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RESUMO

A doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e caracteriza-
se por uma fase aguda, seguida de uma fase cronica. Na fase cronica, a maioria dos
pacientes ndo apresenta sinais clinicos da doenca, sendo classificados como
indeterminados. Entretanto, cerca de 20-30% desenvolvem a forma sintomatica da
doenca (cardiaca e/ou digestiva), sendo a cardiomiopatia chagasica crénica (CCC) a
forma mais grave da doenca de Chagas. A ampla variacdo no quadro clinico de
pacientes chagasicos permite hipotetizar que fatores genéticos relacionados ao
hospedeiro, em especial os polimorfismos genéticos, possam ser responsaveis, em
parte, pelas diferencas interindividuais de resposta a infeccéo pelo patégeno. Nesse
sentido, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar possiveis
associacdes entre polimorfismos de nucleotideo Uunico (SNPs) de genes
codificadores das interleucinas IL-la, IL-1B, IL-1ra, IL-17A e IL-17F e a
suscetibilidade ao desenvolvimento de CCC em pacientes brasileiros provenientes
do estado de Minas Gerais. As genotipagens dos polimorfismos IL1A (-889C/T),
IL1B (+3954C/T), ILIRN (+2018T/C), IL17A (-197A/G) e IL17F (+7488T/C) foram
realizadas em uma amostra de 109 pacientes com CCC e 59 indeterminados,
usando a técnica de PCR em tempo real Os niveis plasmaticos da citocina IL-1
foram obtidos de 20 pacientes por meio de reacdes de ELISA. Pacientes portadores
da variante alélica T para IL-1a e IL-1p possuem duas vezes mais chance de
desenvolver a forma cardiaca quando comparados com a forma indeterminada (IL-
la: OR=2,01; 1C=1,06-3,82; p=0,032; IL-1p: OR=2,53; 1C=1,18-5,42; p=0,015). O
mesmo foi observado quando se comparou a frequéncia da variante alélica T (IL-
10:OR=1,67; 1C=1,01-2,77; p=0,043; IL-1p:0OR=2,16; 1C=1,11-4,19; p=0,020). Por
outro lado, a ocorréncia do gendtipo heterozigoto (TC) da IL-1lra (antagonista de
receptor da IL-1) apresentou associagdo com a forma clinica indeterminada
(OR=2,27; 1C=1,02-5,04; p=0,042). As analises multivariadas no cluster da IL-1
demonstraram que pacientes com perfil mais proé-inflamatério (portadores das
variantes T para IL-1a e IL-1B) possuem ainda maior chance de desenvolver a CCC
(OR=3,14; 1C=1,35-7,32; p=0,008). Entretanto, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas nos niveis plasmaticos da IL-1p entre os grupos de

pacientes indeterminado e cardiaco dilatado. Em relacdo aos polimorfismos nos
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genes que codificam para IL-17, o estudo da IL-17A revelou que os portadores do
genotipo A- (GG) possuem duas vezes mais chance de desenvolver a forma
cardiaca quando comparados com a indeterminada (OR=2,08; 1C=1,08-4,00;
p=0,027). Resultado similar foi observado em relacéo a frequéncia alélica (OR=1,71,
IC=1,00-2,91; p=0,048). Em relagcdo ao polimorfismo da IL-17F, n&o foi encontrada
nenhuma associacdo com as diferentes formas da doenca de Chagas na populacao
estudada. Os resultados indicam que polimorfismos em genes da familia IL-1 e da

IL-17A estdo associados com diferentes cursos clinicos da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Polimorfismo. Citocinas. IL-1. IL-17.
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is characterized by an
acute phase followed by a chronic phase. Most patients in the chronic phase do not
present any clinical signs being clinically classified as indeterminate. On the other
hand, about 30% of the patients develop the symptomatic clinical forms (cardiac
and/or digestive), and the chronic chagasic cardiomyopathy (CCC) is the most
severe form of Chagas disease. The wide variation in clinical presentation of
chagasic patients allow us to hypothesize that genetic factors related to the host,
particularly genetic polymorphisms, may be responsible, at least in part, by the
interindividual differences in the response to the infection. Thus, the present study
aimed to assess possible associations between single nucleotide polymorphisms of
genes encoding the IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-17A and IL-17F and the susceptibility to
the development of CCC in Brazilian patients from Minas Gerais. The genotyping of
ILLA (-889C/T), IL1B (+3954C/T), ILIRN (+2018T/C), IL17A (-197A/G) e IL17F
(+7488T/C) polymorphisms was performed in a sample of 109 patients with CCC and
59 with the indeterminate form, using Real Time PCR. The plasmatic levels of IL-1p
were obtained from 20 patients using ELISA reaction. Patients carrying the T variant
for IL-1a e IL-1pB have two times more chance of developing the cardiac form as
compared to the indeterminate form (IL-la:OR=2,01; CI=1,06-3,82; p=0,032; IL-
1B:0R=2,53; CI=1,18-5,42; p=0,015). The same was observed when we analyzed
the allelic frequency (IL-1a:OR=1,67; CI=1,01-2,77; p=0,043; IL-1B:0R=2,16;
Cl=1,11-4,19; p=0,020). On the other hand, the heterozygote genotype (TC) of IL-1ra
(antagonist receptor of IL-1) was associated with the indeterminate form (OR=2,27;
CI=1,02-5,04; p=0,042). Multivariate analysis combining SNPs of IL-1 cluster
demonstrated that patients with a more pro-inflammatory profile (carriers of the T
variant for both IL-1a and IL-1B) have greater chance of developing CCC (OR=3,14;
CI=1,35-7,32; p=0,008). No difference was observed in the plasmatic levels of IL-1j
between indeterminate and dilated cardiac patients. The study of IL-17A showed that
carriers of the A- genotype (GG) have two times more chance of developing the
cardiac form as compared with the indeterminate form (OR=2,08; CI=1,08-4,00;
p=0.027). A similar result was observed for the allelic frequency (OR=1,71; Cl=1,00-
2,91; p=0.048). For the IL-17F polymorphism, no association with different forms of

