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RESUMO

HOLANDA, Marcelo TeixeiraFrequéncias da distribuicdo dos polimorfismos dosemes

do Interferon Gama (IFNG +874 T/A) e da Oxido Nitrico Sintase Induzida NOS2A -
954G/C) em uma coorte de 313 pacientes na fase adin da doenca de Chagas e
associacdo com presenca e gravidade de cardiopatibese (Doutorado em Medicina —
Cardiologia). Faculdade de Medicina, Universidadddfal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2013.

Fundamentos: A doenca de Chagas, uma infeccaoitparasicialmente descrita ha mais de
um século pelo médico brasileiro Carlos Chagaspat® cerca de trés milhdes de Brasileiros
e causa aproximadamente 5000 mortes a cada ana.p@aente carrega um risco potencial
de desenvolver lesbes cardiacas e atualmente #a que a imunidade do individuo tem
participacdo fundamental durante a infeccdo Jelganosoma cruzilevando tanto a um
controle do parasita durante a fase aguda quantiesenvolvimento da patologia durante a
fase crbnica. Os niveis de 6xido nitrico (NO) ateriferon gama (IFN) no soro de pacientes
cardiacos e indeterminados apresentam diferengapapiem estar relacionadas a expressao
distinta de marcadores genéticos conhecidos conimariismos. A atividade da Oxido
Nitrico Sintase Induzida (NOSi) e a producdo de -iFNstdo diretamente ligados aos
polimorfismos expressos pelos pacientes. Na po@alécasileira, poucas descricbes foram
feitas a cerca dos polimorfismos NG +874 T/A e apenas um d¢OS2A-954 G/C, mas
nenhuma em popula¢gdes com doenca de Chagas (d@)ived Determinar a frequéncia dos
polimorfismos dolFNG +874 T/A e doNOS2A-954 G/C em pacientes com dC e sua
associacao com a presenca e gravidade da cardiopati
Materiais e Métodos: foram estudados 313 paciemas1 dC, 143 com critérios
eletrocardiograficos para cardiopatia chagasicaicad CCC), segundo o consenso brasileiro
em doenca de Chagas (CBDC) e 170 sem cardiopasicerdp (NC). A gravidade da
cardiopatia foi definida com base na classificagdoCBDC, na presenca de insuficiéncia
cardiaca (ICC), na presenca de alteracOes ao douga@ama (PAE) e na fracdo de ejecédo do
ventriculo esquerdo (FEVE). Resultados: A médiaddele da populacdo estudada foi de
55,8410,6 anos com predominio do sexo feminino. fAequéncias observadas dos
polimorfismos dolFNG +874 T/A foram 42,2% para o0 genétipo AA, 44,1%aepar AT e
13,7% para o TT e para os polimorfismosNiDS2A-954 G/C foram 94,6% para o genotipo
GG, 5,1% para o GC e 0,7% para o CC. Nao houveiagso entre os polimorfismos do
IFNG +874 T/A e a presenca de cardiopapa(,06), ja para ANOS2A-954 G/C houve
associacao pE0,02). Em relacdo a gravidade, o gendtipo TT fesoaiado a FEVE
significativamente inferior, em comparacdo com AAZ (p<0,05). Para os outros critérios
de gravidade ndo houve diferenca estatisticameigeifisativa para a expressdo do
polimorfismo dolFNG +874 T/A. Para dNOS2A-954 G/C, nao foi observada diferenca na
expressdo dos genotipos relacionado com a gravidadmrdiopatia pela presenca de ICC,
pelo CBDC ou pela PAE. Conclusdes: Nesta populagsindada os gendtipos mais
frequentes foram o ATo IFNG +874 T/A e 0 GG ddNOS2A-954 G/C. Houve associacao
entre os polimorfismos d&NOS2A-954 G/C e o desenvolvimento de cardiopatia, mas
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naqueles que apresentam lesdes cardiacas, ndodifareacas nos critérios de gravidade. Ja
para os genotipos ddIFG +874 T/A houve uma tendéncia na associagcdo coseipga de
cardiopatia e associacdo do gendtipo TT a maiovidpgede da cardiopatia expressa por
valores mais baixos da FEVE.

Palavras-chave: doenca de Chagas. Cardiopatian&t@iBmos.IFNG +874 G/C.NOS2A-
954G/C.



ABSTRACT

HOLANDA, Marcelo Teixeira. Frequéncias da distribuicao dos polimorfismos dos genes do
Interferon Gama (IFNG +874 T/A) e da Oxido Nitrico Sintase Induzida (NOS2A -954G/C) em
uma coorte de 313 pacientes na fase cronica da doenca de Chagas e associagdo com
presenca e gravidade de cardiopatia. Tese (Doutorado em Medicina — Cardiologia).
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Fundamentals: Chagas disease, a parasitic infefttgirdescribed over a century ago by the
Brazilian physician Carlos Chagas, is carried byiBion Brazilians with close to 5000 of
those people dying from the disease each year. gaamt carries a potential risk to develop
cardiac lesions and nowadays it's well acceptedthi@gahost’s immune response plays a key
role duringTrypanosoma cruzinfection, leading to either parasitic control icigr the acute
phase or to participation in the pathology develeptrduring the chronic phase. Nitric oxide
(NO) and gamma interferon (IF-levels in the sera from cardiac and indetermipatgents
show differences that could be related to differerpression of genetic markers called
polymorphisms. The activity of inducible nitric ok synthase (iNOS) and the production of
IFN-y are directly linked to the polymorphism expresbgdatients. In Brazilian population
few descriptions were published abdNG +874 T/A and only one abodOS2A-954 G/C
polymorphisms, but no one in Chagas disease. QlgsctTo determine the frequency of
IFNG +874 T/A andNOS2A-954 G/C polymorphisms in patients with Chagagsake and its
association with the presence and severity of heartlisease.
Materials and Methods: We studied 313 patients wihagas disease, 143 with
electrocardiographic criteria for chronic chagassediomyopathy (CCC), according to the
Brazilian consensus on Chagas disease (CBDC) ahavitiiout apparent heart disease (NC).
The severity of the heart disease was defined basdbe classification of the CBDC, in the
presence of congestive heart failure (CHF), inghesence of changes in the echocardiogram
(PAE) and ejection fraction (LVEF). Results: Theameage of the study population was 55.8
+ 10.6 years with a predominance of females. Theeoded frequencies of tHENG +874
T/A polymorphisms were 42.2% for the AA genotypd,186 for AT and 13.7% for TT.
Frequencies for thBlOS2Athe -954 G/C polymorphisms were 94.6% for the GBagype,
5.1% for GC and 0.7% for CC. There was no associabetweenlFNG +874 T/A
polymorphisms and the presence of heart disease.(qPFwhereas for NOS2A there was
association (p=0.02). In relation to gravity, thE @enotype was associated with significantly
lower LVEF, compared with AT and AA (p<0.05). Father severity criteria there was no
statistically significant difference in the expressof IFNG +874 T/A polymorphisms. For
NOS2A-954 G/C polymorphisms no difference was obsemetie expression related to the
severity of the heart disease by the presence df, GHBDC or PAE. Conclusions: In this
study population the genotypes AT #6iING +874 T/A and GG foNOS2A-954 G/C were
more frequent. There was an association betwe82A-954 G/C polymorphisms and the
development of heart disease, but those who hawdtacaesions, no differences in severity
criteria were seen. FONFG +874 T/A polymorphisms there was a trend in asdmei with
heart disease and significant association of theg@&fotype with greater severity of heart
lesions expressed by lower values of LVEF.

Keywords: doenca de Chagas. Cardiopatia. Polimmdss IFNG +874 G/C.NOS2A -
954G/C.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Apés cerca de um século da publicagdo do trabaliginal de Carlos Chagas
(CHAGAS, 1908), a doenca que recebeu seu eponimgisfge como importante causa de
mortalidade e morbidade ndo s6 no Brasil como etro®paises de areas ndo endémicas
(COURA et al, 1984). Muito ja foi descrito sobredeenca, porém ha muito ainda por ser
entendido e comprovado. Desde os trabalhos initgdtiss por Carlos Chagas (CHAGAS,
1908; 1916), em que a transmissao vetorial, asdsimematicas do parasito, a sintomatologia
clinica e primérdios de diagnéstico laboratoriabfo reconhecidom loco, os avangos foram
consideraveis no sentido de se aprimorar o diagoedkiboratorial (NDAOet al., 2010),
descobrir 0os 6rgados-alvo do parasito e lesdesteaisticas nestes 6rgaos (MARIN-NEED
al., 2007), desenvolver medicamentos para trataomdatdoenca (DE CASTRE al., 2011;
MARIN-NETO et al, 2009) e propor técnicas (cirdrgicas ou ngada tratamento das
complicagBes cardiacas e nao-cardiacas. Os masoapasbstituem o falho sistema de
conducéo cardiaco, os estudos eletrofisiologicagrdisticam e tratam arritmias ventriculares
e os cardiodesfibriladores implantaveis foram deskeidos para a prevencao e tratamento da
mais letal das complicacdes, a morte subita (MARELN et al., 2012; MARIN-NETO,
2011). Certamente o genial médico ficaria feliz amravancos obtidos, entretanto muito ha
por ser investigado.

Apesar do grande conhecimento disponivel nos mataslémicos dos paises da
América latina, inclusive com importantes publicegddirecionadas ao diagnéstico e
tratamento da doenca de Chagas (ANDRABE al., 2011), as frequentes migracdes
internacionais legais e ilegais expdem individucsisteemas de salude a uma nova doenca
transmissivel por formas de transmissdo pouco émgs e até mesmo desconhecidas em
paises ndo endémicos para a doenca (DI GIROLAW&D., 2010).

Mesmo com a intervencdo governamental nos paieedaconhecidos como paises
do cone sul, que culminou com a interrup¢do dastnégsdo vetorial em alguns destes paises
(CARVALHO, 2001), ainda h&a descricdo, inclusive, @mtagio com desenvolvimento de
doenca aguda, em algumas regides da Amazoéniabeggileira (COURA, 2012; XAVIER,
2006; VINASet al., 2006). No Brasil, atualmente, predominantasos cronicos de doenca
de Chagas decorrentes de infec¢des adquiridasssag@ sendo a maioria infectada pela via
vetorial, forma de transmissao intimamente relaitanas baixas condi¢des sécio-econdmicas



da populacdo. A estimativa mais recente de infestath pais é de aproximadamente trés
milhdes de pessoas (PETHERICK, 2011).

1.2 ASPECTOS CLINICOS DA DOENCA DE CHAGAS

A andlise de aspectos clinicos e laboratoriais idfectados pelol. cruzi permite
classificar a infecgcdo em duas fases: aguda eaarGAifase aguda compreende os fendmenos
clinicos que se estabelecem nos primeiros doisatrajumeses de infeccdo, aléem de alta
parasitemia (DIAS, 1989; MAZZA, 1940). Manifestag@stémicas, como mal estar, astenia,
febre, linfoadenomegalia, esplenomegalia e hepajalia podem ser também observadas
(REZENDE, 1994). Em casos graves, a miocardite rmuficiéncia cardiaca aguda e/ou a
encefalite podem ser observadas. Devido a altaatidatie em criancas e jovens (DIAS,
1987), o tratamento etioldgico nessa fase € indicqdalquer que tenha sido 0 mecanismo da
infeccdo (BRASIL, 2005).

O conjunto de pacientes infectados e que atingsedronica persiste com a sorologia
positiva e pode apresentar alteracoes discretagxames complementares de modernas
técnicas de investigacdo. De forma a padronizalassificacédo clinica, este momento de
doenca permite dividir os pacientes em grupos Ipagese principalmente nas alteracdes no
eletrocardiograma (ECG) e no ecocardiograma (EG€jtre outros exames complementares
(BRASIL, 2005). Em cerca de 60-70% dos pacientes & encontram alteracdes nestes
exames, sendo entédo classificados como pacientssma indeterminada (BRASIL, 2005).
Alguns pacientes permanecem nesta forma indefiredéanenquanto outros, apos intervalo
de 10 a 20 anos, evoluem de forma lenta e progeegsra alguma das formas cronicas
determinadas da doenca (PEREIRA-BARRETO, 1994), aparecimento de evidéncias de
comprometimento organico. Sabe-se que 0s paciamegstagio indeterminado tém
geralmente um bom progndstico (RIBEIRO & ROCHA, 2@ podem persistir por muitos
anos sem manifestar progressdo de doenca (DIASY).198 prognostico do paciente
chagasico na forma indeterminada é semelhante agogalacdo geral enquanto o
eletrocardiograma estiver normal, sendo que azag#lp desse exame de maneira seriada
pode detectar a evolucao para a forma cardiaca S8RAR005).

Os demais pacientes podem apresentar alteracGdisczs (20-30%) ou digestivas
(10-20%) e um pequeno grupo pode apresentar desacardiacas e digestivas (<10%)
(TANIWITZ, 2009). Os pacientes cardiopatas podendaiser subdivididos em outro grupo



baseado na auséncia e presenca de disfuncédo ulEmtesquerda (BRASIL, 2005). Quando
comparados entre si, estes ultimos tém mortalidaoeentada, sendo marcante a elevada
frequéncia e complexidade das arritmias cardiacasiae combinacdo com disturbios da
conducdo do estimulo atrioventricular e intraveotar (HOLANDA, 2008), a elevada
incidéncia de morte subita e fenbmenos tromboemd®SOUSA et al., 2008), assim como
de aneurismas ventriculares. Nos cardiopatas sswits como principais mecanismos de
Obito a morte subita, os eventos embdlicos e digdncia cardiaca refrataria (XAVIER et
al., 2006). Dentre as caracteristicas mais peeslida cardiopatia chagasica crbénica destaca-
se de maneira especial seu carater fibrosanteidevado o mais expressivo dentre as
miocardites. A cardiopatia crénica constitui-seforgna mais importante e grave da doenca
de Chagas, tanto em funcéo de sua frequénciaisaiif, mas principalmente pela elevada
morbidade-mortalidade da doenca, com grande impsmt@l, de saude publica e médico-
trabalhista dela decorrentes (SCHMUNIS, 1994; MARSIMELO et al., 2012).

Relatérios da OMS reforcam a necessidade de nsaiovestimentos em pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos com acéo apértasoma, haja visto o crescente risco
de contaminacdo por via sanguinea, congénita dragosplante de 6rgados (WHO, 2013).
Além disso, o efeito dos farmacos atuais no comtdd doenca crbnica e clinicamente
manifesta é questionavel e ha necessidade de sevobger terapéuticas para prevencao das
complicagcbes crbnicas (REMME et al., 2006). Estudos objetivo de se estabelecer a
eficacia do tratamento antiparasitico em pacierdediopatas cronicos (MARIN-NETO et al.,
2009) e com objetivo de desenvolver novos farmast&o em andamento (BASTOS et al.,
2013; GONZALEZ & CERECETTO, 2011; URBINA, 2009) eogem fornecer novas
propostas de tratamento para 0s pacientes qusgawt#veram a cardiopatia.

1.3 AS INCERTEZAS E A AUSENCIA DE EXPLICACOES

Ainda que existam diferencas relacionadas as aippsarasita, a ciclos de reinfecgéo,
e a disponibilidade de um eficaz tratamento ou daoinfeccdo, postula-se que fatores
genéticos do paciente estejam relacionados comvesisdiade da evolucédo clinica. Sabe-se
que em pacientes infectados e imunodeprimidos f@ados por HIV e pds-transplantes) ha
elevada frequéncia de recidiva clinica da doenc&higgas (MARTINS-NETO, 2012), de

modo que a homeostase imunoldgica parece estariord@a com a possibilidade de



desenvolvimento de doenca manifesta. Assim, “bOlh@ara o conjunto de reacbes
imunoldgicas do individuo passou a ser a grandesppetiva de explicacdo para 0s
mecanismos de progressdo de doenca (MACEDO eP@04). Certamente o padrdao de
codificacbes de respostas metabolicas esta diratantigado as caracteristicas genéticas de
cada individuo, de modo que a expressédo fenotiisasistemas genéticos pode ser uma
grande fonte de explica¢des ainda ndo abordada.

