismo no gene da LT-a, posigao +252.

Genotipos

AA AG GG Total

Sorologia N % N % N % N %

Negativa 75 51,02 64 54,70 22 70,97 161 54,60

Positiva 72 48,98 53 45,30 09 29,03 134 45,40

Total 147 100 117 100 32 100 295 100

Considerando-se as formas clinicas cardiaca e indeterminada da doenga de Chagas
Cronica, foi possivel genotipar 123 individuos. Entre os 70 (56,90%) individuos com a
forma cardiaca da doenga, 31 (46,97%) apresentaram o genotipo AA, 34 (68,00%) o
gendtipo AG e 05 (71,43%) o genotipo GG. No grupo de 53 (53,03%) individuos com a
forma clinica indeterminada, a distribui¢do dos gendtipos AA, AG e GG foi de
respectivamente, 35 (53,03%), 16 (32,00%) e 02 (28,57%) (tabela 05). Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os gendtipos ¢ a manifestacdo clinica
desenvolvida pelo individuo (X?; p= 0,055). Em relagio a frequéncia alélica, o alelo A teve
frequéncia de 68,60% no grupo de individuos com cardiopatia e de 81,10% entre o grupo
de indeterminados e o alelo G de 31,40% e 18,90%, respectivamente. Ainda, foi avaliada a
probabilidade de o individuo, sendo portador do genotipo GG ou AG de desenvolver a
forma cardiaca da doenga. Para o genotipo GG, foi encontrado um Odds Ratio (OR) de 2,8
(95% Cl= 0,511 — 15,600) e para 0 genotipo AG, um OR de 2,4 (95% CI= 1,115 — 5,161),

em relagdo ao genotipo AA.
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Tabela 05- Distribuigdo das frequéncias das formas clinicas cardiaca e indeterminada em
relagdo aos genotipos do polimorfismo no geneda L T-a, posicao +252.

Gendtipos
AA AG GG Total
Forma Clinica N % N % N % N %
Cardiaca 31 46,97 34 68,00 05 71,43 70 56,90

Indeterminada 35 53,03 16 32,00 02 28,57 53 43,10

Total 66 100 50 100 07 100 123 100

Para se verificar se existe alguma associagdo entre a presenca do alelo G ¢ o
desenvolvimento da sorologia positiva ou forma clinica, os gendtipos GG ¢ AG foram
agrupados em “presenca do alelo G” que, segundo dados da literatura, esta associada com
maior producdo de LT-a (MESSER et al., 1991; OZAKI et a., 2002).

Associando-se a presenga do alelo G com o género do individuo, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa (X°; p= 0,265). De um total de 304 individuos, 133
(43,75%) foram do género masculino, sendo que 70 (46,98%) nao apresentaram o alelo G
e 63 (40,65%) apresentaram o alelo G (genotipos GG e AG). Dos individuos do género
feminino, 79 (53,02%) nao apresentaram o alelo G e 92 (59,35%) o apresentaram (tabela

06).
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Tabela 06- Distribui¢ao da presenca do alelo G do polimorfismo no gene daLT-a, posi¢ao

+252 em relagdo ao género dos individuos da amostra.

Género
Masculino Feminino Total
Presenca de G N % N % N %
Nao 70 46,98 79 53,02 149 100
Sim 63 40,65 92 59,35 155 100
Total 133 43,75 171 56,25 304 100

Foi observada a frequéncia da presenca do alelo G em relagdo as sorologias

negativa e positiva para 7. cruzi dos individuos estudados. Nao houve associagdo entre a

presenca do alelo G e a sorologia apresentada pelo individuo (X°; p= 0,221). Dos 147

individuos que apresentaram o alelo G, 75 (51,02%) foram soronegativos e 72 (48,98%)

soropositivos. Dos 148 individuos com auséncia do alelo G, 86 (58,11%) tinham sorologia

negativa e 62 (41,89%) sorologia positiva para 7. cruzi (tabela 07).

Tabela 07- Distribui¢ao da presenga do alelo G do polimorfismo no gene da LT-a, posi¢ao

+252 em relagdo as sorologias negativa e positiva para 7. cruzi.

Sorologia
Negativa Positiva Total
Presenca de G N % N % N %
Nao 75 51,02 72 48,98 147 100
Sim 86 58,11 62 41,89 148 100
Total 161 54,58 134 45,42 295 100
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Analisando-se se a presenga do alelo G poderia influenciar o desenvolvimento da forma
cardiaca, esta foi comparada entre as formas clinicas cardiaca e indeterminada. Dos 66
individuos com auséncia do alelo G, 31 (46,97%) foram classificados na forma cardiaca e
35 (53,03%) na forma indeterminada. Dos 57 individuos com presenga de alelo G, 39
(68,42%) apresentaram a forma cardiaca ¢ 18 (31,58%) a forma indeterminada (tabela 08).
Essa diferenca foi estatisticamente significativa (X*; p= 0,016). Calculando-se a razio das

chances (Odds Ratio — OR), foi encontrado um valor de 2,4 (95% Cl= 1,169 — 5,120).

Tabela 08- Distribui¢ao da presenga do alelo G do polimorfismo no gene da LT-a, posi¢ao
+252 em relagdo as formas Clinicas cardiaca e indeterminada da doenga de Chagas cronica.