Chagas disease was found in the population under study. In summary, our results
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showed that polymorphisms in IL-1 family and IL-17A genes are associated with
different clinical outcomes of Chagas disease.

Keywords: Chagas disease. Polymorphism. Cytokines. IL-1. IL-17.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 A doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma patologia causada pelo protozoéario flagelado
Trypanosoma cruzi que, apesar dos mdultiplos esforcos empreendidos pelos varios
setores da sociedade (governo, comunidade cientifica, agéncias regulamentadoras)
objetivando o controle e possivel erradicacdo da doenca, ainda acomete uma
parcela significativa da populagdo, especialmente em paises da América Latina onde
a doenca se apresenta de forma endémica.

Entretanto, a doenca de Chagas ndo se restringe as areas endémicas da
América do Sul e Central. O crescente fluxo migratério de pessoas dessas areas
para paises nao endémicos tais como, EUA, Canad4, Espanha, Franca e Suica, tém
aumentado o numero de casos diagnosticados, cujo risco de transmissao se deve a
transfusdo sanguinea com sangue de doadores infectados por T. cruzi (LESCURE et
al., 2010).

Embora se tenha verificado uma notavel reducédo de casos de infeccdo humana
entre 1996-2006, as estatisticas revelaram a ocorréncia de cerca de 15 milhdes de
casos (DIAS, 2009). Atualmente, estima-se que 12 milhdes de pessoas estao
infectadas pelo T. cruzi o agente causador da doenca de Chagas (DIAS, 2009).
Além disso, nos ultimos anos, novos casos de doenca aguda vém sendo descritos
no Brasil (STEINDEL et al., 2008).

Apesar dos avancgos nos conhecimentos sobre a doenca de Chagas desde sua
identificacdo em 1909, a complexa interagao parasito-hospedeiro ndo permitiu ainda
a implementacdo de medidas totalmente eficazes (deteccdo precoce da doenca,
novas drogas para tratamento, vacinas) para o combate da doenca. Desse modo,
medidas preventivas, cujo foco € o vetor (triatomineo), sdo os métodos mais efetivos
e bastante recomendados.

Ao longo de um século de estudos e pesquisas, foi possivel verificar que a
compreensao da doenca de Chagas exige abordagem complexa, tendo em vista os
aspectos multifatoriais (ambiente-parasito-vetor-hospedeiro) que propiciam a
infecgéo e definem o curso da doenga.

Do ponto de vista ambiental, os desmatamentos e destruicdo dos ecossistemas,

bem como a ocupacdo desordenada do ambiente pelo homem, tém aumentado a
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possibilidade de contato com os triatomineos, vetores da doenca (CARDOSO et al.,
2009).

Em relacdo ao vetor, o uso crescente de inseticidas para seu controle tem
provocado o aumento do numero de insetos resistentes (pressdo de selecao)
(CARDOSO et al., 2009). Por outro lado, do ponto de vista do hospedeiro humano,
varios fatores tais como condi¢cdes socioeconbmicas desfavoraveis e baixo
investimento em educacdo (educacao ambiental, educacdo em saude, capacitacao
de profissionais para atendimento da populacdo), concorrem para 0 néo-
equacionamento de um problema considerado de saude publica, colocando a
doenca de Chagas na categoria de “doencas negligenciadas”.

Neste cenario, onde fatores extrinsecos se entrelagcam, favorecendo a ocorréncia
de infeccdo e desenvolvimento da doenca de Chagas, muitos esfor¢cos também tém
sido direcionados para melhorar a compreenséo da interagdo entre o parasito e 0
organismo infectado, de forma a auxiliar no tratamento e buscar uma possivel cura
de pacientes acometidos pela doenca.

A doenca de Chagas é caracterizada por duas fases: uma fase aguda, que dura
de 2-4 meses apos a infecgdo, e uma fase crénica que pode durar anos ou décadas.
Nesta fase, do ponto de vista clinico, a grande maioria dos pacientes apresenta-se
sem sinais clinicos da doenga, sendo denominados de indeterminados (IND).
Porém, cerca de 30% dos individuos infectados evoluem para formas clinicas
cronicas sintomaticas da doenca: digestiva (megacélon e/ou megaesbdfago) e/ou
cardiaca (cardiomiopatia chagasica crbnica) (DUTRA; GOLLOB, 2008; DUTRA et al.,
2009).