Historicamente pode-se descrever 0 momento atumb cera gendmica”, em que a
doenca passou a ser encarada como um produto etacénd de dois genomas altamente
variaveis: o do parasito e 0 genoma humano. Estartento” foi precedido pela “fase do
parasita” que se iniciou ap6s o momento da desciigi@&ial da doenca, quando todos os
esforcos foram direcionados para fornecer expleac@obre métodos biolégicos e
bioquimicos que associassem a variabilidade dospara a forma clinica da doenca. O
fracasso desses esforgos, juntamente com a escEsparasitas no sangue e em tecidos de
pacientes cronicamente sintomaticos iniciou a “@#®imune”, em que o parasita € deixado
para um segundo plano, exceto como fornecedor tlepep de reacdo cruzada capaz de
desencadear reacdes imunoldgicas. Porém, a descdbenovos métodos de deteccadrdo
cruzi resgatou a participacdo do parasita na patogéresmehca de Chagas (MACEDO,
2004). Dessa maneira, a busca por mecanismos deéc@ogpara formas clinicas de maior
gravidade se voltou para um nivel imunoldgico eenalar, em que o perfil das relacdes
enzimaticas, humorais e imunolégicas pode estacimiado a um conjunto de marcadores
genéticos (polimorfismos) ja existentes no indieidquando ele é infectado e que
proporcionam diferencas na resposta ao parasitedquda infeccao inicial e posteriormente
na evolucao clinica da doenca. Em que pesem agmij#s individuais (raca, sexo, idade de
infeccao, reinfeccéo, nivel sdcio-econdmico, preaate comorbidades) ainda necessita-se de
uma (ou varias) associacdo (6es) que possa(mcaxpliporqué de existirem, por exemplo,
pacientes jovens sem comorbidades e com cardiogedize, caracterizada por disfuncao
grave do ventriculo esquerdo, porém sem cliniceslgficiéncia cardiaca e outros pacientes
mais idosos em que nao ha cardiopatia ao eletriogaatina e ao ecocardiograma.

Se estivesse disponivel método complementar queitsse a determinacdo de um
perfil genético com associacdo para estdgios decdode maior gravidade talvez fosse
possivel instituir tratamento imunomodulador derfara influenciar positivamente a doenca.
Como exemplo pode-se citar doencas como Psoridseite Reumatodide, que ja tém sido
muito bem controladas com o uso dos chamados ageiolégicos (AGUILAR-LOZANO et

al., 2013; AHN et al.,, 2013), os quais modificamativacdo de citocinas e células



responsaveis pela inflamacdo que provocam, respewtinte, os sintomas cutaneos e
articulares. Esta proposta poderia ser aplicad@agientes cardiopatas crénicos em que ha
alteracdo eletrocardiografica acompanhada ou nao atleracbes segmentares ao
ecocardiograma. Talvez estes pacientes, que seadnagiam nos estagios A e Bl do
consenso Brasileiro em doenca de Chagas, pudessebersficiar de um tratamento
imunomodulador que interrompesse ou alentecess®gyeegsao da cardiopatia.

Atualmente a cardiopatia chagasica é dividida etagess, baseado nas alteracOes
clinicas e de exames complementares como o ECE&E® o que sugere os tratamentos
medicamentoso e ndo medicamentoso (BRASIL, 2005)hdivesse disponibilidade de se
obter um diagndstico genético capaz de dar infobemgobre progressdo e gravidade de
doenca, possivelmente as diretrizes de tratameartans modificadas no intuito de incluir
esta informac&o como parte de um escore ou peréilagrega risco e pior desempenho da
cardiopatia e talvez se pudesse proporcionar rsalmmevida a estes pacientes.

O papel de véarios mediadores inflamatdrios tem sisindado, principalmente em
modelos experimentais, para associa-los com asafortlinicas de maior gravidade. O
interferon-gama (IFN9 € citocina de elevada importancia nos processiamatorios de
varias doencas infecciosas e parasitarias. Suarm@snos processos inflamatorios esta
relacionada com a imunidade inata, na defesa danmmmo contra a replicagdo do agente
nocivo. Seu efeito resulta na ativacao de espesificupos celulares e na producéo do radical
oxido nitrico (NO), outro “ator” do processo inflatdrio e de defesa contra a multiplicacéo
de agentes patogénicos. No caso especifico da aogmcChagas, ratos com delecdo
especifica do receptor de interferon tém maior epifiuilidade para infeccdo e reduzida
producéo de radical 6xido nitrico (ROTTEMBERG et 996).

Atualmente h& pouca informacgéo dos polimorfismofiG +874 T/A e ddNOS2A-
954G/C expressos na populacao do Brasil. Apenasabalho de uma amostra populacional
Colombiana analisou a frequéncia do polimorfismdrddG +874 T/A em doenca de Chagas
(TORRES et al, 2010). Em paises Africanos ha afgurdescricbes relacionadas ao
polimorfismo da Oxido Nitrico Sintase induzida eonnfias clinicas da Malaria (KUN et al.,
2001). Em doenca de Chagas especificamente naertima publicacdo Brasileira, ainda

mais relacionando a frequéncia dos polimorfismaes peesenca e gravidade da cardiopatia.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 POLIMORFISMOS

O produto de uma mutacdo € um novo alelo. O nalo abde conferir uma melhoria
no valor adaptativo do organismo, sendo considebath@fico; pode néo interferir no valor
adaptativo do organismo, sendo considerado neutymode impedir ou reduzir a capacidade
funcional do organismo, sendo considerado delet&sta avaliacdo, no entanto, somente é
possivel a partir da expressdo da nova variantesi@era-se a mutagcdo como base da
evolucéo, a fonte primaria de toda a variabilidgdaética. Ao contrario da recombinacéo,
gque reorganiza a variagcao previamente existentajtacaocria 0s novos elementos (alelos)
que irdo (ou nado) fazer parte do conjunto genélecama populacao.

Define-se polimorfismo genético como a ocorrénce rdultiplos alelos (genes
correspondentes de dois cromossomos homologos)relocus (local ocupado por um gene
em um cromossomo), no qual pelo menos dois alglaseeem com frequéncias superiores a
1% na populagdo (THOMPSON et,d993).

A base para o polimorfismo entre os alelos séoifesedtes mutacées que podem
ocorrer na sequéncia de DNA. As alteracdes emlaoms incluem aquelas que mudam a
sequéncia da proteina sem mudar sua funcédo, aguedasriam proteinas com diferentes
atividades e aquelas que criam proteinas diferenté® funcionais.

Os polimorfismos podem ser usados como marcadogegtigos para distinguir
diferentes formas hereditarias de um gene em estddofamilias, de modo que com as
modernas técnicas de DNA recombinante tem sidoyelsgeterminar os polimorfismos que
consistem por exemplo, em uma troca de base, umegade uma insercdo casual ou na
presenca de numeros variaveis de copias repetdasdieterminado fragmento de DNA.

Os marcadores genéticos mais usados nos estudssagacdo sdo 0s SNRmfle
nucleotide polymorphisms polimorfismos de nucleotideo Unico). Sao consid@s como
uma classe mais geral de polimorfismos porque suaeartir de mutacdes em nucleotideos
Unicos de uma determinada sequéncia de DNA, as qqa@lem ou nado gerar sitios de
reconhecimento para enzimas de clivagem (endorasedede restricdo). Quando ocorrem em
ambos o0s genes de cada cromossomo, em frequéneguaath (>1%), provocam o

aparecimento de um polimorfismo. A selecdo natmabreceu a introducdo de SNPs



bialélicos nos genes das citoquinas, 0 que resat®ariacdo da producdo, quantidade e
atividade da proteina ao invés da qualidade (pgasen ndo da proteina) (OLLIER, 2004).

2.2 DOMINANCIA ALELICA

O gendtipo de um individuo pode ser deduzindo #rpd#a observagéo de variacdes
em certas caracteristicas. Estas caracteristicasosfecidas como fenoétipos e resultam da
expressdo dos genes. Quando existem dois alelasterax trés genotipos possiveis:
homozigéticos e heterozigoticos. No caso dos hegticos, e dado que se podem exprimir
dois genes diferentes para o0 mesawus o seu fendtipo ird definir as relagfes de dontign
entre estes dois alelos. Se a variacdo se expressa escala quantitativa, pode haver
dominancia completa, incompleta ou sobredominanéialominancia € completa quando o
individuo heterozigotico tem o fenétipo igual a dos homozigéticos, que se diz dominante.
A dominancia incompleta ocorre quando o heterokigétem um fendtipo distinto de
qualquer um dos homozigdticos, sendo seu valortif@oo intermediario entre os que
representam os dois homozigéticos. A sobredominamciorre quando o fendtipo do
heterozigético é distinto e superior (ou inferiap de qualquer dos homozigéticos, ou seja,
guando se situa fora dos limites dos dois homoziget A co-dominancia é diferente das
outras relacdes entre alelos porque se definepekenca de dois fendtipos (de ambos os
homozigoticos correspondentes) no heterozigoticéoese define em uma escala quantitativa.
A co-dominancia é bastante comum quando se trat@rdpicos moleculares (mobilidade
eletroforética de proteinas, por exemplo) ou defisi por técnicas de reconhecimento
molecular (anti-soros, por exemplo). Como exempldepse retratar o grupo sanguineo ABO,
em que os individuos do grupo AB apresentam tafémd@tipo A (aglutinacdo pelo soro anti-

A) como o fendtipo B (aglutinagcéo pelo soro anti-B)

2.3 CITOCINAS

Citocina € um termo genérico empregado para designa extenso grupo de
moléculas envolvidas na emissdo de sinais intdezekl durante o desencadeamento das
respostas imunes. Constituem um grupo de fatortes-eslulares que podem ser produzidos
por diversas células, como mondcitos, macrofagafcitos e outras nao linféides. Todas as
citocinas sao pequenas proteinas ou peptideosnafgcontendo moléculas de glicoproteinas.

As diferentes citocinas podem ser enquadradas eersds categorias: interferons (IFN),



interleucinas (IL), fator estimulador de coloni&SE), fator de necrose tumoral (TNFe
TNF-B), e fator de transformacé&o de crescimento (PEFonsiderando-se uma classificacao
funcional, podem ser divididos em mediadores e lagigues da imunidade inata (que sao
produzidos pelos macrofagos, estimulados por migeoosmos e estimulam ou inibem as
reacoes inflamatorias — interleucinas 1 (IL-1), @46), 12 (IL-12), 16 (IL-16), fator de
necrose tumoral alfa (TN&), interferon alfa (IFNw), interferon beta (INF-3) e mediadores
de regulacdo da imunidade especifica (que s&o pdaki em resposta a activacdo dos
linfécitos T e que potencializam as reacbes imuyiods — interleucina 2 (IL-2), 4 (IL-4),
TGF-3, INFy), além de estimuladores da proliferacdo e difeagd@o de percursores

hematopoiéticos.

2.4 ACAO DO NO E DAS OXIDO NITRICO SINTASES

A 6xido nitrico sintase (NOS) catalisa a transfogétada L-arginina para L-citrulina e
NO (Figura 1). Podem ser descritas 3 isoformasama: neuronal (NQS), endotelial
(NOS) e a induzivel (NO$ Tanto a NOSquanto a NOSsao constitutivas e sua atividade
enzimética é calcio dependente (WANG, 1995). A N®8ormalmente ausente no coragao
normal, mas sua expressdo € rapidamente ativadanftamacdo, mediada por fatores
transcricionais induziveis por citocinas como fifgron. As isoformas da NOS modulam
diversos mecanismos moleculares na funcao cardisicdica, diastolica e cronotrgpica tanto

em situacdes normais quanto patoldgicas.

H» N NHo HON NHo e NH-
: Ht NADP : 0. 5 NADP NH
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Figura 2: Reac&o quimica em que o NO é produzido @8rado de GROVES & WANG, 2000).



Uma importante observacdo deve ser feita com mlacg@ompartimentalizacdo do
efeito do produto das isoformas. O NO produzidoyoa isoforma especifica ndo atua como
um agente mensageiro altamente difundivel peloi@aidcito. No tecido, o NO tem dois
efeitos principais: estimular a atividade da gusailciclase, uma enzima que produz GMPc
do GTP e nitrosilar a tirosina e os grupos tidicidéeina nas proteinas. Com a nitrosilacéo,
as proteinas podem mudar sua conformacgdo, o quatpejue o NO seja um importante
regulador da transducéo da sinalizacao intrace{UISIAR, 2010).

Sob circunstancias normais o NO exerce funcdesinoamtio, como a aceleracéo do
relaxamento e regulacdo do tdnus vascular. A NG3& lecalizada em grande parte na
cavéola sarcoplasmaética e tubulos-T, sitios onthevaolina-3 também esta localizada e onde
varias vias de sinalizacdo tem sido mostradas cmmduladas pelo NO (UMAR, 2010).
Além disso, a NOSe tem papel anti-aterogénico itapte a medida que impede a
proliferacdo de células musculares lisas na aataatbs, inibe a adesdo monocitaria as
camadas de células endoteliais adrticas e impedgregacdo plaquetaria induzida por
colageno (RADOMSKI, 1990). Os inibidores da enzioomversora de angiotensina foram
descritos como indutores da expressdo de NOSemdigponibilidade de NO, participando
dos efeitos benéficos destes farmacos na melhaasitdomas de insuficiéncia cardiaca
(LINZ et al., 1999).

A estimulagdo da NOSi pelo IFN-e IL-1B induz apoptose em cardiomiécitos de
ratos recém nascidos por um processo independantividhicdo da guanilato ciclase e do
GMP ciclico (ARSTALL et al., 1999). De forma geralNO derivado da NOSi tem efeitos
deletérios ao miocéardio de modo que ratos com sgficcaumentada de NOSi sofrem com
fibrose cardiaca, morte celular dos cardiomiocitogertrofia cardiaca e dilatagdo cardiaca.
Enquanto alguns ratos com super expressao de N&8Sndolvem insuficiéncia cardiaca, a
maioria dos animais morrem por bloqueio atrio-vientar e assistolia (MUNGRUE et al.,
2002).

Cardiomiécitos de pacientes e animais experimegtais insuficiéncia cardiaca tém
expressdo aumentada da NOSi (DREXLER et al.,, 1988) coracOes dilatados e
disfuncionates provavelmente ocorreu um estresgesativo relacionado com a NOSI,
situacdo patoldgica esta caracterizada pela acgiwla niveis toxicos de proteinas S-
nitrosiladas. Além disso, a abundancia de NO ddawda NOSi serve como fonte de espécies
ativas de nitrogénio que contribuem para a hipiat® dilatacdo ventricular (ZANG et al.,
2007). A elevada inducédo de NOSiI por citocinas pcavapoptose dos miocitos (ARSTALL
et al., 1999), de modo que pode este mecanismeesponsavel pelo elevado niumero de
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miocitos em apoptose observados nos pacientesmagt@los experimentais de insuficiéncia
cardiaca (HAYWOOD et al., 1996; VEJLSTRUP et H98; CHEN et al., 2002).

Do ponto de vista celular, é sabido que o NO e shHrs/ados produzidos por
macrofagos ativados sdo citotoxicos e citostatipasa uma variedade de patdgenos
(MACMICKING, 1997). Baseando-se nisso, alguns thabs experimentais descrevem a
importancia do NO na participacdo como defesa aanitr. cruzitantoin vivo quantoin vitro
(VESPA, 1994; HOLSCHER, 1988), enfatizando-se pgaddu aumentada e
significativamente diferente no plasma de paciecii@gasicos em comparacao com pacientes
soronegativos (PEREZ-FUENTES et al., 1998).

Modelos de estudos experimentais com ratos sazadkils porque as alteracbes
imunologicas, patoldgicas e as mudancas no elethoggama sdo semelhantes com as que
acontecem nos seres humanos (POSTAN et al., 1886).objetivo de estudar a participacao
da NOSi nestes modelos experimentais, alguns autdiézaram a supressao do gene da
enzima, tendo sido descrito que os ratos infectadtisdados ndo morrem por miocardite
aguda, mas evoluem para a cardiopatia cronica, owmores dilatacdo e disfuncao
ventricular, determinadas por histologia, ecocajdibia transtoracica e ressonancia
magnética nuclear (CHANDRA et al., 2000).