Forma Clinica

Cardiaca Indeterminada Total
Presenca de G N % N % N %
Nao 31 46,97 35 53,03 66 100
Sim 39" 68,42 18 31,58 57 100
Total 70 56,90 53 43,10 123 100
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3.3. Produgao de L T-a por Células Mononucleares de Sangue Periférico

Os niveis de LT-a nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares de
sangue periférico, na auséncia de estimulo (produgdo basal), apos estimulo por
fitohemaglutinina (PHA) ou por antigenos de T. cruzi, foram comparados nos tempos de
48 e 120 horas de cultura. Na auséncia de estimulo, foi observado que apds 120 horas de
cultura ha maior produgéo da citocina do que em 48 horas (Wilcoxon, p= 0,015) (figura
02). Quando o0 estimulo é a fitohemaglutinina, ndo ha diferenca estatisticamente
significativa entre os dois momentos de dosagem (Wilcoxon, p= 0,257) (figura 03).
Quando estimuladas com antigenos de 7. cruzi, apoés 120 horas de cultura, as células
produzem significativamente mais LT-o do que apds 48 horas de cultura (Wilcoxon, p<
0,0001) (figura 04).
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Figura 02 - Miveis de LT-o produzides por células
mononucleares de sangue periférico apds 48 e 120 horas de
cultura, na auséncia de estimule. (n= 3% para 48h & n= 24 para

120h). (Wilcoxon, p= 0,015

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the
“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

12007
1000 7 =T
iz 800 7
E
E 600
ba] i
e 400
L
200 7
]
PHA 45h TH& 120h
Figura 03- HMiveis de LT-a produzides por células
mononucleares de sangue periférico apds 48 e 120 horas
de cultura, apds estimule com fitohemaglutinina (n= 49
para 4B8h e n= 57 para 120h). (Wilcoxon, p= 0,257
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Figura 04- MNiveis de LT- produzidos por células mononucleares de
sangue periférico apds 48 e 120 horas de cultura, apds estimulo com
antigenos de 7. cruzmi(n= T0 para 48h e n= 17 para 120h)
(W ilcoxon, p= 0,0001),

A produgdo de LT-a foi comparada entre individuos com sorologias negativa e
positivapara 7. cruzi. Quando as células ndo receberam estimulo, apds 48 horas de cultura,
ndo foi observada diferenga na producdo de citocina entre individuos soronegativos e
soropositivos (Mann-Whitney, p= 0,081) (figura 05). Apds estimulo com antigeno de 7.
cruzi, em 48 horas de cultura, os individuos com sorologia positiva produzem
significativamente mais LT-a do que os individuos com sorologia negativa (Mann-

Whitney, p< 0,0001) (figura 05). Quando o estimulo foi a PHA, apos 48 horas de cultura,
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ndo se observou diferenca na producdo da citocina entre os dois grupos estudados (Mann-

Whitney, p= 0,243) (figura 06).
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Figura 03- Miveis de LT-w, em individuos com sorologias negativa e positiva
para T. cruzi na auséncia de estimulo e apds estimulo com antigencs de 7.
cruzi, em cultura de 48 horas.
Individuos com sorologia positiva {n= 29} e individucs com sorologia
negativa (n= 33}, teste Mann-Whitney, p= 0,081, p= ¢,0001, respectivamente,
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Figura 06- Niveis de LT-w, em individuos com serologias negativa e positiva para
T, cruzi apds estimulo com fitohemaglutinina, em cultura de 48 horas.

Individuos com sorelogia positiva (o= 29 e individues com sorologia negativa (n=
2EY toors Wlnee Whitego s 191
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As tabelas que seguem no texto (tabelas 09-16) representam o conjunto dos dados
dos niveis de LT-a agrupados, mostrando os valores das medianas e valores minimo e
maximo em cada condicdo estudada.

Tabela 09- Valores da produgdo de LT-a, expressos em pg/mL, em individuos com
sorologias positiva e negativa para 7. cruzi, em culturas de 48 horas.

Meio Antigenos de T. cruzi  PHA
Soropositivos 0(0-587,2) 12,9 (0-132,2) 222,97 (0-717,55)
soronegativos 0(0-247,1) 0(0-17,61) 292,75 (0-1417,90)

Osvalores sio expressos em mediana (valor minimo — valor maximo).

A mesma analise foi realizada para as células cultivadas por 120 horas. C¢lulas de
individuos soropositivos cultivadas apenas em meio de cultura produziram niveiS
significativamente mais elevados de citocina do que os individuos soronegativos (Mann-
Whitney, p= 0,0007) (figura 07). Quando o estimulo foi a PHA, células de individuos
soronegativos produziram significativamente maiores niveis de LT-a (Mann-Whitney, p=
0,026) (figura 08). Entretanto, quando estimuladas com antigenos de 7. cruzi, ndo houve

diferencas significativas entre pacientes e controles (Mann-Whitney, p= 0,90) (figura 07).
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Figura 07- MNiveis de LT-e, em individuos com sorologias negativa e positiva para T.
cruzi na auséncia de estimulo e apds estimulo com antigencs de 7. cruzi, em cultura

de 120 horas
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Figura 08- Niveis de LT-o, em individuos com sorologias negativa e positiva para 7. cruz,
apds estimulo com fitohemaglutinina, em cultura de 120 horas.

Individues com sorclogiapesitiva (n= 31) e individuos com serologia negativa (n=77), teste
Mann-Whitney, p= 0,028,

Tabela 10- Valores da produgdo de LT-a, expressos em pg/mL, em individuos com
sorologias positiva e negativa para 7. cruzi, em culturas de 120 horas.

Meio Antigenos de T. cruzi  PHA
Soropositivos 0,128 (0-14,6) 1,27 (0-1178,1) 8,7 (0-1417,9)
soronegativos 1,9 (0-80,3) 3,6 (0-480,2) 337 (0-1417,9)

Os valores sio expressos em mediana (valor minimo — valor maximo).