Ainda ndo séo conhecidas as razdes pelas quais a doenca de Chagas progride
num determinado grupo de individuos infectados pelo T.cruzi, para diferentes formas
clinicas da doenca. Acredita-se que fatores tais como a linhagem do parasito,
tropismo tecidual, carga parasitaria, tempo de infeccdo, natureza da resposta imune
e 0 background genético do hospedeiro (homem) influenciariam na evolucédo clinica
da doenca (DUTRA; GOLLOB, 2008).

1.2 Cardiomiopatia Chagasica Crbnica

A cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) € a manifestacdo mais séria da

doenca de Chagas e pode se apresentar dentro de um espectro variado de formas
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clinicas decorrente da existéncia, concomitante ou ndo, de arritmia cardiaca,
insuficiéncia cardiaca e tromboembolismo (sistémico e pulmonar) (RASSI JR. et al.,
2009).

Vérios estudos apontam que a CCC resulta principalmente da potente resposta
imune do hospedeiro contra o agente infeccioso e, possivelmente, também pelo
desenvolvimento de autorreatividade (DUTRA et al., 2009; DUTRA; GOLLOB, 2008,
CUNHA-NETO et al., 2009).

Os mecanismos envolvidos na patogénese da doenca de Chagas cardiaca
incluem alteragfes estruturais e funcionais, tais como: necrose de cardiomiécitos,
injurias microvasculares, isquemia do miocérdio, desregulacdo da autorritimicidade
cardiaca, fibrose e hipertrofia cardiaca, além de autorreatividade tecidual. Todas
essas alteracbes contribuem para a ocorréncia de arritmias cardiacas,
tromboembolismo e insuficiéncia cardiaca, podendo levar a morte subita. As
principais causas de morte de pacientes chagésicos cardiacos sdao: fibrilacdo
ventricular (55-65%), insuficiéncia cardiaca congestiva (25-30%) e embolia cerebral
ou pulmonar (10-15%) (RASSI JR. et al., 2009).

A busca por indicadores de prognéstico baseados em caracteristicas
fisiopatologicas clinicas permitiram o delineamento de um modelo de estratificacao
de risco ao desenvolvimento da CCC. De acordo com este modelo, pacientes de alto
risco sdo aqueles que apresentam insuficiéncia cardiaca (classe funcional IlI/IV),
disfuncdo ventricular (cardiomegalia, diminuicdo da contratilidade ventricular
esquerda e/ou aumento do diametro ventricular esquerdo) e instabilidade elétrica
ventricular (taquicardia ventricular ndo-sustentada sob monitoramento Holter 24h).
Por outro lado, pacientes de baixo risco sdo aqueles que apresentam ECG anormal,
porém pertencem a classe funcional I/ll, ndo apresentam cardiomegalia, disfungéo
ventricular, nem mesmo instabilidade elétrica ventricular. E, finalmente, pacientes de
risco intermediario sdo aqueles que se situam entre esses dois extremos,
apresentando ou cardiomegalia, ou disfuncédo ventricular, associada a instabilidade
elétrica ventricular. Uma vez estimado o grau de risco, tais pacientes poderiam
receber tratamentos diferenciados, bem como acompanhamento mais adequado
conforme a situacdo (RASSI JR. et al., 2009). Deve-se mencionar que, em relacéo
aos critérios clinicos, nem sempre ha possibilidade de aplicagdo dos exames aos
pacientes dada a nao disponibilidade de tecnologias em muitas regides remotas e

pobres, onde geralmente concentram-se 0s pacientes.
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Do ponto de vista histopatolégico, pacientes com CCC apresentam miocardite
difusa, embora com aspectos focais, cujo infiltrado é composto de macréfagos,
linfécitos B e T (com predominancia de células T CD8+ sobre as CD4+, na
proporcdo de 2:1), além de outros tipos celulares como eosinoéfilos e neutrofilos
(CUNHA-NETO et al., 2009; RASSI JR. et al., 2009). Atualmente, acredita-se que
uma combinacao entre a reatividade anti-parasito e anti-componentes do hospedeiro
seja responsavel pela destruicdo tecidual observada nos pacientes chagasicos
cardiacos.

Possivelmente, um desequilibrio nos mecanismos imunorregulatorios, com
prevaléncia da resposta inflamatéria devido & falha de mecanismos reguladores,
seja o principal fator que determina a evolucéo da doenca de Chagas para a CCC.
Nesse sentido, alguns estudos sugerem que o balanco entre as citocinas
inflamatorias, tais como IFN-y e TNF-a, e imunomodulatorias, como a IL-10,
determinariam o destino da infec¢céo e progressao da doenca (GOMES et al., 2005;
VITELLI- AVELAR et al; 2008; DUTRA; GOLLOB, 2008; DUTRA et al., 2009).

A ampla variagdo no quadro clinico e na resposta imunoldgica de pacientes
acometidos pela doenca de Chagas permite hipotetizar que fatores genéticos
relacionados ao hospedeiro, em especial os polimorfismos de genes codificadores
de citocinas, quimiocinas e outras moléculas envolvidas no processo inflamatério do
tecido cardiaco, possam ser responsaveis, em parte, pelas diferencas
interindividuais de resposta a infeccdo e indicarem marcadores de suscetibilidade,
auxiliando no prognéstico, prevencdo ou tratamento mais efetivo da doenca
(FERNANDEZ-MESTRE, 2002; DUTRA et al., 2009; CUNHA-NETO et al., 2009).