Quando se analisa outras doencas parasitarias @onadaria, pesquisas evidenciam a
alta producdo de NO em pacientes com anemia goavém com rapida cura parasitologica,
sugerindo uma participacao acentuada desta vimdaidade inata no controle da replicacao
do parasita (KREMSNER, 1996; KUN, 1998). Em modea@perimentais da toxoplasmose,
a expressdo de altas quantidades de NOSi com rdltess de atividade tem participacao
fundamental na resisténcia contra a infeccdo paasgto (LI et al., 2012). Na tuberculose, a
expressao de NOSi foi descrita como importante ordrole da infeccdo (NICHOLSON et
al., 1996; LEANDRO et al., 2009).

O NO diretamente mata o parasita in vitro (VESPAIlet1994), afetando ©. cruzi
através da modificagdo quimica de proteinas cootedidteina e/ou por ligacdo a
metaloproteinas que mediam importantes processtabdtieos. A forca da toxicidade do
NO depende da sensibilidade do parasita, que déetiee as varias cepas existentes e de
acordo com o microambiente fisiologico. Recentementatou-se que o NO pode inibir a
atividade catalitica da cruzipaina, a principalt@rase cisteinica papaina-like fiocruzie
que é analoga a uma proteinaRlasmodium spp efeito dose-dependente que é atribuido a
S-nitrosilacdo da Cys25, um residuo catalitico gres no sitio ativo da cruzipaina

(VENTURINI et al. 2000). Outra forma de controleisge&im mecanismo adicional pelo qual o
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NO pode levar a reducéo das concentracOes de uortempe fator de crescimento como o
ferro e assim afetar o metabolismo @ocruzi (CICCARELLI et al., 2007). O NO induz
nitrosilacdo do grupo heme da hemoglobina, hematineeme, que sdo as principais fontes
de ferro. Assim, o eritrocito € local onde ocorretess oxidativo durante a infeccdo aguda
pelo parasita por ser o local onde existem maiguesntidades de estruturas quimicas
antioxidantes. A neutralizacdo em desequilibriotadessposta oxidativa leva a alteracdes
hematoldgicas (por exemplo, anemia), que sdo ohdesvna fase aguda da infeccaoTdo
cruzi (MALVEZI et al., 2004).

2.5 OS POLIMORFISMOS DO GENEOS2A- NOSi

O polimorfismo da NOSi se baseia na mutacdo deninohucleotideo (SNP) ou nas
variacdes de repeticdo do microssatélite pentate@!{(CCTTT)n da regido promotora do
gene da enzima, as quais foram evidenciadas conmoriamtes para a regulacdo
transcricional da expressdao da NOSi (WARPEHA, 19®speculados como importantes
para a susceptibilidade da infec¢ao cronica dagoda Chagas e para a cardiopatia.

A NOSi é codificada por um gene polimérfico conkdecicomo NOS2A no
cromossomo 17q11.2-q12. Os SNPs na regido promdtogene que codifica a enzima (-
954G — C,-1173C— T, -1659 A— T) tém sido relacionados a aumento da sinteseQle N
(HOBBS, 2002). Esta regidao do gene humano situagsstir de -0,7 a -2,6 kb a montante do
inicio da transcricdo e que contém os sitios de DMNPortantes para a ligacao de proteinas
ativadoras, de transdutores de sinal e de fat@e®ptessdo de proteinas (COIA, 2005). E
esta regido em que varias mutacdes estdo assodadas expressdo da NOBI vivo
(HOBBS, 2002). A variante -954GC foi originalmente relatada em uma area Africasa d
malaria endémica, 0 que sugere que esta mutacgiol &@mo uma consequéncia da pressao
seletiva do parasita (LEVESQUE et al., 2010). Ausezia de mutacdo para o intron do gene
da NOSi na posicdo -954 G/C gera os possiveis ipedG/G, G/C e C/C, os quais conferem
trés fendtipos relacionados a intensidade da sirgegimatica: baixa, intermediaria e alta,
respectivamente. Nao ha relatos adicionais solfireqaéncia do polimorfismo da NOSi em
populacdes brasileiras (LEANDRO et al., 2009).

Em uma populacédo peruana estudada para a assoerd@g@d® polimorfismo do gene
NOS2Ae a infeccdo peld. cruzie evolugdo para cardiopatia, 76 pacientes conlogpao
positiva foram submetidos a determinacdo do pofistap do gene contra 78 individuos
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controles. Padrbes de repeticdo entre 8-17 vezesfencontrados, com 12 (33%) e 15
(15%) repeticbes sendo as mais frequentes com uisi@ibygicdo bimodal suave,
diferentemente do observado em populacbes africamas distribuicdo bimodal bem
evidente) e nos caucasianos (distribuicdo em falensino). Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre os pacientes com sorologia iy@sé os controles na frequéncia de
repeticdes bem como entre pacientes assintomaticos cardiopatia (XU et al., 2000).

2.6 O DUBIO PAPEL DO INTERFERON-GAMA (IFN) NA DOENCA DE CHAGAS

O IFN-y é codificado por um Unico gene e pertence a umdifade proteinas, porém
tem uma caracteristica que o diferencia dos demaaistividade imunoldgica (GRAY &
GOEDDEL, 1982). A secrecao da citocina parece essapciada com forma severa da
cardiopatia chagasica cronica, demonstrada pelos aliveis de IFN- secretado apés
estimuloin vitro de células mononucleares periféricas com antigpasitarios (BARROS-
MAZON et al.,, 2004; DE TITTO et al.,, 1985). De modderessante, niveis de IFN-
parecem nao decair ap0s a cura parasitologica enenpas tratados com benzonidazol
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; CORREA-OLIVEIRA et a) 1999). Desta forma, o IFN-
estaria envolvido em ampliar o efeito citotoxico céulas TCD8 (REIS et al., 1997),
predominante nos infiltrados inflamatérios card&a¢dIGUCHI et al., 1993), ja tendo sido
descrita sua presenca nas lesdes inflamatoériasirdioas (REIS et al., 1997). Recentemente
foi descrito que pacientes com cardiopatia dilagagt@sentaram um namero maior de células
T CD8' expressando IFN-do que pacientes com cardiopatia chagasica néiadil e aqueles
na forma indeterminada, apés estimulos com antigg@r@RENA et al., 2010).

Contudo, outras linhas de pesquisa vém descreveapel benéfico para a citocina
inteferon gama durante a evolucdo da cardiopatgadica cronica. Assim, em um grupo
pequeno de pacientes (n=28), foi descrito ndo hasssciacdo aos niveis elevados de yFN-
produzido apds estimulo com a proteina recombintmargs-sialidase em pacientes com
diferentes formas clinicas, apesar de nao ter debwrita como a classificagdo clinica dos
pacientes foi realizada (RIBEIRAO et al., 2000). B@sma forma, ap6s estimulo com
peptideos sintéticos derivados de proteinasT daruzj foi possivel identificar uma alta
freqliéncia de respondedores entre 0s pacientest@gias precoces de cardiopatia e baixa
frequéncia de células produtoras de HMNm pacientes com a forma mais severa da
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cardiopatia chagasica crbnica, sendo entdo suggrdios autores que a freqiiéncia da
producdo de IFN-pelas células T de pacientes com a cardiopatigasiaa cronica esteja
associada com um historico de exposicao recent® @EELLA et al., 2004). Infelizmente
estes autores nao discutem o tempo de exposicaaleémca para a casuistica estudada. Em
estudo enderecado para a deteccdo de mdltiplasneisy foi descrito que pacientes com
cardiopatia chagasica crénica sdo produtores deimis predominantemente regulatorias,
enquanto pacientes na forma indeterminada produzminas inflamatorias (CUNHA-
NETO et al., 1998). No entanto, apesar do percédi@élulas produtoras de IFNterem
sido mais representativo em pacientes com cardéopghaiagasica cronica, sendo estas T
CD§', ndo ha em geral aumento de células produtord6Nig em relagdo aos individuos
sadios (VITELLI-AVELAR et al., 2008).

A resposta imune estruturada durante a fase initéalinfeccdo peloT. cruzi
certamente pode influenciar o desenvolvimento ddi@aatia (Figura 2) a curto ou longo
prazo e em intensidade variavel. Apesar do pap#Fidey ainda estar sendo definido, varios
fatores como a carga parasitaria, as cepa3.douzi e a genética do hospedeiro podem

também ser de igual importancia.
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Figura 3: Representagcdo da resposta imune de pactes chagasicos apos infeccdo (Modificado
de TRUYENS & CARTIER, 2010). 1. No sitio da entradado parasita, fibroblastos sdo
infectados, o0 que desencadeia a producdo de IHN\por uma via independente dos receptores de
superficie toll-like que ainda néo foi identificada Esta producdo pode levar até 24h para se
iniciar. 2. Os neutrofilos rapidamente infiltram o local e iniciam a fagocitose e morte de
parasitas. 3. Estes sdo seguidos pelos macréfagase,gapds infeccdo, iniciam a producao
intracelular de espécies reativas de oxigénio (n&epresentada) e producédo de CSF GM (capaz
de lisar tripomastigotas ndo mostrados). 4. Os magfagos sdo estimulados pelo IFR-a
produzir pequenas quantidades de IL12 e IFNy desencadeados por amastigotas intracelulares;
proteinas dos gréanulos liberados por neutrofilos também contribuem para a ativacdo de
macroéfagos. 5. Pode-se especular que a IL-12 atiga células assassinas naturais para produzir
IFN-v. 6. Este fornecimento de IFN¢ aumenta a liberacéo de IL-12 (e talvez baixas guntidades
de IL18) por macrofagos infectados, o que vai ativaas células assassinas naturais a produzir
IFN-v e induzir a morte de tripomastigotas e a morte degndente de NO em macrofagos e outras
células como fibroblastos. 7. A infeccéo esta sepathando e a ainda maior oferta de IFNy, em
conjunto com a liberacdo de tripomastigotas extradelares, promovem a inducéo de citocinas
inflamatérias (TNF-a, IL6) e anti-inflamatérias (IL-10), bem como moléalas tripanocidas (NO);
O IFN-y também regula positivamente a produgéo de I1L18 pomacrofagos infectados. O TNFe
interage com o IFNy para induzir a sintese de NO (ndo representada)nquanto GM CSF
estimula a producdo de TNFe e NO, e assim, o controle da multiplicacdo intradéar do
parasita aumenta progressivamente, assim como a &0 inflamatéria, ambos os eventos a
serem balanceados pela IL-10. 8. O TNk-e o NO induzem a producéo de PGE2, a qual regula
negativamente o IFNy e o TNFu, enfraguecendo o controle da multiplicacdo dos pasitas.
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2.7 POLIMORFISMOS DO GENE DO INTERFERON GAMARNG)

O gene que codifica o INf-se localiza no cromossomo 12g24.1, mede 5.4kb e
contém éxons que codificam uma proteina de 146 @uidos. Varios polimorfismos de
IFN-y nas regides ndo codificantes sédo descritos. Aigdpedo microssatéite CA na posicao
-179T/G tem sido implicada em numerosas doencasiauines e condi¢des inflamatérias
cronicas (PRAVICA et al., 2000; CHONG et al., 200BACHECO et al., 2008). Um
polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNP), locadia no primeiro intron do gene de IFN-
em humanos, junto a uma regiao de repeticdo CA4MRY pode influenciar negativamente
a secrecao deste (PRAVICA et al., 2000).

E sabido que o IFN-participa de forma importante nas defesas do @gencontra
patogenos intracelulares e contra virus e na irddaé respostas inflamatérias mediadas pela
imunidade. Sabe-se que o polimorfismo T/A local@ath posicao+874T IFNG pode
geneticamente influenciar a producédo de §Fabksociada com o marcador microssatélite CA.
Andlise da sequéncia de mutacdo para o intron e dg@FN-y na posi¢cdo +874 (tanto T ou
A) gera trés possiveis gendtipos: A/A, T/A e T/$,quais conferem 3 fendtipos relacionados
a quantidade de interferon: baixo, intermediaradte produtor, respectivamente.

Vérias infeccdes virais, bacterianas e parasit@sé®#o associadas a variacdes no SNP
+874T/A. A susceptibilidade a doencas como a sindreespiratoria aguda severa (SARS)
(CHONG et al., 2006), hepatite B (CHEONG et al.0D0RIBEIRO et al., 2007), cancer
cervical por HPV (GANGWAR et al., 2009), tubercldo6VALLINOTO et al., 2010) e
toxoplasmose (ALBUQUERQUE et al., 2009) foi descritom associacdo a este
polimorfismo. Contudo, o polimorfismo do SNP na ipde +874T/A nao se mostrou
associado a outras doengas como pancreatite ci@tNDICHO et al., 2005), leishmaniose
(MATOS et al., 2007), tuberculose (MORAN et al.,02Z) e hepatite C (PEREIRA et al.,
2008).

Por outro lado, doencas auto-imunes também podersuge ligacdo com o SNP
+874T/A. Estudo em Lupus Eritrematoso Sistémiceopulacao tailandesa demonstrou que
a frequéncia alélica do polimorfismo no genelllNG +874 T/A entre pacientes portadores
de Lupus e controles ndo foram significantementerehites. Entretanto, uma associacao
significante ocorreu entre o alelo A no grupo dasigntes portatores de Lupus e artrite,
sugerindo que este polimorfismo pode ser usado guoaroador para pacientes com Lupus e
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susceptibilidade a artrite nesta populacéo estufedidGWATTANACHULEEPORN et al.,
2007).

Recentemente, foi publicado estudo em que foi teitdlise da distribuicdo de alelos e
genotipos no polimorfisméEFNG +874 T/A entre pacientes cardiacos e assintonsatom
doenca de Chagas na populagédo colombiana e n@tdervada diferenca estatisticamente
significativa entre os dois grupos indicando quie @slimorfismo ndo possui influéncia na
progressdo da doenca de Chagas. Contudo, ao ang&aentes soropositivos e
soronegativos para D. cruzidescreveu-se associacdo, sendo o genétipo AA fregjisente
nos pacientes chagéasicos, sugerindo, na opinidoadtses, susceptibilidade a doenca
(TORRES et al., 2010).

O papel dos polimorfismos ABNG na susceptibilidade para a doenca de Chagas e na
progressao da cardiopatia chagasica cronica ena pogaillacdo ainda merece investigacoes.
Considerando-se a escassez de pesquisas relamoeatel polimorfismo com as formas
clinicas da doencga de Chagas, muita informacg&oriaqe ainda esta por ser produzida.

2.8 COMBINANDO TUDO: A IMUNIDADE NA DOENCA DE CHAG/

A eliminacdo de microrganismos patogenicos € dfiegite alcancada por dois ramos
do sistema imunolégico: "imunidade inata" e "imwud adaptativa". As duas classes
principais de células especializadas B e T (imutedadaptativa) reconhecem antigenos nao
proprios via receptores unicos em sua superfiaie.ré&sposta a uma grande variedade de
antigenos potenciais, as células B e T reorganemaimos os genes de imunoglobulinas e dos
receptores das células T para gerat*1€® 10°® receptores de antigénios diferentes,
respectivamente. Em contraste com a imunidade ailept a imunidade inata aparece
precocemente durante a vida dos individuos e tentapacidade de reconhecer
microorganismos patogénicos por receptores codidiga com especificidades altamente
definidas para estruturas conservadas presentesioaa dos microorganismos patogénicos.
Esta imunidade inata € ativada imediatamente apiideacdo e rapidamente controla a
replicagdo do microorganismo, até que a imunidadi@ptativa assuma (TOUBI, E. &
SHOELFELD, Y.; 2004).

Antes que a imunidade adquirida se estabelecastens imune inato parece ter
participacdo em dois aspectos importantes da da¢zhagas: o controle da replicacao do
parasita com a disseminacao entre tecidos do heispexia reacdo inflamatoria nos tecidos
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infectados, sabido como uma causa importante de datisfuncdo organica. Componentes
classicos da imunidade inata, como células deadsitimacréfagos e células assassinas
naturais (NK, do inglé®atural Killer) parecem ter papel crucial na imunidade contiia o
cruzi (JUNQUEIRA, C. et al.; 2010). Diferentes molécullessuperficie do parasito tém sido
identificadas como indutoras da imunidade inata enatizadoras de receptores de
membranas das células de defesa (GOLGHER, 2006).