Em relagao as formas clinicas cardiaca e indeterminada, apos cultura de 48 horas,
nao houve diferenga significativa na produgdo da citocina entre os pacientes com a forma
cardiaca e indeterminada da doenga de Chagas, na auséncia de estimulo (Mann-Whitney,
p= 0,132) (figura 09) e apos estimulo com PHA (Mann-Whitney, p= 0,902) (figura 10).
Quando as células foram estimuladas com antigenos de 7. cruzi, uma produgdo
significativamente maior de citocina foi observada pelos pacientes cardiacos (Mann-

Whitney, p= 0,01) (figura 09).
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Figura 09- MNiveis de LT-@, em individuos com as formas clinicas cardiaca e
indeterminada da doenca de Chagas crdnica, na ausBncia de estimulo e apds
estimulo com antigenos de T0 crug, em cultura de 48 horas.
Individuos com a forma cardiaca {n= 12} e individuos com a forma indeterminada
(r= 119, teste Mann-Whitney, p= 00,132, p= 0,01, respectivamente
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Figura 10- Miveis de LT-w», em individuos com as formas clinicas cardiaca e
indeterminada apds estimule com fitohemaglutinina, em cultura de 48 horas.
Individuos com a forma cardiaca (n= 12) e mdividuos com a forma
indeterminada (n= 11}, teste Mann-Whitney, p= 0,902,

Tabela 11- Valores da produgdo de LT-a, expressos em pg/mL, em individuos com as
formas clinicas cardiaca e indeterminada, em culturas de 48 horas.

Meio Antigenos de T. cruzi  PHA
Forma cardiaca 2,65 (0-29,9) 15,3 (0-66,9) 208,85 (0-587,2)
Formalndeterminada 0 (0-587,2) 0 (0-15,5) 211,7 (6,1-534,64)

Os valores sio expressos em mediana (valor minimo — valor maximo).
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Comparando-se a produgio de LT-a por sobrenadantes de cultura de 48 horas, apos
na auséncia de estimulo e apds estimulagdo por antigenos de 7. cruzi, entre os diferentes
genotipos para a posigdo +252 do gene da LT-a, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (Kruskal-Wallis, p= 0,639; p= 0,363, respectivamente)
(figura 11). Quando a produgdo de LT-a por sobrenadantes de cultura foi comparada apos
estimulo com PHA também ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas (Kruskal-Wallis, p= 0,530) (figura 12).
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Figura 11- Miveis de LT-o em relagfo ac polimorfismo na posigdo +252, na
auséncia de estimulo e apds estimule com antigenos de 70 cruzi, em cultura de 48
heras

Individuos &4 (n=45 para meio e Tc), individuos AG (n= 33 para meio e Tc) e
individuos GG (n= 13 para meio e Tc), teste Kruskal-Wallis, p= 0,635, p= 0,363,
respectivamente.
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Figura 12- Niveis de LT-a¢ em relaglio ac polimorfismo na posiglo +232, apds
estimule com fitchemaglutinina em cultura de 48 horas
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Tabela 12- Valores da produgdo de LT-a, expressos em pg/mL, em individuos com os
gendtipos AA, AG e GG do polimorfismo no gene da LT-a, poSi¢do +252, em culturas de

48 horas.
Meio Antigenos de T. cruzi  PHA
AA 0(0-247,1) 0(0-33,2 251,525 (0-826,4)
AG 0 (0-587,2) 0(0-29,5) 372,2 (0-784,9)
GG 0 (0-10,51) 0 (0-16,5) 270,7 (25,47-1178,1)

Os valores sio expressos em mediana (valor minimo — valor maximo).

A produgdo de LT-o apos cultura de 120 horas também foi comparada entre os
gendtipos do polimorfismo da LT-a, posi¢do +252. Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na produgio da citocina na auséncia de estimulo (Kruskal-
Wallis, p= 0,312), apds estimulo com antigenos de 7. cruzi (Kruskal-Wallis, p= 0,996)

(figura 13) ou apos estimulo com PHA (Kruskal-Wallis, p= 0,527) (figura 14).
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Figura 13- Niveiz de LT- em relagiio ao polimorfismo na posigiio +252, na auséncia de
estimulo e apds estimulo com antigenos de T, cruz, em cultura de 120 horas.

Individuos A4 (n= 40 na auséncia de estimulo e 1= 328 apds estitnulo com antigenos de
T eruzi), individuss AG (n= 35 na ausBncia de estimulo e 1= 34 apds estimule com
antigenos de T, cruzi) e individuos GG (n= 12 para as duas condigdes), teste Kruskal-
Wallis, p= 0,312, p= 0,996, respectivamente.
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Figura 14- Miveis de LT-o em relaciio ao polimorfismo na posiglo +232, apds
estimule com fitchemaglutinina em cultura de 120 horas.

Individuos &4 (n=41), individucs AG (n= 33) e individuos GG (n= 12, teste
Eruskal-Wallis, p= 0,527

Tabela 13- Valores da produgdo de LT-a, expressos em pg/mL, em individuos com os
genotipos AA, AG e GG do polimorfismo no gene da LT-a, posi¢do +252, em culturas de

120 horas.

Meio Antigenos de T. cruzi  PHA
AA 2,35 (0-62,2) 2,05 (0-1178,1) 374,5 (0-1417,9)
AG 0,5 (0-80,3) 2,2 (0-297,8) 262,5 (0-1417,9)
GG 2,0(0-215) 3,2(0-25,1) 162,35 (0-1222)

Os valores sio expressos em mediana (valor minimo — valor maximo).

Analisando-se a produgdo de LT-o. em relagdo a presenga do alelo G (alto
produtor), em culturas de 48 horas, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas na produgdo da citocina em relagdo a presenga ou auséncia do alelo G, em
cultura usando apenas meio (Mann-Whitney, p= 0,316) (figura 15), e apds estimulos com
PHA (Mann-Whitney, p= 0,260) (figura 16) e antigenos de 7. cruzi (Mann-Whitney, p=

0,145) (figura 15).