1.3 Polimorfismos genéticos e seus possiveis envolvimentos na

Cardiomiopatia Chagasica Cronica

Polimorfismo genético é a denominacdo dada a coexisténcia de mais de uma
forma variante de um gene num dado locus, na frequéncia acima de 1-2%, na
constituicdo genética de uma populacdo (DE NARDIN, 2009). Os mais comuns
incluem segmentos repetidos in tandem (nucleotideos de mini e microsatélites),
delecdes/insercdes/duplicacbes de segmentos pequenos ou grandes (variantes do
namero de coépias) e polimorfismos de nucleotideo Unico (CHORLEY et al., 2008).
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Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo sitios no genoma onde a
sequéncia de DNA de uma porcentagem de individuos da populacéo difere por uma
Unica base (DE NARDIN, 2009). A base de dados de SNPs do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) lista mais de 11 milhées de SNPs identificados na
populacdo humana, sendo que a maioria dos polimorfismos comuns tem pequeno
impacto sobre a saude humana. Porém, recentes evidéncias mostram que
determinadas variantes podem influenciar na suscetibilidade a doencas (CHORLEY
et al., 2008). Dessa forma, nos ultimos anos, pesquisas envolvendo SNPs funcionais
tém mostrado associacdo entre a ocorréncia de SNPs e suscetibilidade a diversas
doencas, incluindo-se as doencas infecciosas, autoimunes e inflamatérias
(inflamacao cronica) (DUTRA et al., 2009; KUBISTOVA et al., 2009; GREGERSEN,;
OLSSON, 2009).

Tendo em vista que a fase cronica da doenca de Chagas é fisiopatologicamente
variavel e possivelmente conta com a participacdo de fatores genéticos do paciente,
na atualidade, pesquisas estdo sendo direcionadas para a caracterizacdo da
predisposicdo genética do hospedeiro e identificacdo de marcadores de
suscetibilidade para o desenvolvimento de formas cronicas da doenga.

Nesse sentido, estudos de polimorfismos genéticos associados a predisposicéo
ou resisténcia ao desenvolvimento de CCC em pacientes infectados pelo T. cruzi
tém sido realizados. Partindo do pressuposto de que a progressdo da doenca €
multifatorial e depende da interacdo entre aspectos relacionados ao hospedeiro e
aqueles expressos pelo parasito (heterogeneidade genética), a caracterizacdo da
predisposi¢cdo genética do hospedeiro podera auxiliar na identificacdo de fatores de
risco.

Visto que o processo inflamatério exerce um importante papel na patogénese da
CCC, os polimorfismos de genes codificadores de moléculas envolvidas na resposta
imune/inflamatéria (citocinas, quimiocinas, proteinas do MHC, etc.) vém recebendo
atencao crescente.

Estudos de associacao de polimorfismos em genes codificadores de proteinas do
Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) com a doenca de Chagas foram
realizados em diversas populagbes (brasileira, venezuelana, peruana, argentina e
mexicana) e os resultados mostraram-se contraditorios, possivelmente devido a
variabilidade étnica (DEGHAIDE et al., 1998; FAE et al., 2000; FERNANDEZ-
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MESTRE et al., 1998; COLORADO et al., 2000; LAYRISSE et al., 2000; NIETO et
al., 2000; CRUZ-ROBLES et al., 2004; GARCIA-BORRAS et al., 2009).

Resultados contraditérios também foram observados em relagdo ao polimorfismo
TNFA (BERAUN et al., 1998; DRIGO et al. 2007; PISSETTI et al., 2011;
RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2005; CRIADO et al., 2012) e TNFB, também conhecido
como LTA (linfotoxina-o.), (BERAUN et al., 1998; RAMASAWMY et al., 2007).

Em relacédo aos polimorfismos em genes codificadores de receptores toll-like, ndo
foram observadas associacdes com a suscetibilidade a doenca de Chagas cardiaca
(ZAFRA et al., 2008; RAMASAWMY et al., 2009), porém foi verificada associacédo do
polimorfismo do gene codificador da MAL/TIRAP (sinalizadora intracelular de
receptores tool-like) com protecdo ao desenvolvimento de CCC (RAMASAWMY et
al., 2009).

Polimorfismos em genes codificadores da CCL2/MCP-1 (RAMASAWMY et al.
2006a), BAT-1 (RAMASAWMY et al. 2006b), CCR5 (CALZADA et al.,, 2001a;
FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004) e IKBL/NFKBIL1 (RAMASAWMY et al., 2008)
mostraram associagdo com a CCC. Por outro lado, polimorfismos em genes
codificadores de MIF (TORRES et al., 2009), TGF-p1 (CALZADA et al., 2009), IFN-y
(TORRES et al., 2010a) mostraram associacdo com a suscetibilidade a doenca de
Chagas.