Alguns trabalhos tém descrito a participacado daasts imune do individuo frente ao
parasito, sugerindo sua contribuicdo para a evolugddoenca (BARROS-MAZON et al.,
2004; GOMES et al., 2003), ja que sua ativacadcsporesavel pelo controle do parasita e é
responsavel pela reagéo inflamatoria localizad@eyaos-alvo especificos (TEIXEIRA et al.,
2002). Muitos sdo os mecanismos envolvidos quereas formas graves da doenca e sua
morbidade. Ja a auséncia de sintomatologia pode &stociada com a capacidade individual
de regular a resposta imune ahti-cruzi (SOARES, 2012). Entretanto, devido a
complexidade da resposta imunolégica na doencahdgds, esse processo pode também
contribuir para os danos inflamatérios causados pelenca (BRENER; GAZZINELLI,
1997). Apesar da acado eficiente do sistema imupareatemente, o parasita persiste no
organismo do paciente em baixos niveis na faseicarGien doenca. Esse fato pode ser
comprovado nos casos de pacientes imunodeprimidosno estados de imunossupressao,
quando se observa um aumento da carga parast@réeterizando assim, uma reativagdo do
parasitismo. O parasita persiste no hospedeiromaafintracelular, ja que estudos mostraram
que células intensamente parasitadas Pporcruzi ndo sdo danificadas pelo infiltrado

inflamatorio durante a infeccdo (HIGUCHI et al. 9B%.

Devido a complexidade dos mecanismos imunopataégia doenca de Chagas e,
consequentemente, 0s poucos conhecimentos parer prewolucdo para as formas clinicas
da doenca, as células e as citocinas, poderiama dgyacdo para o estabelecimento de
marcadores biolégicos que auxiliassem no progrostas formas graves da doenca. Neste
contexto, o possivel papel dos mecanismos imunes @adesenvolvimento das formas
clinicas severas da doenca de Chagas tem sidadwal/arios grupos de pesquisa tém
buscado um padréao de resposta imune entre os fEcETagasicos portadores das diferentes

formas clinicas.

Ensaios de proliferacédo celular, utilizando célmemonucleares de sangue periférico,
foram realizados entre os pacientes portadoresoeacd de Chagas apds estimulo com

antigenos complexos de formas epimastigotas entaptigotas ou fracdes celulares o
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cruzi. Diferencas na intensidade da resposta proliferatntre a forma indeterminada e as
formas sintomaticas foram demonstradas, sugerindgoegte padrdo de reatividade imune
poderia estar relacionado com a patogenia das de8Ssulares na doenca de Chagas
(BARROS-MAZON et al.,, 2004; DE TITTO et al., 198Fntretanto, outros estudos néo
encontraram diferencas nas respostas proliferagma® os pacientes portadores da forma
indeterminada e aqueles portadores das formasnsititas (GAZZINELLI et al., 1990;
LORENA et al., 2008; MICHAILOWSKY et al., 2003; MOR O et al., 1986).

Estudos sobre a investigacdo de padrdoes de secddcitocinas em células
mononucleares de sangue periférico de pacientagasitas tém sido realizados utilizando
antigenos complexos das formas epimastigotas @nteptigotas dé. cruzi Esses trabalhos
demonstraram que a IL-10 € a citocina secretada ppaientes portadores da forma
indeterminada. Ja os pacientes portadores das darardiacas tém maiores niveis de KFN-
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; CORREA-OLIVEIRA et al 1999; GOMES et al., 2003).
Quando houve estimulag&o de células obtidas de P&WcCtripomastigotas vivos, observou-
se que mondcitos de pacientes com a forma indetedaiestao relacionados com a producéo
de IL-10, enquanto mondcitos de pacientes com rmdarardiaca expressam TNFAIém
disso, os elevados niveis de IFNestdo correlacionados com o nivel de severidade do
envolvimento cardiaco, sugerindo que esta citopoeria estar envolvida com a evolucao
clinica (SOUZA et al., 2004). Por outro lado, allk-poderia estar associada com a protecao
do hospedeiro portador da forma indeterminada aontrdesenvolvimento das formas
cronicas sintomaticas (GOMES et al., 2003). Dial#teses achados, os autores sugeriram que
pacientes portadores da forma indeterminada, goeca@azes de manter baixos niveis de
IFN-y e altos niveis de IL-10, poderiam n&o desenvawdwenca cardiaca (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo da participacdo das citoc#ts e microambientes com predominio de
inflamacdo ou tolerancia com as formas clinicas. Aredominancia da produgcdo de INFy

promoveria inflamacédo e lesdo cardiaca enquanto gque predominancia da producgéo de IL-10
promoveria efeitos menos inflamatérios e pouca les&ardiaca (Adaptado de MENEZES, 2013).

7

A IL-10 é uma citocina pleiotrépica, produzida pdiferentes células como
macrofagos, células T, células B, mastécitos, diméetos e algumas células tumorais. Ela
regula uma variedade de funcbes das células hegimas ao facilitar a eliminacdo de
organismos infecciosos sem dano tissular. Alémodidesempenha importante funcédo na
tolerancia imune, desenvolvimento de células Treldgcas e no crescimento e diferenciacéo
de células B (MOORE et al., 1990). Ela estd tambésociada a susceptibilidade a infec¢édo
peloT. cruzi(SILVA et al., 1992) devido, provavelmente, ao papel em regular a ativacao
de macroéfagos induzida pelo IEN#nibindo tanto a liberacdo de metabdlitos toxigoanto a
diferenciacédo de células T helper tipo 1 (REED,8)98

O TNF-u ja foi identificado no miocardio de cardiopatasgaisicos em estudos de
imunohistoquimica e 0 seu aumento sérico tem sgdocado a presenca de cardiopatia
dilatada. Esta associacao provavelmente se rela@om o fato dos pacientes cardiopatas
montarem uma resposta com interferon gama maiasateo que pacientes com a forma
indeterminada. A producdo predominante de {#FH-TNFe pelas células do infiltrado
inflamatorio de cardiopatas pode ser uma consegqué&hneta da migracdo de linfécitos T

observados no sangue periférico deste grupo derasi (REIS et al., 1993). Tais linfocitos
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podem ter sido gerados na periferia apds a interegéh macréfagos que ao endocitar.o
cruzi, passaram a expressar moléculas coestimulatéripoduzir IL-12, um fendmeno
possivel de ocorrer na fase cronica da infeccao.

Por sua vez a producéo de 6xido nitrico estargtatimente relacionada com os niveis
de IFN+y, uma vez que a sintese de NOSi é estimulada fieana em diversas situacdes
imunoldgicas e precisdo do reconhecimento inicapdtdgeno pelo sistema imunolégico é
crucial para a producdo de NO, de modo a montarresp@osta imune adequada (Figura 5).
Durante a infeccao pel®. cruzi o 6xido nitrico pode, direta ou indiretamente,dular o
mecanismo efetor dos leucécitos através de divamsesanismos. Este processo envolve
efeitos microbicidas derivados de radicais liviieddos (peroxinitrito e superéxido) gerados
apos a producao de NO, bem como de regulacdo/anrdantesposta inflamatoéria induzida
durante este tipo de infeccdo, um duplo papel nmidade que € normalmente observado
para o NO. Esta dualidade imunoldgica é normalmdapendente da concentracdo deste e,
uma vez desregulada, pode levar a toxicidade celaloimunidade ou persisténcia do

parasita devido a evasao imune, as quais podemdeatologia.
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Figura 5: Imunidade inata e adquirida durante a infeccdo peloTrypanosoma cruzi. Na fase
inicial da infeccdo, a imunidade inata desempenhaw papel crucial na resisténcia do hospedeiro
a infeccdo: atuando como a primeira barreira, as délas do sistema imune inato (macréfagos,
células NK e células dendriticas) produzem citocirga(IL-12, TNF-a e IFN-y), moléculas efetoras
(NOS e GTPases induzidas por IFN) que controlam aeplicacdo do parasita. Ao mesmo tempo,
as células imunes inatas, particularmente células eddriticas, tornam-se ponte entre a
imunidade inata e adquirida, ao produzir citocinas(IL-12) necessarios para a diferenciagéo e
expansao clonal dos linfécitos T helper 1 (Th1l) CD4, bem como células T CD8+ e células B do
sangue. O IFNy produzido por linfécitos CD4+ Thl ou células T CD8& ativa os mecanismos
efetores nos macrofagos para destruir os amastig@a tripomastigotas fagocitados, enquanto a
atividade citotdxica exibida por células T CD8+ desdi as células contendo amastigotas
intracelulares. Os anticorpos produzidos por célula B lisam as formas extracelulares do
tripomastigota extracelular ou facilitam a fagocitse de parasitas opsonisados com IgG.

(JUNQUEIRA et al, 2010).
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3 OBJETIVOS

Descrever a prevaléncia dos polimorfismos dos g6 +874 T/A eNOS2A-954G/C

em uma populacéo de pacientes na fase crénicaaihgalde Chagas.

Avaliar a existéncia de associacdo entre os polismos e a presenca ou nado de

cardiopatia chagasica crénica nestes pacientes.

Avaliar a existéncia de associacdo entre os polismos e a gravidade da cardiopatia
chagéasica crbnica nestes pacientes, considerando-geavidade baseada no consenso
Brasileiro em doenca de Chagas (estagios cliniaus)fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo, na presenca ou ndo de alteracdo ecapafdia e na presenca ou nao de

Insuficiéncia Cardiaca Congestiva;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este trabalho faz parte de um projeto amplo e disdiplinar de pesquisa em doenca
de Chagas, iniciado em 1988 a partir da reestrgdiordo Hospital Evandro Chagas/Fundacéo
Oswaldo Cruz, e da criagdo do Grupo de Pesquisaic€liem Doenca de Chagas. A
associacdo do Instituto de Pesquisa Clinica Evar@nagas (IPEC) com o Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, da Universiddederal do Rio de Janeiro, permitiu a
criacdo de um projeto interinstitucional, cujo prpal objetivo foi realizar um estudo
longitudinal da morbi-mortalidade da fase cronieaddenca de Chagas em um grande centro
urbano, através do acompanhamento de uma coort@adentes residentes na area
metropolitana do Rio de Janeiro. O projeto “ldecdifdo de marcadores imunogenéticos na
evolucéo clinica para a doenca de Chagas” surgnogooposta para descrever mecanismos

imunoldgicos que estariam ligados a evolucdo ddiaaatia Chagasica.

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto denominado “Identificacdo de marcadorasniogenéticos na evolugao
clinica para a doenca de Chagas” foi aprovado @ehuité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)/Fioahzosnimero 0028.0.009.000-10 em 13
de agosto de 2010.

4.3 SELECAO DE PACIENTES

Os pacientes foram selecionados e incluidos cotigamente, em uma amostra de
conveniéncia, de forma a manter uma proporcao samtel entre 0 nimero de pacientes sem
cardiopatia que se mantém em acompanhamento no HBPECpropor¢cdo de pacientes
cardiopatas em cada estdgio do consenso Bragimirdoenca de Chagas (XAVIER, 2005).

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos, no estudo, pacientes admitidosemrtivamente no periodo de

novembro de 2007 a fevereiro de 2011. Pacienteanu@os 0s sexos, com diagndstico
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sorolégico positivo para a infeccao pdlocruzi com idade entre 18 e 75 anos, independente
de classe, grupo social ou cor. Todos o0s pacigitesam seu diagndéstico soroldgico
confirmado no laboratério de Imunologia do Insttute Pesquisa Clinica Evandro Chagas.
Todos os incluidos neste estudo foram selecionddosoorte do Laboratério de Pesquisa
Clinica em Doenca de Chagas do IPEC/Fiocruz, aggiaa o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE — Apéndice A). Ap6s uma entrevishde um questionario clinico-
epidemiolégico foi respondido (Apéndice B), os patés foram submetidos a coleta
sanguinea para determinacdo dos polimorfismos teesse. Na semana da coleta foram

submetidos a eletrocardiograma e ecocardiogramsttnacico.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos individuos que apresentavam Diabdtellitus, disfuncéo
tireoidiana, insuficiéncia renal, doenca pulmondéstativa crdnica, alcoolismo, doenca
coronariana diagnosticada previamente, doencaacardéumatica e HIV. Qualquer evidéncia
de cardiopatia por causa nao relacionada a doen€hdgas provocou exclusdo do presente

estudo.

4.6 DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA DOENCA DE CHAGAS

Todos os pacientes incluidos no estudo foram sudloseth pesquisa de anticorpos
anti-Trypanosoma cruzno Setor de Imunodiagnostico do IPEC/FIOCRUZ,vasade trés
técnicas sorologicas distintas:

a) hemaglutinacao indireta: positiva em caso déttsuperiores a 1/64;

b) imunofluorescéncia indireta: positiva em casatitigos superiores a 1/80;

c) teste imunoenzimatico (ELISA, “Enzyme Linked Immmo Sorbent Assay”): positiva
quando superior a 1,2 (razdo entre a densidade é@ticvalor limiar de reatividade).

O diagndstico sorologico da doenca de Chagas é&tizeslo quando pelo menos duas
das trés técnicas empregadas foram positivas. BBn da resultados incongruentes ou
limitrofes, novas amostras foram colhidas e testadda persisténcia de resultados

incongruentes, a prioridade foi dada ao resultadieste de imunofluorescéncia indireta.
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4.7 AVALIACAO CLINICA

A avaliagao clinica foi realizada no momento delus& no estudo. Anamnese
dirigida, histéria epidemioldgica e exame fisicoafo realizados com especial atencdo a
presenca de sinais e sintomas cardiovascularetnsdéiciéncia Cardiaca, relacionados a

cardiopatia chagasica.

4.8 AVALIACAO ELETROCARDIOGRAFICA

Eletrocardiograma de doze derivagdes foi realizedoclusao no estudo em todos os
pacientes, em repouso, com um registro longo em(3D2segundos) para avaliagcdo de
arritmias. Os tracados foram analisados de fomdapendente por dois observadores. Em
caso de discordancia entre as duas analises @ariaterobservador), um diagnostico de
consenso € obtido apds discussdo conjunta do traetetrocardiografico. A analise
eletrocardiografica é realizada de forma cega, senhecimento de dados clinicos ou de
outros meétodos complementares. As alteracdes edetliograficas sdo classificadas de
acordo o codigo de Minesota (PRINEAS, 1982), moddb para doenca de Chagas
(MAGUIRE et al., 1982).

4.9 AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

Ecocardiograma uni e bidimensional com color Doppe realizado em todos os
pacientes pelo mesmo ecocardiografista (autor dsepte tese) na semana de inclusdo ao
estudo. O exame ecocardiografico incluiu os codesvencionais para-esternais, supra-
esternais, apicais e subcostais e variagbes dadsscoonvencionais, principalmente dos
apicais, com objetivo de identificar alteracoesnsegtares localizadas (geralmente pequenos
aneurismas mamilares). A funcéo sistolica globaM@ofoi avaliada de forma objetiva ao
modo M, através do calculo da FE (TEICHHOLZ et B9.76), sendo classificada em: normal
(FE> 55%), levemente deprimida (45%4E < 55%), moderadamente deprimida (35%E
< 45%) ou gravemente deprimida (FE < 35%). Devid@arater freqiientemente segmentar
da cardiopatia chagasica cronica (XAVIER, 1997jrecdo sistdlica global do VE também
foi avaliada ao bidimensional, de forma subjetsendo classificada em normal, levemente,

moderadamente ou gravemente deprimida (AMICO, 1988feracdes segmentares
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detectadas pela avaliacdo subjetiva também foréatadas, sendo descritas como normal,
hipocinesia para as hipocontrateis, acinesia paraegidoes sem espessamento sistélico
durante o ciclo cardiaco e discinesia quando apt@&Em movimento contratil de

abaulamento durante a sistole ventricular.