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the
“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

14

12 o
10 -
oy
g
E 2 1 D Auséncia de G
é‘s 6 | Presencade G
4
o
5 r

meio Antigenos T, cruzi

Figura 15- Miveis de LT-o, em relagdo & presenga do alelo G do
polimorfismo na posigio +252, na auséncia de estimulo e apds
estimulo com antigenos de T cruzi, em cultura de 48 horas.
Auséneia do alelo G (n= 45), presenca do alelo G (n= 46), teste
Mann-Whitney, p= 0,316, p= 0,145, respectivamente.
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Figura 16- Miveis de LT-o, em relacfio & presenga do alelo G do
polimotfistne na posigdo +252, apds estimulo com fitchemaglutinina, em
cultura de 45 horas.
Auséncia do alelo G (n= 46), presenca do alelo G (n= 46), teste Mann-
Whitney, p= 0,260,
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Tabela 14- Vaores da produgdo de LT-a, expressos em pg/mL, em individuos com os
presenca ou auséncia do alelo G, do polimorfismo no gene da LT-a, posi¢do +252, em
culturas de 48 horas.

Meio Antigenos de T. cruzi  PHA
Presenca de G 0 (0-587,2) 0(0-29,5) 290,7 (0-1178,1)
Auséncia de G 0(0-247,1) 0(0-33,2 251,525 (0-826,4)

Os valores sio expressos em mediana (valor minimo — valor maximo).

Foi realizada analise em relagdo a presenca ¢ auséncia do alelo G, separando-se 0S
individuos com sorologias negativa e positiva para 7. cruzi. Nos individuos com sorologia
negativa para T. cruzi, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas na
produgdo da citocina em relagdo a presenga do alelo G na auséncia de estimulos (Mann-
Whitney, p= 0,902) (figura 17) ou apos estimulo com PHA (Mann-Whitney, p= 0,074),
em culturas de 48 horas, embora hgja umatendéncia a uma maior produgdo nos portadores

do aledo G nessacondigio (figura 18).
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Figura 17- Miveis de LT-a em individuos com sorologia negativa para 7.
cruzi, em relacfo & presenga do alelo G do polimorfismo na posigfio +252, na
ausencia de estimule, em cultura de 48 horas.

Auséncia do alelo G {n= 36), presenga do alele G (n= 38), teste Wann-
Whitney, p=0,902.
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Figura 18- Miveis de LT-o em individuos com sorologia negativa para T, cruz,
em relaco a presenca do alele G do polimorfisme na posiglio +252, apds
estimulo fitohemaglutinina, em cultura de 48 horas.

Auséncia do alele G (n=37), presenga do alelo G (n= 38), teste Mann-Whitney,
p=0,074.

Tabela 15- Vaores da producdo de LT-a, expressos em pg/mL, em individuos
soronegativos com os gendtipos AA, AG e GG do polimorfismo no gene da LT-a, posi¢ao
+252, em culturas de 48 horas.

Meio Antigenos de T. cruzi  PHA
AA 0(0-247,1) 0 (0-17,61) 243,68 (0-826,4)
AG 0(0-38,72) 0(0-4,34) 393,75 (0-784,9)
GG 0(0-10,51) 0(0-3,0) 268,11 (25,47-1178,1)

Os valores sio expressos em mediana (valor minimo — valor maximo).

Analisando-se os individuos com sorologia positiva para T. cruzi Separadamente,
em culturas de 48 horas, observou-se que, na auséncia de estimulos, os portadores do alelo
G produzem significativamente mais LT-a do que 0s nao portadores (Teste Mann-
Whitney, p= 0,043) (figura 19). Apos a estimulagdo com antigenos do parasito, ndo houve
diferenca na produgdo da citocina entre portadores ¢ ndo portadores do alelo G (Teste
Mann-Whitney, p= 0,665) (figura 19). O mesmo foi observado apos estimulagdo com

PHA (Teste Mann-Whitney, p= 0,211) (figura 20).
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Figura 19- Miveis de LT-o em individues com sorologia positiva para 7. orusi,
em relagdo & presenca do alelo G do polimorfismoe na posigio +252, na
auséncia de estimulo e apds estimulo com antigenos de T, cruzi, em cultura de

48 horas.

Lustncia do alelo G (n= 09), presenca do alelo G (n= 03), teste hlann-
Whitney, p=0,043; p= 0,665, respectivamente.
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Figura 20- Niveis de LT-o em individuos com sorologia positiva para T, cruzi, em
relacfio & presenca do alelo & do polimorfismo na posigio +252, apds estimulo
fitohemaglutinina, em cultura de 48 horas.

Auséncia do alele G (n=09), presenca do alelo G (n= 08), teste Mann-Whitney,

p=0,211.
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Tabela 16- Vaores da produgdo de LT-a, expressos em pg/mL, em individuos
soropositivos com os gendtipos AA, AG e GG do polimorfismo no gene da L T-a, posi¢ao
+252, em culturas de 48 horas.

Meio Antigenos de T. cruzi  PHA
AA 0 (0-6,3) 0(0-33,2 299,59 (0-717,55)
AG 11,69 (0-587,2) 2,2 (0-29,5) 86,2 (6,1-534,64)
GG 0 (0-0) 16,5 (16,5-16,5) 290,2 (290,2-290,2)

Os valores sio expressos em mediana (valor minimo — valor maximo).