Polimorfismos de nucleotideo Unico em genes codificadores de interleucinas, tais
como IL1B (FLOREZ et al., 2006), ILIRN (CRUZ-ROBLES et al., 2009), IL-12
(ZAFRA et al., 2007) mostraram associacdo com a doenca de Chagas cardiaca. Em
relacdo a IL-10, os resultados sdo contraditorios. Enquanto Costa e colaboradores
(2009) verificaram associacdo do genétipo AA e do alelo A com cardiomiopatia
chagéasica em pacientes brasileiros, Florez e colaboradores (2011) ndo observaram
associacdo do mesmo polimorfismo, IL-10 (-1082 G/A), em pacientes colombianos.

Em relagdo aos polimorfismos nos genes da ACE (PASCUZZO-LIMA et al.,
2009), NOS2 (CALZADA et al., 2002), NRAMP-1 (CALZADA et al., 2001b) e IL-6
(TORRES et al., 2010b) ndo houve associacdo com a doenca de Chagas.

Em sintese, os estudos de polimorfismos genéticos na doenca de Chagas tém
recebido grande atencdo pela comunidade cientifica, porém, os resultados s&o
muitas vezes contraditérios, justificando a necessidade de realizagdo de estudos nas

diferentes populacdes.
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A busca por marcadores imunoloégicos que  possam indicar
resisténcia/suscetibilidade ao desenvolvimento de CCC estabelece uma nova forma
de abordagem da doenca de Chagas, abrindo perspectivas de tratamentos
complementares com drogas imunomodulatérias e acompanhamento de pacientes
com base em marcadores imunolégicos (LESCURE et al., 2010).

Os topicos subsequentes focalizam-se nas citocinas que fazem parte de nosso

estudo: as citocinas da familia IL-1 e IL-17.

1.4 Interleucinas IL-1a, IL-1B e IL-1ra

A familia da Interleucina-1 (IL-1) é constituida de 11 membros (IL-1F1 a IL-1F11,
nova nomemclatura), sendo as mais estudadas a IL-1a (IL-1F1), IL-1B (IL-1F2), IL-
lra (IL-1F3) e IL-18 (IL-1F4). Com excecédo da IL-18 e IL-33 (IL-1F11), os genes
codificadores da familia da IL-1 localizam-se no braco longo do cromossomo 2
humano (DINARELLO, 2009). Cabe ressaltar que, apesar da nova nomenclatura
adotada com a identificacdo de novos membros da familia IL-1, a IL-1a, IL-1p e IL-
1ra ainda sao assim referidas.

A principal funcéo das citocinas tipo IL-1 € participar de reacdes proé-inflamatérias
em resposta a injurias teciduais desencadeadas por PAMPS (padrdes moleculares
associados a patogenos), tais como produtos bacterianos ou virais, e por DAMPS
(padrées moleculares associados a dano tecidual), liberados pelo tecido danificado,
tais como cristais de acido urico e 5’ATP (WEBER et al., 2010).

A familia da IL-1 é variada e comporta membros com propriedades inflamatérias,
como a IL-1a e IL-1B; e também citocinas supressoras da inflamacgao, como é o caso
da IL-1ra (antagonista de receptor da IL-1). A IL-1ra é uma molécula estruturalmente
relacionada a IL-1a e IL-1B3, que se liga avidamente ao receptor da IL-1 tipol (IL-1RI)
e neutraliza a atividade da IL-1la e IL-1B, suprimindo desse modo a inflamacéao
(DINARELLO, 2009).

A IL-1a e IL-1p sédo citocinas que sdo produzidas em diversas condi¢bes
inflamatdrias, tais como infeccdes, artrite reumatdide, doencas inflamatodrias
gastrointestinais e patogéneses cardiovasculares (AREND, 2002; BUJAK;
FRANGOGIANNIS, 2009).
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Existem dois tipos de receptores primarios aos quais a IL-1a e IL-1p se ligam. O
receptor tipo | (IL-1RI), responsavel pela mediacdo das acbes da IL-1 (o e B), e O
receptor tipo Il (IL-1RIl) que ndo traduz o sinal, constituindo-se em receptor inerte
(receptor decoy). O receptor IL-1RIl além de ligado a membrana celular, também
existe em sua forma soltvel (AREND, 2002).

A IL-1 (o e B) sdo produzidas principalmente por mondcitos e macréfagos
(WEBER et al., 2010), embora também sejam produzidas por outro tipos celulares
como ceélulas epiteliais e endoteliais, fibroblastos, neutrofilos, linfécitos, células
dendriticas, hepatocitos e células musculares. As principais células-alvo dessas
citocinas sdo células imunes como macrofagos, linfécitos, granuldcitos e células
dendriticas (VICENOVA et al., 2009).

A IL-1a € encontrada no interior das células na forma de molécula precursora
ativa. Geralmente ndo é encontrada na circulacédo ou fluidos corporais, mas pode ser
liberada de células necréticas. Além disso, a IL-1a pode ser encontrada ancorada na
superficie de varias células, particularmente em mondcitos e linfocitos B, sendo
referida com IL-1lo. de membrana (DINARELLO, 2009). A IL-1la. de membrana é
biologicamente ativa e sinaliza por meio de mecanismos paracrinos, exercendo
importante papel nos processos inflamatérios, pois é estimuladora critica da
atividade do IFN-y (DINARELLO, 2009).