4.10 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este € um estudo observacional, transversal endeteaminacdo da gravidade e dos
polimorfismos de interesse quando da inclusdo diividtuo no estudo. No entanto,
considerando-se que os polimorfismos sdo marcadquesja estdo expressos desde o
nascimento do individuo, o presente estudo forneva informacdo longitudinal, ja que
permite relacionar a evolucdo da doenca a um marcae embora identificado agora, ja
estava comprovadamente presente antes da infeccéo.

Na grande maioria dos pacientes com doenca de €mEgaé possivel determinar o
momento da infecgdo, j& que a doenca aguda gerdmép é diagnosticada. Desta forma,
informacéo exata sobre o tempo de doenca ndo éniig ou confiavel. O parametro que
provavelmente mais se aproxima ou reflete o tempaaknca é a idade, jA que em areas
endémicas a infeccdo geralmente ocorre na inféanciaicio da adolescéncia.

A coorte acompanhada no IPEC é constituida poeptes com décadas de evolugéo
da doenca (a considerar pela idade) e que em si@eymaioria estdo afastados da area

endémica ha muitos anos e, portanto, livre deeegifes peld. cruzi

4.11 DEFINICOES

a) Cardiopatia: Presenca de alteracdes no eletiogaama ou no ecocardiograma
consideradas definidoras de lesédo cardiaca pelacdoge Chagas, segundo o Consenso
Brasileiro em doenca de Chagas (CBDC) (BRASIL, 20@5 que serdo denominados

cardiopatas chagasicos cronicos (CCC) no textguairse

b) Auséncia de cardiopatia aparente: Pacientessooalogia positiva para doenca de
Chagas e normalidade ao exame clinico, eletrogmdfico e ecocardiografico. Doravante

descritos como néo cardiopatas (NC).
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c) Estagios Clinicos: Baseando-se no Consenso I@rasem doenca de Chagas
(BRASIL, 2005), os pacientes cronicos podem seiddios entre sem cardiopatia aparente e
cardiopatas. Os cardiopatas podem ser subdividddosestagio A (ECG alterado e ECO
normal), B1 (ECG alterado e ECO alterado, porém E&n45%), B2 (ECG alterado e ECO
alterado, porém com FE < 45%; e sem insuficiénardiaca), C (ECG e ECO alterados, com
insuficiéncia cardiaca compensavel) e D (ECG e Bi€@ados, com insuficiéncia cardiaca

refrataria).

d) Insuficiéncia Cardiaca: A associacdo de um ois re@mais e sintomas com a
presenca de disfuncao ventricular ao ecocardiogaasaificou o paciente como portador de
Insuficiéncia Cardiaca. Sinais como dispneia, oréigg dispneia paroxistica noturna,
tolerancia reduzida aos exercicios, fadiga, edearampleolar ou de membros e sintomas
como elevacdo da pressédo venosa central, presengafldxo hepatojugular, presenca de
terceira bulha — B3, desvio do ictus cordis paliate hemiclavicular esquerda e crepitacdes
pulmonares foram objetivamente questionados e pados no momento de inclusédo do
paciente (EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY, 2008).

e) alteragcbes ao ecocardiograma: Alteracdes daratitidade miocardica ao
ecocardiograma, compativeis com CCC: alteracbesusalif ou segmentares
(hipocontratilidade, acinesia ou discinesia), aumelos diametros do VE, disfuncao contratil
do VE, aneurismas apicais, disfuncéo contratil eatriculo direito. (ACQUATELLA, 2007).

f) marcadores de gravidade: Escolhidos dentre petréasdefinidores de mortalidade
e/ou de eventos cardiacos em cardiopatia chag@sagaras 5 e 6) (XAVIER, 2005; RASSI
JR, 2007; XAVIER et al.; 2007; ROCHA, 2009). Fraghoejecao, presenca de insuficiéncia
cardiaca, presenca ou ndo de alteracfes ecocafitagre estagios clinicos pelo Consenso
Brasileiro de doenca de Chagas seréo propostos s@rzadores de gravidade dos pacientes

participantes deste estudo.
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4.12 DETERMINACAO DO POLIMORFISMO DAFNG +874 T/A

4.12.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foi obtida uma Unica amostra de sangue no momenitaictisédo dos pacientes. Cinco
mililitros de sangue total em EDTA (Vacuntainer)dm coletados em acesso venoso
periférico, aliquotados e armazenados imediatamemtdreezer a —20°C até o momento do

uso para extragcdo do DNA gendmico.

4.12.2 EXTRACAO DE DNA

Para a extracdo do DNA gendmico foram utilizado8 20 da aliquota do sangue
total em EDTA previamente descongelado. Utilizouss€QlAmp DNA blood mini kit
(Qiagen). A metodologia utilizada para a extrac@goDINA gendmico seguiu o protocolo
descrito pelo fabricante: 20 pL da proteinase Qidgeadicionada a um tubo de 1,5 mL tipo
eppendorf, previamente rotulado com o niumero dasamoAdicionou-se a estes tubos, 200
puL de cada amostra de sangue, seguido de 200 jianguiio AL, do préprio Kit. Os tubos
foram homogeneizados em vortex por 15 segundosndsta foi incubada a 56°C por 10
minutos e centrifugada até 10.000 rota¢des por tmjmuando o processo era imediatamente
interrompido. Um total de trés repeticbes foi feipara remover os possiveis residuos da
tampa. Adicionou-se 200 pL de etanol (96 a 100%candMerck) e homogeneizado em
vortex por 15 segundos. A amostra foi novamentéribegada a 10.000 rpm, rapidamente,
como anteriormente descrito, para remover 0s peissiesiduos da tampa. A seguir, a
amostra foi cuidadosamente transferida para a adAmp e a mesma centrifugada a 8.000
rom por 1 minuto. A coluna QIAmp foi novamente sfmida para outro tubo de 2 mL
(incluso no kit) e o filtrado descartado. Adicioree1 500 pL do tampéao AW1 (incluso no Kkit)
e centrifugou-se a 8.000rpm por 1 minuto. A col@hamp foi transferida para outro tubo de
2 mL (incluso no kit) e o filtrado descartado. Adimou-se 500 pL do tampdo AW2 e
centrifugou-se a 14.000rpm por 3 minutos. A col@BAmp foi transferida para um
eppendorf de 1,5 mL (sem tampa) e o filtrado désdar Adicionou-se 100 uL do tampéao
AE (do Kit), incubando-se a temperatura ambients-23°C) por 1 minuto e entao
centrifugou-se a 8.000 rpm por 1 minuto. A colun&rQp foi descartada. O filtrado foi
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transferido para um eppendorf de 1,5 mL e o DNAGg&no foi acondicionado em freezer a
— 70°C.

Dez microlitros de cada amostra de DNA foram sulmost a uma corrida
eletroforética em gel de agarose (Invitrogen) a &fb,tampéo TBE 1X, a 60 V, a fim de
verificar a presenca de banda Unica no gel. Falaigamarcador de peso molecular 1Kb
(Invitrogen). O DNA gendmico foi corado em uma sélo de Brometo de etidio (10 mg/mL)

e visualizado em luz ultravioleta através do tdansnador (UVP).

4.12.3 DEFINICAO DO POLIMORFISMO DEFNG +874T/A

Os polimorfismos foram determinados através dadaate PCR (reacdo em cadeia da
polimerase). Para a determinacéo dos polimorfisthedBNG +874T/A foi utilizada a técnica
de ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation Sgst), como uma técnica para a
analise de uma mutacéao pontual ou uma pequenaddelecPCR ARMS tipico que € capaz
de detectar um polimorfismo de um Unico nucleoti@®blP) consiste em duas reacfes
complementares: uma contendo um primer especifica p seqtiéncia normal do DNA e
incapaz de amplificar o DNA mutante no locus e @utontendo um primer mutante
especifico que ndo amplifica o0 DNA normal. O ggmbtide um individuo pode ser
determinado pela analise da amplificacdo de seadufps, onde o DNA gendmico é
amplificado a partir de uma Tagq DNA polimerase (@g® Polymerase - Promega, USA)
em duas reacdes de PCR para cada polimorfismo. €ed#io ocorre com um primer
antisenso genérico e um de dois primers sensas edplecificos. Como controle interno da
amplificacdo em ambas as reacdes foi utilizado amde primers desenhados a partir da
sequéncia nuclueotidica do hormbnio de crescimientoano de 426 bp. Nesta técnica para
cada citocina é identificada a regido que contémlimorfismo e as bases nucleotidicas que
sofrem mutacdo. Para o polimorfismo Bé&NG na posicdo +874T/A foram utilizados um
primer genérico e dois primers especificos T e A:

Primer genérico: 5’ — TCA ACA AAG CTG ATACTC CAZ
Primer especifico T: 5- TTC TTA CAA CAC AAAATC AATCT -3’
Primer especifico A: 5- TTC TTA CAA CAC AAAATCAATCA-3

O primer iniciador utilizado para a amplificacdoamtrole interno dessa citocina foi:
CTIL:5 -TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC -3’

CTl2:5 -GCC TTC CAACCATTCCCTTA-3
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O fragmento do DNA gendmico foi amplificado por RQtilizando termociclador
GeneAmp 9700 Applied Biosystem de acordo com ocopadd j& estabelecido no laboratério
seguindo o protocolo ( PRAVICA et al., 2000) contuwoe final de 20 puL (18,0 pL mix + 2,0
puL de DNA genbmico).

Para cada amostra de DNA foi preparado um mixerwatl,0 uL de Primer genérico
(100 pmol/ pL), 1,0 pL de primer especifico A ouI00 pmol/ pL), 1,0 uL de controle
interno 1 (10 pmol/ uL, 1,0 uL de controle inteth¢l0 pmol/ pL), 4,0 pL de dNTP (2 mM,
Invitrogen), 2,4 uL de MgGI(25 mM, Kit Hot Star Qiagen), 3,0 uL de TampaoX1&it
Hot Star Qiagen), 0,5 uL de Tagq DNA polimerase (AU/ Kit Hot Star Qiagen), 4,1 pL de
H20 MiliQ estéril. O volume final do mix foi de IBuL sendo adicionado 2,0 uL DNA
gendmico da amostra a ser processada. O volumledéineeacdo foi de 20 puL. A PCR foi
realizada no Termociclador (Applied Biosystems). cidos utilizados foram os seguintes:
95°C (3 minutos), 10 ciclos de 95°C (15 segund&&C (50 segundos) e 72°C (40 segundos)
seguidos por 20 ciclos de 95°C (20 segundos), $50CGsegundos) e 72°C (50 segundos),

72°C (7 minutos) e 4°C (temperatura de finalizacéo)

4.12.4 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A amplificacdo do fragmento foi confirmada em adarieletroforética em gel de
agarose (Amersham) 1,5 %, utilizando TBE 1X. Fa@deso marcador de peso molecular
100bp (Invitrogen). O DNA foi corado em uma solugobrometo de etidio (10mg/mL) e
visualizado em luz ultravioleta em transluminad&s.imagens foram capturadas usando um

sistema de captura de imagem (Figura 8).
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose das bandaspresentativas do polimorfismo do gene
IFNG +874T/A.

4.13 DETERMINACAO DO POLIMORFISMO DANOS2A-954G/C

Para a analise do polimorfismo par&dl@Sina posicéo -954G/C, seguiu-se protocolo
ja descrito previamente (KUN et al.,, 2001), tendip gealizado o RFLP-PCR. Para esta
técnica € necessaria a preparacao de um mix cantedds reagentes utilizados.

Para o PCR de amostra, foram utilizados os seguretigentes no preparo do mix:
0,2uL do Forward primer (100 pmol/uL, Invitroge@)2uL do Reverse primer (100 pmol/uL,
Invitrogen), 4uL de dNTP (2 mM, GE Healthcare),|.d,2de MgCI2 (25 mM, Invitrogen),
5uL de Tampao (10X, Invitrogen), 0,3uL de Taq DNalimerase (5U/uL, Invitrogen),
5,1uL de H20 MiliQ estéril. O volume final do migifde 18uL sendo adicionado 2uL DNA
gendmico da amostra a ser processada. O volumlediineeacao foi de 20uL. A PCR foi
realizada no Termociclador (TC-3000, Techne). @wsiutilizados foram os seguintes: 92°C
(3 minutos), 40 ciclos de 92°C (30 segundos), 6(°@inuto) e 72°C (1 minuto), 72°C (7
minutos) e 4°C (temperatura de finalizacao).

A amplificacdo do fragmento foi confirmada em oderieletroforética em gel de
agarose (Invitrogen) 1%, utilizando TBE 1X (Invgem), a 60 V, a fim de verificar a

presenca de banda Unica no gel. Foi usado o mardadweso molecular 100bp (Invitrogen).
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O produto do PCR foi corado com Blue green loadilig 1 (LGC Biotecnologia) e
visualizado sob luz ultravioleta através do Tramsihador (UVP).

Apos a verificagdo da amplificagdo do PCR, foiireala a digestdo enzimética com
Bsal (New England BioLabs), seguindo o seguintégaao na preparacéo do Mix: 3,5uL do
tampédo 10X (NE Buffer 3), 0,5uL da enzima Bsal & @ie H20 MiliQ estéril. O volume
final do Mix foi de 10uL. Ao Mix foi adicionado 1Qudo produto de PCR. A digestéo foi
realizada no Termociclador (TC-3000, Techne). @siutilizados foram os seguintes: 50°C
(60 minutos), 65°C (20 minutos) e 4°C (temperatlgdinalizacao).

A amplificacdo do fragmento foi confirmada em oderieletroforética em gel de
agarose (Invitrogen) 3%, utilizando TBE 1X (Invgem), a 60 V, a fim de verificar a
presenca de banda no gel. Foi usado o marcadoeste rpolecular 100bp (Invitrogen). O
produto da digestdo foi corado com Blue green lgadilie 1 (LGC Biotecnologia) e
visualizado sob luz ultravioleta através do Tramsihador (UVP). A Figura 9 ilustra o
resultado da digestéo visualizada no gel de etawsé e a Figura 10 mostra resultado como

visualizado apés eletroforese.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 NOS| -954G/C
. . A 573bp
N o — 837bp
I B ¢ 136bp
cC CG GG

Figura 9: Esquema do resultado visualizado no geledeletroforese a 3%, sob luz ultravioleta, do
polimorfismo para NOS2A -954G/C.



34

CC CC CCCC CCCC CC CC GCC

==
Peso Molecular

100bp
CC CC CC CC CC CC CC CC CC

Figura 10: Resultado visualizado apés eletroforesspob luz ultravioleta, do polimorfismo para
NOS —954G/C.
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4.14 METODOLOGIA ESTATISTICA

A casuistica foi testada quanto ao equilibrio derdi#dVeinberg sendo esta
enquadrada dentro dos padrdes de equilibrio detadoipelo mesmo.

Os dados foram analisados para a populacdo gerahtoo de determinar a
frequéncia de cada gendtipo, bem como através aasarentre individuos nédo cardiopatas
(NC) e com cardiopatia (CCC). Foi utilizado o penga estatistico SPSS (Statistical package
for the social Science) versdo 20.0 para a detagém exata das frequéncias dos genotipos
de todos os polimorfismos realizados neste estudo.

A frequéncia dos polimorfismos estudados foi déscei avaliada pela andlise dos
gendtipos pela contagem em tabelas de conting@x@aem modelo de co-dominéancia e
dominancia. As distribuicbes dos polimorfismos fore@ntdo comparadas as distribuicdes
pelos dados epidemioldgicos, pelos dados da edogeafla, pela presenca ou nédo de
insuficiéncia cardiaca e pela classificacdo do €oss Brasileiro em doenca de Chagas, em
tabelas 2x2 ou 3x2, pelo teste do qui-quadradoggadradofor trend ou teste exato de
Fisher, quando indicado.