3.4. Expressao de LT-a por Linfocitos T

A expressio de LT-o por linfocitos T CD4" e T CD8' foi avaliada no total de
individuos (com a forma indeterminada, n= 07 e com ICC, n= 12) por citometria de fluxo.
Os linfécitos T CD8" expressaram significativamente mais LT-a do que os linfocitos T
CD4" na auséncia de estimulos (Teste T pareado, p= 0,003) e apds estimulo com antigenos
de 7. cruzi (Teste T pareado, p= 0,004) (figura 21). Quando a expressio de LT-a foi
comparada entre cada subtipo de linfécito T (CD4" ou CD8'), houve diminuicio
significativa do numero de linfocitos T CD4" expressando LT-o apds estimulo com
antigenos de 7. cruzi (Teste T pareado, p= 0,001) (figura 21). Entretanto, quando a mesma
comparagio foi realizada entre o grupo de linfocitos T CD8" nio foi observada diferenga

estatisticamente significativa (Teste T pareado, p= 0,457) (figura 21).
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Figura 21- Porcentagem de células T CD4* e T CDE* positivas para LT-o na
ausEncia de estimulos e apds estimulo com antigenos de 70 cruzi, no grupo total de
pacientes (forma indeterminada e pacientes com ICC). Teste T pareado, p= 0,05

A expressio de LT-a por linfocitos T CD4™ e T CD8" de pacientes com a forma
indeterminada e com a forma cardiaca e manifestagdes de ICC foi avaliada. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa na expressdo de LT-a. por linfocitos T CD4" e T
CD8", na auséncia de estimulos, em pacientes com ICC (Teste T pareado, p= 0,054)
(figura 22). A mesma comparagdo foi realizada entre os individuos com a forma
indeterminada e foi observado que os linfécitos T CD8" expressaram significativamente
mais LT-o do que os T CD4", na auséncia de estimulos (Teste T pareado, p= 0,009)
(figura 22). Quando as células foram estimuladas com antigenos de 7. cruzi e ainda
comparando-se os linfocitos T CD4" com os linfocitos T CD8”, nos pacientes com ICC,
ndo houve diferenca na expressdo da citocina (Teste T pareado, p= 0,06) (figura 22).
Avaliando-se os pacientes com a forma indeterminada, houve expressio significativamente
maior de LT-a por linfocitos T CD8" do que por linfocitos T CD4" (Teste T pareado, p=
0,02) (figura 22).

Comparando-se linfécitos T CD4" ndo estimulados com linfécitos T CD4"

estimulados com antigenos de 7. cruzi, foi verificada maior expressio da citocina entre os
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linfocitos na auséncia de estimulo em relagdo aos estimulados por antigenos de 7. cruzi
(Teste T pareado, p= 0,006), nos pacientes com ICC. No grupo de pacientes com a forma
indeterminada, ndo houve diferenga na expressdo de LT-o na auséncia de estimulos ou
apos estimulagdo com antigenos de 7. cruzi (Teste T pareado, p= 0,204) (figura 22). A
mesma anilise foi realizada com os linfocitos T CD8" e também ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na expressdo de LT-a no grupo de pacientes com
ICC (Teste T pareado, p= 0,121) e no grupo de pacientes com a forma indeterminada

(Teste T pareado, p= 0,849) (figura 22).
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Figura 22- Porcentagem de células T CDd* e T CDE* positivas para LT-o na ausgncia de
estimulos e apds estimule com antigencs de T cruz, de pacientes com a forma
indeterminada ou com insuficiéncia cardiaca congestiva Teste T pareado, p<= 0,05

Analisando-se se ha diferenga na expressio da citocina entre pacientes com ICC ¢
com a forma indeterminada nos diferentes subtipos de linfocitos T, foi observado que nao
ha diferenca na expressio por linfocitos T CD4" na auséncia de estimulo (Teste T ndo
pareado, p= 0,07) ou apds estimulo com antigenos de 7. cruzi (Teste T ndo pareado, p=
0,079). Em relagio aos linfocitos T CD8", ndo foram verificadas diferengas na expressao
de LT-a na auséncia de estimulos (Teste T ndo pareado, p= 0,357) ou depois de estimulo

com antigenos de 7. cruzi (Teste T ndo pareado, p= 0,132) (figura 23).
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Figura 23- Porcentagem de célulazs T CD4* ¢ T CDB* positivas para LT-o¢ na
ausEncia de estimulos e apds estimule com antigenes de T. cruz, de pacientes
com a forma indeterminada ou com insuficiéncia cardiaca congestiva,

Forma indeterminada (nCDd*= 03, nCDE*= 07}, individuos com insuficiéncia
cardiaca congestiva (nCDd*= 06, nCDE*= 123,
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O papel de polimorfismos do hospedeiro desperta interesse da comunidade
cientifica ha varias décadas. O relato da importancia do controle genético do hospedeiro na
suscetibilidade/resisténcia a doengas parasitarias demonstrou que o mesmo se aplica em
Situagdes de relagdo parasito-hospedeiro de grande complexidade (MARQUET et al.,
1996; ALCAIS et al., 1997; DESSEIN et al., 1999; RODRIGUES et al., 1999). O que
chama atengio em areas endémicas € a variabilidade de manifestagdes clinicas
apresentadas pel o hospedeiro, que variam desde a auséncia de sintomas até as formas mais
graves da doenga, culminando com a incapacidade ou morte do individuo.

Em relagdo a doenga de Chagas cronica, um aspecto de relevancia ¢ a razdo de
alguns individuos permaneceram aparentemente assintomaticos e outros, cerca de 30%,
evoluirem para a forma cardiaca da doenga. Acreditando-se que a genética do hospedeiro
possa ser um fator fundamental no desenvolvimento dessa manifestagio e baseando-se em
estudos que apontam para a agregagao familial na CCC (ZICKER et al., 1990), esse estudo
foi realizado. Além disso, a expressao de muitas citocinas envolvidas na imunorregulagio
pode ser influenciada por polimorfismos funcionais no locus de seus genes. Esses
polimorfismos podem contribuir para a suscetibilidade e a gravidade de doengas
inflamatorias (BALDING et al., 2002), ou nas quais a inflamagao apresenta papel crucial,
como adoenga de Chagas.