A IL-1B é produzida primariamente por mondcitos, macrofagos teciduais e células
dendriticas, podendo ser produzida também por linfocitos B e células NK.
Diferentemente da IL-1a, que é encontrada na ceélula na forma ativa, a IL-1B é
sintetizada na forma de precursora inativa, sendo ativada pela caspase-1 e
secretada por via ndo convencional de proteina e atuando de forma paréacrina ou
sistémica (WEBER et al., 2010).

A patrticipagéo da IL-1B na doenca de Chagas pode ser hipotetizada a partir de
alguns relatos existentes na literatura, utilizando-se modelos experimentais. Estudos
ja sugeriram o envolvimento da IL-1p na hipertrofia de cardiomiécitos mediada por
sinalizagdo via TLR2. Experimentos in vitro revelaram que esta citocina € o mediador
primario da hipertrofia de cardiomiécitos induzida pela infeccdo com T. cruzi. Esse
resultado mostrou um importante papel da IL-13 sobre a func&o cardiaca durante
infeccdo aguda por T. cruzi, sugerindo, dessa forma, que a hipertrofia cardiaca nao
ocorre somente na fase cronica da doenca de Chagas (PETERSEN; BURLEIGH,
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2003; PETERSEN et al., 2005). Apoiando esta hipotese, ja foi demonstrada a
ocorréncia de cardiopatia em varios pacientes na fase aguda da doenca (ROCHA et
al., 2007; HIGUCHI et al., 2003), embora associa¢cdes entre a expressao de IL-1 ou
outras citocinas e a cardiopatia aguda nao tenha ainda sido estudada.

A IL-1p é capaz de aumentar a expressao de moléculas de adesao celular (CAM)
que, juntamente com quimiocinas, promovem a infiltracdo de células inflamatorias
imunocompetentes para o tecido alvo, resultando em inflamagdo cronica
(DINARELLO, 2009). Considerando-se que a migracao de células inflamatérias para
o tecido cardiaco depende de CAM, que contribuem para miocardite e imunidade
protetora, mas que também pode induzir inflamacéo crénica prejudicial, é possivel
que estas moléculas estejam envolvidas no desenvolvimento da CCC. Estudos
relacionados com o envolvimento de CAM na infeccdo experimental com T. cruzi
mostraram que camundongos infectados apresentam expressdo aumentada de
molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adesao celular vascular-1
(VCAM-1). O aumento de ICAM-1 pode ser modulado pelo IFN-y ou outros fatores
inflamatorios durante a infeccdo experimental pelo T. cruzi (LANNES-VIEIRA et al.,
2009). Em humanos, um aumento da expressédo de ICAM-1 no endotélio vascular de
tecido cardiaco de pacientes portadores de CCC ja foi demonstrado (REIS et al.,
1993; HIGUCHI et al., 1993).

A IL-1ra é um antagonista do receptor da IL-1 que ocorre naturalmente, sendo
produzida pelas mesmas células que sintetizam IL-1a e IL-1p. A IL-1ra apresenta
trés isoformas intracelulares e uma isoforma que € secretada (slL-1lra). Esta
isoforma que € secretada se liga ao receptor IL-1RI e inibe competitivamente as
respostas mediadas pela IL-1a e IL-1p atuando, portanto, como uma citocina anti-
inflamatoria (AREND, 2002).

Ao contrario de outras citocinas que afetam diretamente a funcgéo, diferenciacdo
e expansao de linfécitos, muitos membros da familia IL-1 atuam indiretamente sobre
as respostas imunes. Por exemplo, a IL-1B leva a producdo aumentada de PGEZ2,
fator de ativacdo plaquetaria e NO, pela inducédo da expressao génica da sintese da
cicloxigenase tipo 2, fosfolipase tipo 2 e a sintase de Oxido nitrico induzivel,
respectivamente.

A participacdo de citocinas IL-1 em doencas cardiovasculares é bastante

estudada. Pesquisas tém mostrado que a IL-1 (o e/ou B) aumenta a apoptose de
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cardiomiocitos em isquemia do miocéardio, aumenta a resposta inflamatodria e fibrose
cardiaca poés-infarto, promove o remodelamento cardiaco da matriz extracelular pelo
aumento da expressao de metaloproteinases de matriz pelos fibroblastos cardiacos.
Além disso, a IL-1 (o e B) exerce importante papel na aterosclerose coronariana pela
modulacdo do metabolismo do colesterol, formacdo de lesdes ateromatosas,
aumento da inflamacé&o vascular e pela promoc¢ao de ruptura de ateromas. A IL-1p
produzida por células endoteliais e macréfagos intersticiais também promove
hipertrofia cardiaca em situacbes de estenose adrtica e insuficiéncia cardiaca
congestiva (BUJAK; FRANGOGIANNIS, 2009).

Em resumo, a IL-1a e IL-1B induzem a rapida expressao génica em diferentes
tipos celulares, tais como mondcitos, macréfagos, células epiteliais e endoteliais,
condrécitos e  fibroblastos atuando, como citocinas proé-inflamatdrias.
Contrariamente, a IL-1ra apresenta propriedades anti-inflamatorias por meio da
ligacdo ao receptor da IL-1a ou IL-1B, porém sem atividade agonista, bloqueando e
atuando como um modulador da resposta inflamatéria (DINARELLO, 2009; WEBER
et al., 2010).