E necessario acrescentar que foi utilizado o @stkolmogorov-Sminorv para testar
0 padrao de distribuicdo das variaveis numériagseena presenca de distribuicdo assimétrica
da fracdo de ejecdo foram utilizados testes ndanpiricos (Mann Whitney U e Kruskall
Wallis) para comparar esta variavel nos gruposalienprfismos.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO GERAL E DOS GRUPOS
CARDIOPATA E NAO CARDIOPATA

No total, 313 pacientes participaram do presentades sendo 56,9% do sexo
feminino e 43,1% do sexo masculino. A média daed#al amostra populacional foi de 55,8 +
10,6 anos, variando entre 18 e 80 anos (Figuraab@/@ 1). Do total de pacientes, 143 eram
cardiopatas (CCC) e 170 ndo cardiopatas (NC). A iané&h idade foi diferente
estatisticamente entre os grupos cardiopata e aétiopata (CCC: 54,2 vs NC: 57,8 —
p=0,003), com idade mais elevada no grupo cardioatarelacéo ao percentual de homens
e mulheres em cada grupo néo houve diferencaststaténtre eleg$0,05).

60,0
_§_ 40,01
B
20,0
0, — = =
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Idade (anos)
Figura 11: Representacao grafica da distribuicdo dadade dos pacientes participantes do estudo.

Em relacdo a naturalidade dos pacientes, obsee/anasor frequéncia de pacientes
provenientes da Bahia (79 — 25,2%) e Minas Gefills<21,7%), seguidos dos estados do
nordeste e norte brasileiro [Paraiba (36 — 11.%®%)nambuco (34 — 10,9%) e Ceara (30 —
9,6%)] (Figura 11/Tabela 1).
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Figura 12: Distribuicdo dos estados de origem dosapientes participantes do estudo.

A distribuicdo dos pacientes de acordo com o tedepafastamento de seus estados de
origem mostra que a maioria — quase 90% em ambgsup®s - tém mais de 31 anos de
afastamento das areas consideradas endémicasgTlgbelmesmo a minora esta afastada a
mais de 10 anos destas areas.

Nesta amostra populacional, a transmissédo vetfwmiad mais frequente (95,2% dos
pacientes) sobre outras formas de transmissédoalRess a presen¢a de um unico individuo
em que houve confirmacdo de transmissao vertic8%{0dos casos). Os demais foram
infectados através da via transfusional (4,5%).
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Tabela 1:Dados epidemioldgicos, do eletrocardiograane do ecocardiograma dos grupos CCC e
NC.

CCC (143) NC (170) p
Idade + DP* (anos) 57,8 £9,7 54,2 +11,2 p=0,003
Sexo
Masculino 59 (41,3%) 76 (44,7%) NS
Feminino 84 (58,7%) 94 (55,3%)
Naturalidade
Minas Gerais 33 (23,1%) 35 (20,6%)
Bahia 32 (22,4%) 47 (27,6%) NS
Pernambuco 18 (12,6%) 16 (09,4%)
Paraiba 16 (11,2%) 20 (11,8%)
Tempo de afastamento (anos)
<10 0 1 (0,6%)
11-20 5 (3,5%) 7 (4,1%)
21-30 10 (7,0%) 11 (6,5%) NS
>31 128 (89,5%) 151 (88,8%)
Fracéo de Ejecéo do VE
Média + DP 54,7+149 66,4 £5,1 p<0,0001
Normal 89 (62,2%) 170 (100%)
Leve 19 (13,3%) 0
Moderada 15 (10,5%) 0
Grave 20 (14,0%) 0
Achados no ECG p<0,05
HBAE/BRD3G* 63 (44,0%) 0
BRD3G* 44 (30,8%) 0
HBAE ° 28 (19,6%) 0
BAV1G® 28 (19,6%) 0
ESV’ 26 (18,2%) 0
ALT. REPOLARIZ. 8 17 (11,9%) 0
RITMO MP ° 16 (11,0%) 0
ZE| % 7 (4,9%) 0

% :desvio padrdo;“ndo significativo; *associacdo hemibloqueio anterior esquerdo e blogioe
de ramo direito do terceiro grau;* bloqueio de ramo direito do terceiro grau;®: hemibloqueio
anterior esquerdo; ®bloqueio atrio ventricular do primeiro grau; ":extrassistole ventricular
isolada; ®alteracdo difusa da repolarizagéo ventricular;’: ritmo de marcapasso definitivo;*:

zona elétrica inativa.
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No grupo CCC, as alteracbes mais frequentementena@mas ao ECG foram as
associacdes entre hemibloqueio anterior esquebdlmgeeio de ramo direito do terceiro grau
(44% dos pacientes cardiopatas) seguido das pess&sgladas de bloqueio do ramo direito
do terceiro grau (30,8%) e hemiblogueio anteriguesdo (19,6%). Como era de se esperar, a
meédia da fracdo de ejecdo foi maior no grupo NGn abferenca estatistica entre eles
(p<0,0001). No grupo CCC, a maior frequéncia foi deigntes com fragao de ejecao normal
(89 - 62,2%), com fracdes de ejecdo progressivanemnores conforme o estagio clinico
(Tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas epidemioldgicas e dados cecocardiograma dos pacientes do grupo
cardiopata dividido por estagios clinicos do consen Brasileiro em doenca de Chagas.
A? B1® B2* c® D° p

n= 64 n=44 n=7 n=17 n=11

ldade * DP' 57,7+104 584% 59,1+43 57,8+6,7 553+10,2 NS
Sexo (M/F) 21/43 21/23 5/2 8/9 a7 NS

Funcéo sistolica

FE+DP' 409+62 578+82 2399+19 338+58 254& P<0,001

Normal 64 25 0(0,0,0%) 0(0,0%) 0 (0,0%)
Leve 0 19(432) 0(0,0%) 0(0,0%) 0 (0,0%)
Moderada 0 0(0,0%) 7(100,0%) 8(47,1%) 0 (0,0%)
Grave 0 0(0,0%) 0(0,0%) 9(52,9%) 11

!:desvio padréo;%*ECG alterado com ECO normal;® ECG e ECO alterados, com fracéo de ejecéo do VE
maior que 45%; * ECG e ECO alterados, com fracéo de ejecdo do VEenor que 45%;° ECG e ECO
alterados com Insuficiéncia cardiaca compensadé; Insuficiéncia cardiaca néo controlada ou manifest
NS — néo significatico — (p>0,05).
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5.2 FREQUENCIAS DA DISTRIBUICAO DOS POLIMORFISMOS N A POPULACAO

Na Tabela 3 encontram-se as frequéncias dos pdigmars para dFNG +874 T/A e
do NOS2A-954 G/C. Na contagem absoluta, pal&NG +874 T/A, o genoétipo TA foi mais
prevalente (44,1%) do que o gendtipo AA (42,2%) ETo(13,7%). Ja para NOS2A-954
G/C a maior prevaléncia se deu para 0 genotipo @45%) em comparacdo com 0S
gendtipos GC (5,1%) e CC (0,3%). A distribuicdo derdtipos segue o equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Tabela 3: Frequéncia dos polimorfismos dbFNG +874 T/A eNOS2A -954 G/C na populac¢édo do
estudo.

Polimorfismo IFNG Polimorfismo NOS2A
+874T/A -954G/C
AA 132 (42,2%) GG 296 (94,6%)
AT 138 (44,1%) GC 16 ( 5,1%)
T 43 (13,7%) CcC 1(0,3%)

Ao se agrupar os pacientes pelos polimorfismos,sedobservou diferencas entre os

grupos com base na idade, sexo e naturalidadel@répe

Tabela 4: Dados das frequéncias das caracteriste@pidemiologicas da amostra populacional
quando estratificada pelos polimorfismos analisados

PolimorfismolFNG +874 T/A p PolimorfismoNOS2A-954 G/C p

AA AT TT GG GC cc

3 58 (43,9) 61(44,2) 16(37,2) NS 127(42,9) 8(50)1(100) NS

Sexo Q 74 (56,1) 77 (55,8) 27(62,8) NS 169(57,1) 8(50) O NS
BA  42(31,8) 27(19,6) 10(23,3) NS  76(257) 2 (12,501 (100) NS

Naturalidade MG~ 22(16,7) 35(25,4) 11(256) NS 62(20,9) 6(37,5) O NS
PB 13(9,8) 16(11,6) 7(163) NS 33(11,1) 3(18,8) 0 NS

Dados expressos como frequéncias e entre paréntegakores porcentuais (%);3=sexo masculino; Q=sexo
feminino. NS- ndo sgnificativo (p>0,05).
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A idade foi testada quanto a sua distribuicdo,neeama ndo segue os parametros de
normalidade. Nao houve diferenca estatistica quamdiolade € analisada para avaliar
diferencas quanto aos polimorfismoslBblG +874 T/A e ddNOS2A-954 G/C (Figura 12).

Ll [ W T
70007 0007
4 007 7 5000
o 30,007 o 5000 M
b °
& & ¢
= 40007 2 4000
10 I " : iy
2001 0 2007 :
1000 ! . , 1000 | | |
AA AT m 6 o iy
Polimorfismo do JFNG +§74 T/A Polimorfismo do NOS24 -954 G/C

Figura 13: Representacdo da distribuicio da idade ga os polimorfismos pesquisados. A
esquerda representacdo doFNG +874 T/A com p=0,937 e a direita representacdo ddOS2A -
954 G/C com p=0,601.
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5.3 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS E C ARDIOPATIA

5.3.1 PARAIFNG +874 T/A
N&o foi observada diferenga estatisticamente sggtiva entre 0S grupos para o

polimorfismo dolFNG +874 T/A (Tabela 5). O gendtipo TT € encontradofaena mais

frequente nos pacientes nao cardiopatas, mas comalomimitrofe de significancia (0,06).

Tabela 5: Frequéncias dos genatipos paral&NG +874T/A entre CCC e NC.

IFNG +874 T/A ccc NC
AA 67 (46,9%) 65 (38,2%)
AT 61 (42,7%) 77 (45,3%)
TT 15 (10,5%) 28 (16,5%)

x* for trend=3,45 p = 0,06

5.3.1.1 ANALISE DE DOMINANCIA PARA OS POLIMORFISMOS®O IFNG +874 T/A
A andlise da frequéncia genotipica no modelo deimfimsia dos gendtipos para o

IFNG +874T/A mostra a auséncia de diferenca estatigfizando os genoétipos AM (=
0,077) ou TT 6 = 0,085) estdo em dominancia (Tabela 6).

Tabela 6: Frequéncias dos genétipos dé-NG +874T/A para analise de dominancia.

Dominancia CCC NC
AA vs. 67 65
AT+TT 76 105

x?=2,37 =0,12
OR=1,42[0,88-2,29]

TT vs. 15 28

AT + AA 128 142
x’=2,34 =0,12
OR=0,59 [0,29-1,22]
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5.3.2 PARA ONOS2A-954 G/C

A comparacgao entre os polimorfismos mostra maeguéncia dos polimorfismos GC
e CC nos cardiopatas e do GG nos nao cardiopatasdiferenca estatistica (Tabela 7). Se o
anico individuo com gendtipo CC for retirado daleeg a diferenca se situa na regido

limitrofe da significancia.

Tabela 7: Frequéncias dos gendtipos paralOS2A -954 G/C entre os grupos CCC e NC.

NOS2A -954G/C ccC NC
GG 131 (91,6%) 165 (97,1%)
GC 11 (7,7%) 5 (2,9%)
cc 1 (0,7%) 0

¥*=4,83 —p = 0,02 — OR [1,00-2,77]. Se o individuo CC for natio, y°=3,67 —p = 0,055.

5.3.2.1 ANALISE DE DOMINANCIA PARA OS POLIMORFISMO®0 NOS2A-954 G/C

A andlise de dominancia de genotipos pafQ52A-954 G/C mostra que quando o
genotipo os genodtipos GC e CC sdo agrupados peito efe codominancia, ha diferenca
estatisticaf=0,034) (Tabela 8). Nao foi possivel estimar aifitincia da diferenca para a
dominancia do gendtipo CC pelo fato de que somamténdividuo apresentou este gendtipo

em toda a casuistica.

Tabela 8: Frequéncias dos gendtipos ddOS2A -954G/C para andlise de dominancia.

Dominancia CCC NC
GG vs. 131 165
GC+CC 12 5

¥*=4,49 -p = 0,034 — 0.R.=0,33 [0,10-1,04]
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5.4 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS E
GRAVIDADE DA CARDIOPATIA

5.4.1 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISM® E GRAVIDADE
DA CARDIOPATIA PELA FRACAO DE EJECAO DO VE (FEVE)

Inicialmente, para o grupo CCC, determinou-se quiaedo de ejecdo ndo tem
distribuicdo normal. Na Figura 13 pode-se obseavdistribuicdo das frequéncias de fracao
de ejecdo com uma tendéncia a desvio da curvagdlieeita (valores proximos a 60%)

diferindo da curva de normalidade.

404

Mean =5475
Std. Dev. =14 884
N =143

30

Frequéncia
n
T

104

20 40 60 80
Fragdo de ejecdo do VE ao ecocardiograma

Figura 14: Distribuicdo das frequéncias dos valoredas fracdes de ejecao do ventriculo esquerdo
para o grupo de pacientes com cardiopatia (CCC).
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5.4.1.1 PARAIFNG +874 T/A

A fracéo de ejecao é significativamente diferemiigecos subgrupos de polimorfismo

do gene do interferon gama, com menores valoresmgenotipo TT (Figura 14).

80,00+
70,007
60,007
FEVE 50,00

0/

40,007

30,007

20,00

10,00 T T
AA AT 7

Polimorfismo do JFNG +874T/A

Figura 15: Representacdo da distribuicdo dos valose da fracdo de ejecdo do grupo de
cardiopatas estratificado pelo genétipo doFNG +874T/A pelo teste de Kruskal-Wallis £2=6,60
e p=0,037).

5.4.1.2 PARA ONOS2A-954 G/C

Em toda a andlise exploratoria do polimorfismo paNOS2A-954 G/C observou-se
apenas um individuo com gendétipo CC (1 individum 7% dos casos — Tabela 7). Quando a
comparacao entre a expressdo dos polimorfismogag félo ha diferenca estatistica ao se
estratificar pela fracdo de ejecao, retirando-sedmwo unico individuo com gendtipo CC da

analise (Figura 16). Este unico individuo apresefr@acao de ejecdo normal.
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Figura 16: Distribuicdo da fracéo de ejecdo do grup CCC estratificado pelo gendtipo ddNOS2A
-954G/C. A esquerda a representacao inclui o Unidadividuo com genétipo CC, com resultado
nao significativo (2=2,733 e p=0,255) e a direita a mesma representacda andlise sem o
individuo (Mann-Whitney U=641 ep=0,541).

5.4.2 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISM® E GRAVIDADE
DA CARDIOPATIA PELA EXISTENCIA DE INSUFICIENCIA CARIACA

5.4.2.1 PARAIFNG +874 T/A

A estimativa do qui-quadrado para os polimorfisrdodFNG +874 T/A (Tabela 9)
ndo mostra diferencas quando estratificados pekepca de insuficiéncia cardiaca.

N&o ha diferenca estatistica entre as combina@egmbtipos em que ha dominancia
do gendtipo AA, mas ha diferenca estatistica quangenétipo TT esta em dominancia para

a presenca de Insuficiéncia Cardiaca (Tabela 9).
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Tabela 9: Frequéncia de genotipos para 6FNG +874 T/A estratificada pela presenca de
Insuficiéncia Cardiaca e analise de dominancia AASYAT+TT e TT vs AA+AT.

IcC SEM ICC
AA! 11 56
GENOTIPOS IFNG +874 T/A AT* 11 50
T 6 9
2 for trend=0,236 —-p = 0,106
Dominéncia AA*vs 11 56
AT +TT? 17 59
¥2 =0,800 —-p = 0,370
Dominéncia TT’vs 6 9
AA +AT? 22 106

¥2 =4,44 —p = 0,035
! NGmero absoluto de individuos com o genétipo enugstdo e que apresenta ou ndo a insuficiéncia
cardiaca. 2: Combinagdo dos gendtipos para analise dominancia.

5.4.2.2 PARA ONOS2A-954 G/C

Para os polimorfismos dbOS2A-954 G/C (Tabela 10) ndo ha diferenca entre a
expressdo dos genotipos quando estratificados pelsenca de Insuficiéncia Cardiaca
(p=0,75), apesar da mais frequente expressao duigeiisG nos pacientes NC.