Como discutido anteriormente, varias sdo as estratégias utilizadas para se estudar as
influéncias de um gene sob determinada doenga. Essas podem ser familiares ou estudos do
tipo caso-controle. Os tltimos necessitam de eleger um gene candidato. A escolha do gene
candidato baseia-se em sua fungdo bioldgica e em seu papel na patogénese da doenga
estudada. Estes dados sio obtidos a partir de estudos experimentais em cromossomos
homologos ou pela semelhanga com outras doengas (ABEL; DESSEIN, 1997; SEGAL,;

HILL, 2003; BURGNER; JAMIESON; BLACKWELL, 2004).
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Na doenga de Chagas cronica, varios estudos tém sido realizados nesse aspecto e
varios foram os genes eleitos, desde genes do HLA, importantes na apresentacdo de
antigenos (FERNANDEZ-MESTRE et al., 1998, DEGHAIDE; DANTAS; DONADI,
1998; COLORADO et al., 2000; FAE et al., 2000; NIETO et al., 2000; CRUZ-ROBLES et
al., 2004) até genes de diferentes citocinas do sistema imunologico, especialmente aqueles
localizados no cromossomo 6, proximos aos genes do HLA (CAMPELO et al., 2007;
DRIGO et a., 2007, RAMASAWMY et al., 2007 DRIGO et al., 2006; RODRIGUEZ-
PEREZ et al., 2005; BERAUN et al., 1998).

A escolha da LT-a como gene candidato nesse estudo justifica-se pela sua
importancia na organiza¢do e manutengdo da resposta inflamatoria (KRATZ et al., 1996),
pelaindugdo e recrutamento de moléculas de adesdo, tais como VCAM, ICAM, e-selectina
(CUFF et al., 1998; CUFF; SACCA; RUDDLE, 1999; HIELMSTROM et al., 2000) e
também pela sua localizagdo cromossdmica, no cromossomo 6, proxima a genes do HLA
(MAKHTADZE et a., 1998). Entretanto, na literatura exissem apenas dois trabahos a
respeito da importancia da LT-o na doenga de Chagas. O primeiro, em doenca de Chagas
experimental, demonstra o papel desta citocina no controle da proliferacao de 7. cruzi de
forma direta (KRASSNER et al., 1982). O outro, um estudo imunogenético, mostrou
associagdo de haplotipo (LTA+80A/+252G) no gene da LT-o com a progressio para a
forma cardiaca da doenga (RAMASAWMY et al., 2007). Porém, ndo ha relatos na
literatura de estudos como este, em que foi possivel mostrar a associa¢do da presenga do
polimorfismo com a progressio para a forma cardiaca, confirmando resultados de
Ramasawmy e colaboradores (2007), a produgdo da citocina por sobrenadantes de cultura e
o principa subtipo de linfocito T que expressa LT-a.

Nao foi possivel associar a presenca do polimorfismo e a frequéncia dos alelos A e

G do polimorfismo no gene da LT-a, posicdo +252, com o género dos individuos da
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amostra. Segundo relatos, a idade e género sdo menos importantes, pois raramente se
alteram em decorréncia do recrutamento e estratificagdo da amostra selecionada (SEGAL;
HILL, 2003; FRODSHAM; HILL, 2004).

Foi avaliado, em individuos de area endémica para doenga de Chagas, se a presenga
de polimorfismo no gene da LT-a, posigdo +252 pode ser associada com a presenga de
infeccdo (sorologia positiva) por 7. cruzi € também sua influéncia no desenvolvimento da
forma cardiaca da doenga. Quando se analisou a associagdo entre os genotipos do
polimorfismo estudado e a presenca de sorologia positiva ou negativa para 7. cruzi, ndo foi
possivel encontrar diferengas estatisticamente significativas. Analisando-se as formas
Clinicas cardiaca e indeterminada, apesar de nao ter sido observada diferenga
estatisticamente significativa entre a manifestacdo clinica apresentada pelo individuo
(forma cardiaca ou indeterminada) e o gendtipo, a probabilidade foi alta, com p de 0,055.
A razdo das chances (Odds Ratio- OR) foi de 2,8 vezes maior de desenvolver a forma
cardiaca da doenga para 0s portadores do gendtipo GG e de 2,4 vezes maior para os
portadores do genotipo heterozigoto, em relagdo aos portadores do genotipo AA. Esse
resultado sugere que a presenca do alelo G, mesmo em heterozigose, confere ao individuo
um risco aumentado de desenvolver a forma cardiaca. Esta hipotese pode ser testada
guando os genotipos GG ¢ AG foram agrupados em “presenga de G” e o gendtipo AA em
“auséncia de G”. Houve frequéncia aumentada do alelo G entre os individuos com
cardiopatia quando comparados com os individuos com a forma indeterminada, de forma
significativa. O risco para os portadores do aelo G ¢ 2,4 vezes maior de desenvolver a
CCC do que os nao portadores. No entanto, quando a “presenga ou auséncia” do alelo G
foi associada com a sorologia apresentada pelo individuo, nenhuma associagao foi