Em relacdo a polimorfismos génicos, varios estudos ja demonstraram a
associacdo entre polimorfismos nos genes que codificam para diferentes membros
da IL-1 e doencas inflamatérias tais como periodontite, retinocoroidite toxoplasmica
e colite ulcerativa (MOREIRA et al. 2005; 2007; KOMATSU et al., 2008; CORDEIRO
et al., 2008; CARTER et al., 2001). Na doenca de Chagas, estudos de polimorfismos
nos genes IL1A, IL1B e IL1RN foram realizados em pacientes colombianos
(FLOREZ et al., 2006) e mexicanos (CRUZ-ROBLES et al., 2009) , entretanto ainda
nao foram realizados na populacéo brasileira.

No presente estudo foram avaliados os polimorfismos nos genes IL1A (-889 C/T),
IL1B (+3954 C/T) e IL1RN (+2018 T/C), que se localizam no bragco longo do
cromossomo 2. Na literatura existem estudos demonstrando que as variantes
alélicas dos trés polimorfismos escolhidos tém sido associados a maior producao
das citocinas IL-1la, IL-1B e IL-lra (SMITH; HUMPHRIES, 2009; POCIOT et al.,
1992; DANIS et al., 1995; HURME; SANTILLA, 1998; CARTER et al., 2001).
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1.5 Interleucinas IL-17A e IL-17F

As células Thl7 efetoras participam da resposta imune atuando principalmente
contra bactérias extracelulares e fungos. Mas, possivelmente, sdo também
responsaveis pela patogénese de diversas doencas autoimunes, inflamatorias e
alérgicas, tais como artrite reumatoide, lapus eritematoso sistémico, psoriase,
doencas inflamatdrias do trato gastrointestinal (doenca de Crohn e colite ulcerativa)
e asma (ONISHI; GAFFEN, 2010).

A diferenciacdo desta subpopulacdo a partir de células T CD4+ virgens é
induzida pela a¢éo concomitante de TGF-$ e IL-6, e possivelmente, IL-1B. A IL-23 é
necessaria para a amplificacdo (células T de memodria) e estabilizacdo de fendtipo
Th17 das células efetoras, as quais passam a produzir principalmente IL-17, IL-21 e
IL-22 (ROMAGNANI, 2008; AWASTHI; KUCHROO, 2009a; ONISHI; GAFFEN,
2010). A IL-17 é a principal citocina produzida e, sua familia € composta por seis
membros (IL-17A a IL-17F) e, geralmente, a IL-17A é referida apenas como IL-17.
Os genes codificadores destas citocinas localizam-se em diferentes cromossomos,
com excecdo da IL-17A e IL-17F, cujos genes localizam-se no cromossomo 6 em
humanos (no cromossomo 1 em camundongos) (AWASTHI; KUCHROO, 2009a).

Cabe destacar, porém, que a IL-17A e IL-17F ndo sdo exclusivamente
produzidas pelas células Th17. Varios tipos celulares da imunidade inata, tais como
macrofagos, células dendriticas (DCs), células Natural Killer (NK), células T Natural
Killer (NKT) e células Tyd também secretam essas citocinas (ONISHI; GAFFEN,
2010). Dessa forma, é mais adequado referir as citocinas IL-17A e IL-17F, de modo
geral, sem restringi-las ao tipo celular Th17.

Estudos tém mostrado que a IL-17A e IL-17F ativam células teciduais a
produzirem citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-o e IL-1B) e quimiocinas, auxiliam
na infiltracéo de neutrofilos e agravam a injuria tecidual pela inducéo da producéo de
NO e metaloproteinases de matriz (AWASTHI; KUCHROO, 2009a; DAMSKER et al.,
2010; ROMAGNANI, 2008).

Por muito tempo, a inflamagcdo em doencas autoimunes foi atribuida as células
Thl, como mediadoras do processo. No entanto, hoje, o papel das células Th17 tem
recebido atencdo crescente, visto que a expressao da IL-17 estd aumentada no sitio
da inflamacédo em doengas como artrite reumatoide, uveite, psoriase e esclerose
multipla. Porém, ainda se especula sobre porque em alguns modelos experimentais

de doenca autoimune, a patologia €é dirigida pelas células Th1l7 e, em outros, pelas
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células Thl. H4 evidéncias crescentes demonstrando que dependendo da patologia
e do tecido-alvo envolvido no processo inflamatério, as células Thl e Th17 podem
funcionar como antagoénicas ou como colaboradoras (DAMSKER et al., 2010).

Em relacdo a possivel participacdo da IL-17 na doenca de Chagas, os relatos
existentes na literatura ainda sao extremamente escassos e se referem a estudos de
infeccdo aguda com T. cruzi em animal experimental. Camundongos deficientes em
IL-17 (IL-17") infectados com T.cruzi apresentaram parasitemia mais elevada, maior
taxa de mortalidade em comparacdo com camundongos C57BL/6 (tipo selvagem) e
expressdo mais baixa de IFNy, IL-6 e TNFa, sugerindo um importante papel da IL-17
na resolucdo da infecgdo por T. cruzi (MIYAZAKI et al., 2010). Por outro lado,
Guedes e colaboradores (2010), atribuem um papel anti-inflamatério para a IL-17 em
estudo realizado com camundongos BALB/C infectados por T. cruzi, em funcdo da
reducdo da expressdo da IL-12, diminuicdo da producdo de IFN-y, TNF-a e
guimiocinas envolvidas na resposta tipo Th1.