Em relacdo a dominancia, ndo ha diferencas na ssdwedo genodtipo dominante

frente aos demais (Tabela 10).

Tabela 10: Analise de dominancia dos genotipos para NOS2A -954 G/C estratificada pela
presenca de Insuficiéncia Cardiaca.

IcC SEM ICC
GG! 25 106
GENOTIPOS NOS2A -954G/C GCl 3 8
cct 0 1
x? for trend=0,094 —-p = 0,750
Dominéncia GG’vs 25 106
GC + CC? 3 9

%2=0,010 p=0,420

: NUmero absoluto de individuos com o0 genoétipo emugstdo e que apresenta ou ndo a
insuficiéncia cardiaca. 2: Combinac&o dos genotipgera analise de dominancia.

1
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5.4.3 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISM® E GRAVIDADE
DA CARDIOPATIA PELA PRESENCA DE ECOCARDIOGRAMA ALTEADO

5.4.3.1 PARAIFNG +874 T/A

As estatisticas para os polimorfismos I8OG +874 T/A (Tabela 11) ndo mostram
diferencas quando estratificados pela presencaammliograma alterado.

N&o ha diferenca estatistica entre as combinageggmbtipos em que ha dominéancia
dos gendtipos dominantes (AA) ou recessivos (TT)RMG +874 T/A para a presenca ou
nao de alteragdes no ecocardiograma (Tabela 11).

Tabela 11: Analise de dominancia dos gendétipos para IFNG +874 T/A estratificada pela
presenca de ecocardiograma alterado.

ECO ECO
ALTERADO NORMAL

AA' 38 29
GENOTIPOS IFNG +874 T/A  AT! 30 31
T 11 4

x2 for trend=0,190 -p = 0,663
Dominédncia AA*vs 38 29
AT +TT? 41 34

¥2=0,06 —p = 0,800

Dominédncia TT?vs 11 4
AA +AT? 68 60

22=2,22 =0,136
! Nimero absoluto de individuos com o genétipo emugstdo e que apresenta ou ndo alteracdes
no ecocardiograma. 2: Combinag&o dos genotipos paamalise de dominancia.

5.4.3.2 PARA ONOS2A-954 G/C

As frequéncias dos polimorfismos ddOS2A-954 T/A ndo mostram diferencas
quando estratificados pela presenca de ecocardiagatierado (Tabela 12).

Quando se analisa os dados para dominancia doiger®@G doNOS2A-954G/C
nota-se auséncia de significAncia estatistica pifarenca nas frequéncias quando

estratificado pelo desfecho presenca de alterag@cocardiograma (Tabela 12).
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Tabela 12: Analise de dominancia dos genoétipos para NOS2A -954 G/C estratificada pela
presenca de alteracbes no ecocardiograma.

ECO ECO
ALTERADO NORMAL
GG* 73 58
GENOTIPOS NOS2A -954G/C GC 6 5
CC 0 1
2 for trend=0,406 —p = 0,520
Dominéncia GG’ vs 73 58
GC 6 5

¥2 =1,00 -p=0,590
! Nimero absoluto de individuos com o genétipo emugstdo e que apresenta ou ndo alteracdes
no ecocardiograma. Combinacdo dos genétipos para andlise de domindac Como o Gnico
individuo CC foi excluido desta analise, a comparag foi feita entre GG e GC.

5.4.4 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISM® E GRAVIDADE
DA CARDIOPATIA PELA GRAVIDADE DO CONSENSO BRASILEIR EM DOENCA

DE CHAGAS
5.4.4.1 PARAIFNG +874 T/A

As estatisticas para os polimorfismosIBdOIG +874 T/A (Tabela 13) ndo mostram
diferencas quando estratificados pela classificad@dConsenso Brasileiro em doenca de

Chagas.

Tabela 10: Frequéncias do polimorfismo ddFNG +874 T/A estratificado pela classificacdo do

consenso brasileiro em doenca de Chagas.
Polimorfismo do I EFNG +874 T/A

AA AT TT

Classificagcdo A 29 31 4
pelo consenso Bl 24 17 3
de doenca de B2 3 2 2
Chagas C 7 7 3

D 4 4 3

x* =9,720 =0,285
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N&o ha diferenca estatistica entre as combinagdggmbtipos em que ha dominancia

do gendtipo dominante ou recessivo WNG +874 T/A (Tabela 14) para a gravidade

expressa pela classificacdo do Consenso Brasdeirdoenca de Chagas.

Tabela 11: Analise de dominancia dos genotipos para IFNG +874 T/A estratificada pela

classificacdo do Consenso Brasileiro em doenca dbdgas.

Dominéancia Classificacéo pelo consenso em doencaCleagas
A B2 C D

AA 29 3 7 4

AT+ TT 35 4 10 7

x2 =1,85 p=0,762

TT 4 2 3 3

AT + AA 60 5 14 8

42 =8,52 —p=0,072

5.4.4.2 PARA ONOS2A-954 G/C

As estatisticas para os polimorfismosNIDS2A-954 T/A (Tabela 15) ndo mostram

diferencas quando estratificados pela classificad@dConsenso Brasileiro em doenca de

Chagas.

Tabela 12: Frequéncias do polimorfismo diNOS2A -954G/C estratificado pela classificacdo do

consenso brasileiro em doenca de Chagas.

Polimorfismo do NOS2A -954G/C

GG

Classificagcdo A 58
pelo consenso Bl 41
em doenga de B2 7
Chagas C 15

D 10

GC CcC
5 1
3 0
0 0
2 0
1 0

¥*=2,306 ep=0,970. Quando a anélise é feita com a exclusdmiw individuo do genétipo

CC os valores s&g=1,056 g=0,901.
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N&o h& diferenca estatistica para as frequénciashgudominéancia em relacdo aos
gendtipos doNOS2A-954G/C para a gravidade expressa pela classificalp consenso

Brasileiro em doenca de Chagas (Tabela 16).

Tabela 16: Andlise de dominancia dos genotipos para NOS2A -954 G/C estratificada pela
classificacdo do Consenso Brasileiro em doenca dhdgas.

Dominancia Classificagcéo pelo consenso de doencaCleagas
A Bl B2 C D

GG 58 41 7 15 10

GC+CC 6 3 0 2 1

%2 =1,45 -p=0,836

CcC 2 0 0 0 0

GG +GC 68 48 7 18 12

2 =2,53 p=0,639
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6 DISCUSSAQO

Até o presente momento (maio de 2013) ha poucatoeeha literatura que descrevem
as frequéncias e participacdo dos polimorfismo$=NG +874 T/A na populacao brasileira
em algumas doencas [Paracoccidioidomicose (BOZZlakt 2009), Toxoplasmose
(ALBUQUERQUE et al., 2009), Tuberculose (AMIM et,a&2008), Leishmaniose (MATOS
et al., 2007)]. Apenas um trabalho (TORRES et2410) analisa o polimorfismo em uma
populacdo com doenca de Chagas, s6 que Colomttana.o polimorfismo ddNOS2A-
954G/C, ha maior escassez ainda, notando-se apanaslato de literatura em carcinoma
gastrico (JORGE, 2010).

Nesta amostra populacional, em que as proporcdes as formas clinicas foram
semelhantes a de cerca de 2000 pacientes em adwenpamto no IPEC/FIOCRUZ, a relagéo
paciente CCC/NC foi de 0,84 e a média de idadetseusdentro da sexta década de vida
(55,8 + 10,6 anos), com o grupo cardiopata ligegmat® mais velho do que o grupo néo
cardiopata [§=0,003) o que certamente ndo tem importancia bicdo¢p diferenca de trés
anos entre as médias das idades dos grupos) peldgajue os pacientes ja “tiveram tempo
suficiente” para que os mecanismos de doenca gaenagm cada um deles provocassem a
progressao para a fase cardiaca. A coorte foi itwiglst por pacientes afastados da area
endémica por varias décadas (Tabela 1), ndo hawbfellenca estatistica entre os grupos.

A amostra populacional dividida em grupos CCC e hN{®© apresentou diferencas
significativas quanto ao sexo, naturalidade e temp@afastamento e obviamente mostrou
diferencas significativas entre os grupos paracaréncia de alteracdes do eletrocardiograma
e do ecocardiograma (Tabela 1). Isto era esperadortha a contornar possiveis vieses na
constituicdo dos grupos que pudessem influenciar analise das frequéncias dos
polimorfismos, da mesma maneira que a comparagé® @m grupo que néo tem alteragbes
no eletrocardiograma ou no ecocardiograma com ogi® as tem foi significativa. Em
relacdo ao estado de origem, apesar das frequéewies os grupos CCC e NC serem
distintas com relacdo aos nascidos nos estadosries [@erais e Bahia, ndo houve diferenca
estatistica entre elas. Exceto pelo estado de Méeasis, 0s estados do nordeste continuam a
figurar como local de origem de muitos pacientaguia 11) e mesmo com a inclusao de
Minas Gerais, estas frequéncias estdo de acordo tmalhos anteriores (HOLANDA,
2008). No grupo cardiopata, a presenca de blogleeramo direito, isolado ou em associacao

com hemibloqueio anterior esquerdo, foram maisuetes, o que esta de acordo com outros
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estudos que analisam a frequéncia das alteracoetettocardiograma nos pacientes com
doenca de Chagas (GOLDBAUM et al., 2004; PRATAIgt1®93). Neste mesmo grupo, a

média das medidas das fracOes de ejecdo ao emmparda mostrou-se significativamente

menor £<0,0001) do que no grupo ndo cardiopata, 0 queviamiente esperado haja visto a

existéncia de individuos com baixos valores deafrade ejecdo no grupo cardiopata.

Entretanto, ainda no grupo CCC, mesmo com médieagédo de ejecdo menor, esta situa-se
em limites préximos dos normais, por conta do madmero de pacientes com valores

normais (62,2%) para este parametro.

Quando a populagéo é dividida pela expressdo diamqgrtismos, possiveis fatores
confundidores foram analisados no intuito de awaia influéncia na presenca ou néo de
diferencas entre os grupos (Tabela 4). Assim, apsadade ser pouco diferente entre os
grupos CCC e NC, ao se dividir os pacientes cordarapolimorfismos, ndo houve diferenca

na expressao dos mesmos em relacdo a idade, sexaralidade.

6.2 POLIMORFISMOS DONFG +874T/A

A frequéncia observada para o genotipo TT (13,8404 dentro dos valores
observados em outros relatos ja descritos paraautfoencas infecciosas (como
Toxoplasmose, Paracoccidioidomicose, LeishmanioBeberculose) na populacao brasileira
(entre 9% a 25%) e ndo houve diferenca estatigfimndo observada a presenca de
cardiopatia apesar do resultado ficar proximo daicancia f=0,06 — Tabela 5). O modelo
de andlise de dominéncia do genotipo AA vs AT+PEQ(120) e do TT vs AT+AA
(p=0,120) também ndo mostrou diferencas entre ogigeso

Quando avaliado pela gravidade da cardiopatia,nds/iduos que apresentam o
genotipo TT apresentam diferencas significativasa paenores valores para a fracdo de
ejecdo §p=0,037 — Figura 13) e para Insuficiéncia cardiagando o gendtipo TT esta em
dominancia (p=0,035 — Tabela 9), o0 que ndo ocouando se estratifica os grupos pela
presenca de ecocardiograma alterge® (663 — Tabela 11) ou pela gravidade expressa pela
classificacdo do Consenso Brasileiro de doenca Hag&s (p=0,285 — Tabela 13).
Provavelmente a gravidade expressa em um grupoppetanca ou ndo de ecocardiograma
alterado pode néo ter apresentado diferenca sigtifa pelo fato de existir um percentual

relativamente maior de pacientes com ecocardiogmaonaal (mas com eletrocardiograma
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alterado) ou com pequenas alteracbes (alteracOgmestares pequenas) que nao
comprometem a fracao de ejecéo global, mas qusifctasn 0 paciente como cardiopata. J& a
classificacdo pelo consenso pode ter perdido pedatistico pelo pequeno numero de
pacientes em cada estagio.

Apenas um trabalho avaliou a associagdo dos pdisnmas do gene do IFM-com
cardiopatia chagésica, em uma populacdo Colomb{@@RRES et al, 2010). Nesta
publicacdo, assim como nesta tese, a maior par@mastra era constituida por mulheres
(69% dos pacientes assintomaticos e 59% dos pasieatdiopatas) e a média de idade dos
pacientes cardiopatas se situava na sexta décaddadé55,2 anos). Foram comparadas as
frequéncias em pacientes soronegativos pafa oruzi e soropositivos com alteracdes de
exames complementares que os caracterizavam codiopatas. Entretanto, na classificacéo
dos pacientes como cardiopatas, apenas dados tecatdiograma e Holter foram
predominantemente usados, ndo tendo havido descdeddados ecocardiogréficos. Um
grupo de 282 pacientes com sorologia negativalsemo controle, enquanto que um total
de 116 pacientes sem alteracdes cardiacas e seéomain foram classificados como
assintomaticos e outro grupo de 120 pacientes t@magdes no eletrocardiograma, Holter e
RX de torax foram considerados cardiopatas. Focrdasdiferenca significativa para a
expressdo do gendtipo AA (baixo produtor de KjNentre pacientes soronegativos e
soropositivos, porém néo houve diferenca estaigtara a expressdo dos polimorfismos e a
presenca de cardiopatia. Este foi o primeiro retate sugeriu diferencas de expressao do
polimorfismo dolFNG +874 T/A em pacientes com doenca de Chagas eofodlmrado
pelos resultados encontrados neste trabalho, gapalimorfismos do gene do IFN4{& que
nao houve associagdo com presenca de cardiopatandms. Nesta tese, entretanto, quando
a cardiopatia é quantificada por diferentes forrhasive associacdo do genotipo alto produtor
de IFN«y (TT) com baixos valores de FEVE e como gendtipmidante para a presenca de
Insuficiéncia Cardiaca — o que néo foi avaliadarabalho Colombiano e que faria sentido
bioldgico.

Haveria sentido em se pensar que um paciente ec@mda producao de IFNteria
maior intensidade de inflamacdo miocardica e mgimntidade de alteracdes cardiacas. Isto
quase foi comprovado por este traballps0(06), através da associacdo polimorfismo-
cardiopatia, entretanto naqueles pacientes em quediopatia de desenvolveu, o gendtipo
TT configura pior desempenho (mais baixas FEVEesemca de Insuficiéncia Cardiaca), e
isto é inédito na doenca de Chagas. O interferamag € citocina com papel dubio na

patogénese da cardiopatia chagasica segundo \guldgacbes. Mecanismo em que a
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ativacdo de células T CD8 citotoxicas, pela produgd@mentada de interferon gama, estaria
relacionada com lesé&o tissular tem sido propostoctundamental para a evolucdo para
cardiopatia (CUNHA-NETO et al., 2009; D’AVILA et.al2009; GUTIERREZ et al., 2009).
Por outro lado, outros autores com trabalhos maigy@ ndo encontraram relacdo entre
cardiopatia e esta citocina (LAUCELLA et al., 20BKHIA-OLIVEIRA et al., 1998; REED,
1988).

Outros estudos mostraram associacdo entre os pbimos do gene do IFM-e a
gravidade ou progressao de doencas, dentre as spigiede citar a sindrome respiratéria
aguda (CHONG et al.,, 2006), a infeccdo pelo virasHgpatite B (RIBEIRO, 2007), a
Tuberculose ativa (AMIM et al., 2008) e a infecgém Leishmania spp(MATOS, 2007),
onde o gendtipo TT favoreceria maior gravidade.

Entretanto, se consideramos que a significancibnfiitrofe (na verdade um valor de
0,06) os polimorfismos deFNG +874T/A podem estar relacionados com a evolucéda pa
cardiopatia, a depender de nova casuistica palaraesta hipétese.