observada
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Na literatura, existem poucos trabalhos associando a presenga desse polimorfismo
com doengas infecciosas e parasitarias. Nenhuma associa¢do foi encontrada entre esse
polimorfismo e a suscetibilidade a leishmaniose visceral mediterrainca (MEDDEB-
GARNAOQUI et a., 2001). Entretanto, a presenca do genotipo AA afetou a progressdo da
infeccdo pelo virus da hepatite C (GOYAL et al., 2004) e esta associada com a gravidade
da doenga hepatica na hepatite B (SUNEETHA et al., 2006). O estudo em doenga de
Chagas associou a presenca do polimorfismo apenas com a progressdo para a CCC e nao
com a presenca de sorologia negativa e positiva para T. cruzi. Foi encontrado que o alelo G
foi significativamente mais frequente entre pacientes com CCC do que em assintomaticos
(16% versus 8%) (RAMASAWMY et al., 2007), concordando com os resultados obtidos
neste estudo (31,40% versus 18,90%). O fato do polimorfismo ndo estar associado com o
desenvolvimento da sorologia possivelmente sgja devido a importancia de outras citocinas,
também relacionadas a resposta imune inata e produzidas por macrofagos, como o fator de
necrose tumoral afa (TNF-a). Ja a LT-a,, uma citocina com produgdo predominante por
linfocitos T (WARE et al., 1995), relacionada a imunidade adaptativa, contribuiria mais
com o desenvolvimento das lesdes observadas na forma cronica.

O efeito funcional desse polimorfismo foi avaliado pela produgdo de LT-o por
células mononucleares de sangue periférico, na auséncia de estimulos, e apos estimulacao
com PHA (estimulo inespecifico para linfocitos T) e antigenos de 7. cruzi, em culturas de
48 e 120 horas.

As dosagens da L T-a foram realizadas nos dois tempos de cultura (48 e 120 horas),
pois ndo ha relatos de qual seria o pico da producéo da citocina. Na auséncia de estimulos e
apos estimulagdo com antigenos de 7. cruzi, houve produgio significativamente maior no

tempo de 120 horas. O mesmo ndo se confirmou quando o estimulo foi a PHA,
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possivelmente pelo fato de ser um estimulo inespecifico e de alta intensidade para
linfocitos T.

Quando os individuos foram agrupados pela sorologia, foi encontrado que em
cultura de 48 horas, apds estimulo com antigenos de 7. cruzi, 0S individuos com sorologia
positiva para 7. cruzi produziram mais LT-o do que os individuos soronegativos, o que
pode ser explicado pela expansio clonal determinada pela presenga do antigeno. Porém,
ndo foram observadas diferencas na auséncia de estimulos ou apos estimulo por PHA. Ja
em culturas de 120 horas, maior produgao da citocina por individuos soropositivos para 7.
cruzi foi observada na auséncia de estimulos. Apds estimulo com PHA, PBMCs de
individuos soronegativos para 7. cruzi produziram mais citocina do que 0s Soropositivos,
possivel mente desencadeada pela inespecificidade da estimulagio e de sua alta intensidade.

Agrupados por forma clinica (cardiaca ou indeterminada), pacientes com a forma
Clinica cardiaca produziram significativamente mais LT-o. do que os pacientes com a
forma indeterminada, apos estimulo por antigenos de 7. cruzi. Esse resultado suporta os
dados obtidos nesse traba ho, sugerindo que a LT-a pode contribuir para as lesdes da fase
cronica, enfatizado pelo achado de que os pacientes com CCC tém frequéncia aumentada
do alelo G, que segundo dados da literatura, esta associado com maior produgdo da
citocina (MESSER et al., 1991; OZAKI et a., 2002).

Quando a produgio da citocina foi avaliada entre os diferentes gendtipos (AA, AG
e GG) do polimorfismo da LT-a, posi¢do +252, ndo foram encontradas diferengas em
nenhuma das condi¢des estudadas (auséncia de estimulo, estimulo com PHA e antigenos
de T. cruzi, em 48 e 120 horas de cultura). O mesmo foi observado quando o total de
individuos foi agrupado por “presenca e auséncia” do alelo G. Entretanto, houve maior
produgdo da citocina por individuos com sorologia positiva para 7. cruzi e portadores do

aeos G na auséncia de estimulos, confirmando os resultados obtidos por Messer e
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colaboradores (1991) e por Ozaki e colaboradores (2002). Messer et al. (1991) avaliaram a
producdo da citocina por ELISA e observaram diferengas estatisticamente significativas
nos dias 2, 3 e 4. No trabalho desenvolvido por Ozaki et a. (2002), a estratégia utilizada
foi 0 ensaio de gene construido com luciferase, mostrando atividade transcricional
aumentada para os portadores do alelo G, em pacientes com infarto do miocardio.

Apesar da localizagdo dentro de um intron, esse polimorfismo parece apresentar
efeito funcional. Acreditase que hga uma ligagdo mais intensa de alguns fatores
nucleares, tais como AP-1, jun e c-fos, na presenca do alelo G (MESSER et al., 1991;
OZAKI et al., 2002).

No entanto, nao foi possivel observar qualquer diferenca na producdo da citocina e
gendtipo apresentado pelo individuo nos resultados obtidos no presente trabalho.
Possivelmente, devido a localizagdo em uma regido altamente polimoérfica do genoma
humano, ha dificuldade em se observar a funcionalidade de um polimorfismo pela
presenca de desequilibrio de ligagdo, especialmente com os alelos do HLA T e II
(MAKHATADZE, 1998) ou outros polimorfismos no gene da LT-a. Ainda, o estimulo
dado aquela célula pode nao ser suficiente para demonstrar o efeito do polimorfismo. Ha
ainda o viés provocado pela propria doenga, ou seja, os individuos com as diferentes
formas clinicas desenvolveram mecanismos imunologicos distintos contra a presenga do
parasito. Pacientes com CCC parecem ter uma resposta inflamatoria mais exarcebada do
gue pacientes com a forma indeterminada, que Sio mais imunorregulados aparentemente
(HIGUCHI et al., 1987; SOUZA et al., 2004, DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005). Esse
fato pode resultar na observagao de efeito funcional do polimorfismo em uma condigao,
mas nao em outra. Além disso, o tempo de estimulagdo in vitro pode nao ter sido adequado
para demonstrar 0 efeito do polimorfismo. Nao ha estudos em doenga de Chagas que

associam a presenca do polimorfismo com a producdo de LT-a. Estudo recente mostrou a
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associagdo do gendtipo homozigoto para o alelo A da posigdo +80 do gene da LT-o. com
menores niveis plasmaticos de TNF-o (RAMASAWMY et a., 2007).

Em relagio a expressdo de LT-a. por linfocitos T CD4" e T CD8", foi demonstrado
que aLT-a é expressa predominantemente por linfécitos T CD8", naauséncia de estimulos
e apos estimulagdo com antigenos de 7. cruzi. Esse resultado sugere que o principal
subtipo de linfocito T produtor de LT-o é o CD8". Estes resultados, associados a maior
presenca de linfécitos T CD8" no exsudato inflamatorio do coragdo de pacientes com CCC,
reforga a hipdtese da importancia da LT-o na patogénese da lesdo cardiaca (REIS et al.,
1993; HIGUCHI et al., 1997). Ainda, a expressio predominante de LT-o por esse tipo
celular indica que essa citocina pode ter importante papel na organizagiao do infiltrado
inflamatério de pacientes com CCC. A LT-o tem importancia na organizagdo e
manutencdo do infiltrado inflamatério cronico, atribuindo aos tecidos caracteristicas de
tecido linféide organizado (KRATZ et al., 1996). Ainda, atua recrutando moléculas de
adesio, como e-selectina, VCAM, ICAM, (CUFF et al., 1998; CUFF; SACCA; RUDDLE,
1999; HIELMSTROM et al., 2000) para o local da inflamagdo, ajudando na manutencio
do processo inflamatorio, favorecendo o desenvolvimento das lesdes. A LT-a. e o infiltrado
inflamatério com predominio de linfécitos T CD8+ pode ainda estar contribuindo para a
perda de miocardiocitos por apoptose, fendmeno demonstrado em pacientes com CCC
(TOSTES et al., 2005).

Houve diminuigdo da expressio de LT-o por linfécitos T CD4" apos a estimulagio
com antigenos de 7. cruzi. Tal fato pode ser explicado pela existéncia de mecanismos
imunorregul adores nesse tipo de célula (T CD4").

Os linfécitos T CD8™ de pacientes com a forma indeterminada expressaram mais

LT-o do que oslinfocitos T CD4", naauséncia de estimulos e apos estimulo com antigenos
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cardiaca, expressaram mais LT-o do que apos a estimulagdo antigénica, sugerindo que os
mecani Smos regul adores acontecem apenas nos pacientes com CCC.

A LT-a, produzida em maiores niveis por pacientes com CCC e com expressdo
predominante por linfocitos T CD8”, principal célula do infiltrado inflamatério desses
pacientes, ¢ um importante componente do sistema imunologico que pode colaborar com a
manutengdo ¢ intensidade do processo inflamatério, com consequente lesdo tecidual nesses

individuos.
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A presenca dos gendtipos GG ¢ AG do polimorfismo no gene da LT-a, posicdo
+252, contribui para o desenvolvimento da forma cardiaca da doenga de Chagas
cronica, com risco de 2,8 e 2,4 vezes maior para os portadores, respectivamente, em

relagdo aos portadores do genotipo AA.

O delo G foi mais frequente entre os individuos com a forma cardiaca da doenca
de Chagas cronica do que entre os individuos com a forma indeterminada. O risco
de um individuo portador do alelo G desenvolver a forma cardiaca ¢ 2,4 vezes

maior do que um nao portador.

Niveis mais altos de LT-o Sio produzidos apds 120 horas de cultura.

Individuos com sorologia positiva para 7. cruzi produzem niveis mais altos de LT-
o do que os soronegativos na presenca de antigenos do parasito, apos 48 horas de
cultura. Em culturas de 120 horas, os individuos com sorologia positiva para T.

cruzi apresentaram niveis basais mais altos do que os individuos soronegativos.

Osindividuos com a forma cardiaca da doenga produziram niveis mais altos de LT-

o do que os individuos com a forma indeterminada.

Nao houve diferengas na producdo de LT-a entre os gendtipos AA, AG e GG do

polimorfismo no gene da L T-a, posi¢ao +252.

Individuos soropositivos para T. cruzi e portadores do alelo G produziram niveis

significativamente mais elevados de L T-o. na auséncia de estimulos.
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% Oslinfocitos T CD8" sio os principais subtipos de linfocitos que expressam LT-a,

sem estimulagdo antigénica ou ap6s estimulo com antigenos de 7. cruzi.

% A presenca de antigeno de 7. cruzi diminui a expressio de LT-a por linfocitos T
CD4", possivelmente pela presenca de mecanismos reguladores presentes neste tipo

celular.

+» Em individuos com a forma indeterminada, sem estimulacdo ou com estimulagdo
antigénica por T. cruzi, linfocitos T CD8" expressaram mais LT-a. do que os T

CD4".

®
%

Nos individuos com a forma cardiaca, linfocitos T CD4" ndo estimulados

expressaram mais L T-o do que apos estimulagdo antigénica por 7. cruzi.

®
%

A LT-a contribui para o desenvolvimento da forma cardiaca da doenga de Chagas
Cronica, e seu polimorfismo, na posi¢do +252, poderia ser um marcador 1til para a

evolugdo para essa forma cronica.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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