6.3 POLIMORFISMOS PARA NOS2A-954 G/C

A frequéncia do polimorfismo CC na populacdo gévalde 0,7% enquanto que no
anico estudo brasileiro em que este polimorfismoaftalisado, até o presente momento, a
frequéncia variou de 5,6 a 7,4%. As frequénciaspidisnorfismos para dNOS2A-954 G/C
apresentaram diferencas significativas entre opagp=0,02), com genoétipos de producao
intermediaria e aumentada de NO expressos maigdnégmente nos pacientes cardiopatas
(Tabela 7). O gendtipo de susceptibilidade (CC3stnareconhecido por estar relacionado a
elevada producdo de NO em doencas como a Malariaalgamas regibes Africanas
(LEVESQUE et al., 1999; KUN et al.; 2001; HOBBSakt 2002; BURGNER et al., 2003) e
a Osteomielite (ASENSI et al.,, 2007), em que o miscao principal da doenca é a
inflamacéao.

Quando divididos em grupos, o Unico individuo queesentou o polimorfismo CC
estava no estagio A do consenso de doenca de Chagdanto que ndo apresentava
Insuficiéncia Cardiaca e/ou alteracdo ao ecocaraog. Quando analisado o mecanismo de
dominancia, nota-se que ha diferenca estatisticdonanancia do genotiopo GG vs GC +
CC, o que sugere que individuos produtores de baiuentidade de NO (GG) teriam
propensao para ndo desenvolver cardiopatia (Té)elado tendo sido feito estimativa da
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dominancia do gendtipo CC sobre os demais por abet@xisténcia de um unico individuo
com este polimorfismo (acaso?).

Ja na avaliacdo das frequéncias dos polimorfisnampieles que tem cardiopatia,
estratificando-se sua gravidade pela fracdo deéieje@ ecocardiograma, pela presenca de
alteracbes ao ecocardiograma e pela gravidade rikecso Brasileiro de doenca de Chagas
observou-se auséncia de diferenca estatistica fmdas os critérios de gravidade
[Insuficiéncia Cardiacap&0,750 — Tabela 10), presenca de alteracdes no reomgama
(p=0,520 — Tabela 12), a classificacdo de gravidade gonsenso Brasileiro em doenca de
Chagas§=0,970 — Tabela 15)]. Nestes casos 0os mecanismdsrdmancia e co-dominancia
entre os polimorfismos também ndo mostraram difer@mtre si (Tabelas 10, 12 e 16). Estes
resultados mostram que a expressdo do polimorfismdNOS2A -954 G/C nédo esta
relacionada com a gravidade da cardiopatia.

O oOxido nitrico tem importantes fungbBes bioldgioasesta relacionado com a
imunidade inata para a defesa do organismo nac@femicial contra virus e protozodrios
como T. cruzi Toxoplasma gondiiLeishmania donovaniPlasmodiumsp e Schistosoma
mansoni(ADAMS et al., 1990; VESPA et al., 1994; WYNN dt, a994; JAMES, 1995;
STENGER et al., 1996; MURRAY & NATHAN, 1999; BRUNER001). Entretanto, estaria
ligado a cardiopatia por uma resposta exageradaomérole inicial do parasita e que
persistiria atuando nos tecidos cardiacos por usedqiglibrio imunoldgico que favoreceria
sua producédo. Dai a hipotese de que o gendtipaufmode maior quantidade de NO estar
relacionado com cardiopatia, entretanto este gemdii expresso apenas em um Uunico
individuo em toda a casuistica, 0 que pode ter comgtido o poder de andlise quando se
estratifica a andlise pelos critérios de graviddder sua vez, o gendtipo de producéo
intermediaria de oxido nitrico — GC — também naeg@essou de forma significativamente
diferenciada.

No unico trabalho brasileiro que explorou a expgiessdeste polimorfismo (JORGE,
2010) foram comparados trés polimorfismos diferepra dNOS2A(Sef®Leu, -954G/C e -
1173C/T) em pacientes controles (164), portadores ghstrite cronica (160) e
adenocarcinoma gastrico (150). A expressdo dosnpdismos doNOS2A-954G/C foi
diferente entre os grupos na avaliacdo da ga§kit®@01) (contra controles), mas nao entre 0s
grupos na avaliacdo de adenocarcinoma géastps0,8§1) (contra os controles). Quando
comparados 0s grupos gastrite e adenocarcinomacgastbservou-se maior expressdo dos
polimorfismos GC e CC no grupo adenocarcinoma, cbiferenca estatistica estre eles,

sugerindo que o0s pacientes que apresentam o ger@@ptém associacdo com gastrite e
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adenocarcinoma gastrico. O NO produzido em maiguesitidades pelos pacientes GC e CC
provocaria alteragfes nas fung¢des dos neutrofibms apoptose e poderia interferir com a
sintese e o reparo do DNA levando ao desenvolvondmicélulas tumorais.

Outra observacao pode ser feita sobre a distribuggbgrafica do alelo C para o
gendtipo na posicdo -954 que, uma vez expressoegtascregides geograficas da Africa,
pode conferir protecdo contra formas graves daMdalgstes individuos, quando apresentam
0 gendtipo CC produziriam maior quantidade de N@ provocaria destruicdo das formas
hematicas dd’lasmodium spp protegendo os individuos contra as formas maseg da
doenca. Comparativamente, em uma coorte de cemidnds alemaes, o gendtipo CC e o
alelo C estavam ausentes. Amostras sanguineasnjgoies da Africa central e oeste
mostraram maiores frequéncias do alelo (7-10%),@nip no sudeste da Africa a frequéncia
era menor (2-4%) (KUN, 2001).

Desta forma, neste trabalho foi possivel enconlifarencas entre grupos CCC e NC
para a expressdo dos gendtipoNdaS2A-954 G/C. Esta informacédo é nova, ndo tendo sido
previamente descrita na doenca de Chagas, masonfosisivel demonstrar relacdo destes
polimorfismos com gravidade de cardiopatia, o queepia, pela primeira vez, demonstrar um
mecanismo de progressao para estagios de doeugaceaavancada.

As informacdes de associagcdo entre os polimorfisti@sSNOS2A -954 G/C e
cardiopatia, bem como as informacgdes de associde&gravidade de cardiopatialdFG
+874 T/A podem, ao se tornarem disponiveis, ajadagntendimento da evolucdo da doenca
e podem estimular a construcdo de novos trabalhes mermitam investigar outros
mecanismos que possam atuar isolada ou conjuntarpard explicar a progresséo da doenga
de Chagas.
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7 CONCLUSOES

Nesta populacdo estudada os gendtipos mais frezguoram o ATdo IFNG +874 T/A e o
GG doNOS2A-954 G/C.

Para os genodtipos dblFG +874 T/A houve uma tendéncia na associacdo coseipga de
cardiopatia e associacdo do genétipo TT a maiovidaede da cardiopatia expressa por

valores mais baixos da FEVE.

Houve associacdo entre os polimorfismos NIDS2A-954 G/C e o desenvolvimento de
cardiopatia, mas naqueles que apresentam les@#aczs, ndo houve diferengas nos critérios

de gravidade.
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8 LIMITACOES

Por ter sido utilizada uma amostra de conveniédei813 pacientes, sem realizacéo
de calculo amostral, é possivel que em algumassasatomparativas a falta de poder
estatistico tenha impossibilitado demonstrar difgas significativas onde elas de fato
existam (erro tipo 2). Apesar disso, diferencasiaativas puderam ser demonstradas, e
uma coeréncia nos resultados foi encontrada, meguamdo as diferengas ndo eram
“estatisticamente significativas”. Ressalte-se aigde a casuistica é na verdade consideravel,
que este € o0 primeiro estudo a analisar estagiag8es, e seus resultados certamente
servirdo para planejar estudos futuros com casasstainda maiores, adequadamente

calculadas.
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INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS

PROCESSO DE CONSENTIMENTO E DOCUMENTAGAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA A P ESQUISA

IDENTIFICACAO DE MARCADORES IMUNO-GENETICOS
NA EVOLUCAO CLINICA DA DOENGCA DE CHAGAS

Coordenadores: Dr. Marcelo Teixeira de Holanda, Dr®. Maria da Gloéria
Bonecini de Almeida e Dr. Sergio Salles Xavier

Colaboradores: Dr. Alejandro Marcel Hasslocher Moreno.
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PROPOSTA E SITUACAO-PROBLEMA

Prezado Sr.(a)

Estamos convidando-o(a) a participar de uma pesquisa sobre a infec¢do pelo Trypanosoma
cruzi, causador da doenca de Chagas. O objetivo é identificar se existem diferencas entre os
pacientes, portadores desta doenca, em relacdo a genética de cada um e em relacdo a como a

doenca evolui em cada um deles.

A infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, ou seja, a doenga de Chagas é muito comum em nosso
pais e muitos individuos portadores desta doenga podem desenvolver problemas cardiacos, mesmo
10 a 30 anos depois da infeccdo. Ndo ha ainda vacina que previna ou um tratamento que cure a
forma cronica desta doenca, portanto é muito importante identificar precocemente as pessoas que

tem tendéncia a desenvolver a doenga no coragao e trata-las logo.

Caso o Sr.(a) concorde em participar desta pesquisa, serd coletado uma amostra de sangue,
uma Unica vez, para exames de hemograma, bioquimica e sorologia, bem como serdo realizados
exames ndo invasivos no coragdo: eletrocardiograma e ecocardiograma. Lembramos que todos estes

exames ja fazem parte de sua rotina clinica de acompanhamento.

A participacdo nesta pesquisa ndo ird interferir em seu acompanhamento ou tratamento

realizado em nossa instituicdo e ndo haverd custo nenhum para o Sr(a).
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , estou sendo informado (a) sobre o

projeto de pesquisa em doenga de Chagas e os procedimentos necessarios para participar desta
pesquisa no IPEC-Fiocruz, bem como sobre os exames que farei. Fui informado também que o meu
acompanhamento no Ipec ndo mudard, independentemente de aceitar ou ndo participar desta

pesquisa.

PROCEDIMENTOS

1. Procedimentos

Se eu concordar em participar neste estudo, sei que:

a) Euconcordo em realizar, a critério dos médicos, os exames de sangue e de coragdo.

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

c) Fui informado que os resultados dos testes genéticos estardo disponiveis, no final da
pesquisa, para meu conhecimento, mas que nao terao poder de diagndstico ou interferirdo
em meu tratamento.

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

€) Minha identificagdo sera mantida em sigilo por todos os participantes.
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2. Tempo

Para participar desta pesquisa terei que receber informacdes sobre o assunto, ler e assinar este

Termo de Consentimento, além de colher a amostra de sangue.

3. Local do Estudo

Todo o acompanhamento clinico serd realizado no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas
(IPEC), sob a responsabilidade de meu médico, e o estudo do material obtido serd feito no

Laboratério de Imunologia também do IPEC, Fiocruz.

4. Riscos/Desconfortos

a. A coleta de sangue normalmente n3o causa problemas locais. As vezes pode ficar um pouco
arroxeado, mas isto desaparece em poucos dias.
b. Os exames cardiacos fazem parte do acompanhamento clinico e ndo terdo nenhuma

alteracdo, caso eu decida ou nao participar desta pesquisa.

5. Tratamento e compensacado por danos

Ndo ha risco de qualquer problema para a minha sadde pelo fato de coletar sangue. Todos os
sintomas cardiacos e outros que por ventura acontencam durante minha participagdo na pesquisa,

serdo tratados pelos médicos responsaveis.
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6. Alternativas

Se eu decidir ndo participar desta pesquisa o tratamento médico a que eu tenho direito nio sera
prejudicado. A necessidade de fazer os exames cardiacos e de sangue ou tratamentos para outras

causas, serd a mesma e o tempo de acompanhamento também serd o mesmo.

7. Resultados dos Testes

Os resultados dos testes de sangue (hemograma, bioquimica e sorologia para a doenca de
Chagas) e os exames no coracdo serdo fornecidos somente para mim pelo médico na préxima
consulta. Nesta consulta, assim como na de hoje, posso fazer todas as perguntas sobre as duvidas

que tenho sobre esta pesquisa.

8. Custo para os entrevistados

Eu ndo pagarei nenhuma quantia de dinheiro para a participacdo neste estudo ou para os
tratamentos que eu porventura necessite. Os custo de exames laboratoriais serdo cobertos pelo

estudo.

9. Confidenciabilidade dos dados

Sei que todas as minhas informagdes sdo confidenciais e constardo de meu prontudrio. Somente os
Drs. Alejandro Marcel Hasslocher Moreno, Sergio Salles Xavier, Marcelo Teixeira de Holanda e Maria
da Gldria Bonecini de Almeida e seus assistentes terdo acesso a estas informacgdes. As informacées
obtidas nesta pesquisa poderdao ser discutidas com pesquisadores de outras Instituicdes, mas

nenhuma identificagdo minha sera fornecida.
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Receberei uma cdpia deste consentimento para manté-la comigo.

Eu consinto em que meu endereco e telefone sejam anotados numa folha separada, para facilitar

contato comigo quando necessario.

Nos proximos dias, se tiver qualquer duvida, sobre sua participacdo deste estudo, favor telefonar

para 3865 9531 ou 3865 9644: Dra. Maria da Gléria, Dr. Marcelo Holanda e Dr. Sérgio Salles Xavier.

Local e data:
Nome do voluntario:
Endereco:

Cidade: Estado:

Telefone:

Assinatura:

Nome da testemunha:

Assinatura:

Nome de alguma pessoa que possa ser contactada, caso a Sr(a) ndo possa fornecer o seu endereco

ou telefone no momento:

Nome:

Endereco:



APENDICE B - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Ministério do Saude

FIOCRUZ m

Fundagdo Oswaldo Cruz IPRC
3 cuvca

IDENTIFICAGAO DE MARCADORES (IMUNO) GENETICOS NA EVOLUGAO CLINICA PARA A
DOENCA DE CHAGAS
Coordenadores: Dr. Marcelo T. Holanda (IPEC), Dra. Maria da Gloria Banegini de Almeida, , Dr. Sergio Salles Xavier
- IPEC
Colsboradores: Dr. Alejandro Hasslocher-Moreno

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO
Prontusrio: Data Nascimento: ., ..o/ eeeerems g o —

EsTAGIO: Oindeterminado TJA OB1 Os2 Oc Ob

Nome:

1- Qusl o Estado de nascimento? 2-Cidade Nascimento:

3- Por quanto tempo viveu no Estado onde nasceu? (J<5s [15-10s (J10-153 (115208 (J>20s
4- Ainds reside 14? (0Sim O Néo

5- Algums vez retomou 80 Estado de nascimento? (JSim (0 Nso

6- Qusl o periodo de permanéncia? (J<1més (J1-6meses O6m-1a O >1s

7- J& visjou pars outros Estados pars residir? (JSim (0 Ndo Quar?

8- Recebeu transfusdo ssnguines 2 (0Sim O Ndo
9- Possui parentes portadores da doenca de Chagas? (JSim 0 Nso
10- Algum dos parentes veio a falecer por Chagas? (JSim [0 Nso
11- Hé quanto tempo estd no IPEC? [(J<5a [15-108 [J10-15a (J15-20a (0>20s
Portadorde: 12- HAS? (0Sim OONdo__13-DM? OSimNso  14- Dislipidemis? (JSim OINso

15- ECG:

O Nommal O Bav 16 0O Bav2GM1 O Bav2G M2 O BAvT

O HBAE O BRD 16 O BRD 26 O BRD 3G

O BRE 1G 0O BRE 26 O BRE 3G

O HBAE + BRD 1G___ 0O HBAE +BRD 2G I HBAE + BRD 3G

O BAV 1G + HBAE + BRD 2G (0 Armitmis sinusal [0 BAV 1G + HBAE + BRD 3G

O ESV isolads O ESV monomérficas [0 ESV polimbrficas

a ze OFA O Futter

O Aprv O Outro: .

16-ECO AO: AE: SIvV: PP: \Eg: \Es: FEt: FEs:
O Nomal OgdisfLeve  OdisfModersds Odisf Grave

Hipocinesis (ldifusa  Janterior Oinferior Oposterior  Cistersl Oseptal
Obass! Omédio Oapicsl

Acinesis (Janteror  Cinferior Oposterior  Clisteral Oanterior O septal
Obassl O médio Oapicsl

Aneurisma Oapical Oinfero-bassl! Ooutro:

Trombo Osim 0O discinesis
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