Em relacdo aos polimorfismos nos genes que codificam a IL-17A e IL-17F
estudos tém investigado o papel dos polimorfismos em doencas inflamatérias como
colite ulcerativa e doenca inflamatéria intestinal (ARISAWA et al., 2008; SEIDERER
et al., 2008). Em relacdo a doenca de Chagas, ainda ndo existem relatos na
literatura sobre o papel destes polimorfismos.

No presente estudo foram avaliados os polimorfismos funcionais nos genes
ILL7A (-197 A/G) e IL17F (+7488 T/C), que se localizam no braco curto do
cromossomo 6, na doenca de Chagas. Ja foi demonstrado que o alelo ancestral (A)
do polimorfismo da IL-17A (-197 A/G) esta associado a maior producdo desta
citocina (ESPINOZA et al.,, 2011). Por outro lado, a variante alélica (C) do
polimorfismo da IL-17F (+7488 T/C) tem sido associado a menor producdo da
citocina (KAWAGUCHI et al., 2006).

Como mencionado, diversos polimorfismos genéticos podem estar envolvidos na
suscetibilidade/resisténcia ao desenvolvimento de CCC em pacientes infectados
com T. cruzi. Além disso, as citocinas das familias IL-1 e IL-17 possuem papéis de
grande importancia na resposta imunolégica. Nossa hipétese de estudo é que
polimorfismos em genes codificadores de citocinas das familias de IL-1 e da IL-17
estdo associados ao desenvolvimento da CCC em individuos brasileiros.
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2 JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

A cardiomiopatia chagéasica crénica (CCC) €& a manifestacdo mais grave da
doenca de Chagas. Embora a CCC possa ser atribuida a diferencas na resposta
imune do hospedeiro e com possiveis consequéncias relacionadas ao
desenvolvimento de autorreatividade, ainda existem poucas informacdes sobre as
diferencas genéticas individuais que levam a manifestacdes clinicas variadas da
doenca.

Polimorfismos em genes codificadores de citocinas das familias IL-1 e IL-17 s&o
investigados em diversas patologias inflamatorias, pois a presenca de determinadas
variantes génicas tém mostrado alterar a expressao dessas citocinas.

Diante da gravidade da cardiomiopatia chagasica crénica, a busca por
marcadores de suscetibilidade genética associados a doenca mostra-se relevante,
na medida em que podera indicar grupos de risco e permitir intervengcdo precoce,
minimizando ou evitando 0s prejuizos causados pela doenca, que acomete e
compromete a vida de muitos individuos, principalmente aqueles que vivem em
regibes endémicas e em condi¢ces socioecondmicas pouco favoraveis.

Considerando-se que as citocinas da familia IL-1 exercem importante papel em
doencas cardiacas e o fato de que tanto as citocinas da familia IL-1 como da IL-17
participam de mecanismos imunologicos possivelmente associados ao
desenvolvimento da CCC, propusemo-nos a investigar a possivel influéncia de
polimorfismos em genes codificadores das citocinas IL-1«, IL-183, IL-1ra, IL-17A e IL-

17F na predisposi¢éo ao desenvolvimento da doenga de Chagas cardiaca.
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3 OBJETIVOS

Geral: Estudar a ocorréncia de polimorfismos nos genes IL1A, IL1B, IL1RN, IL17A e

ILL7F em pacientes portadores de doenca de Chagas e estabelecer as possiveis

associa¢cfes com o desenvolvimento de cardiomiopatia chagéasica cronica.

Especificos:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Determinar as frequéncias dos genoétipos polimorficos e dos alelos em genes
codificadores das citocinas IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-17A e IL-17F, nas amostras
de DNA extraidos de material coletado de pacientes portadores da doenca de

Chagas cronica, provenientes do estado de Minas Gerais;

Comparar as frequéncias dos polimorfismos genéticos encontrados em
pacientes indeterminados com aqueles apresentando diferentes graus

clinicos de cardiomiopatia chagasica cronica;
Estabelecer a possivel associacdo existente entre o0s polimorfismos
estudados e a suscetibilidade ao desenvolvimento de cardiomiopatia

chagésica cronica;

Avaliar os niveis plasmaticos da IL-13 em pacientes com as formas

indeterminada e cardiaca dilatada da doenca de Chagas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Populacéo de estudo

Os pacientes chagasicos participantes deste estudo sao provenientes de regides
endémicas de Minas Gerais e que recebem acompanhamento e tratamento médico
no Centro de Treinamento e Referéncia em Doencgas Infecto-Parasitarias da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais. O presente
trabalho foi realizado com 168 individuos soropositivos para T. cruzi. Posteriormente,
eles foram separados em 3 grupos com base em critérios clinicos e laboratoriais
estabelecidos pelo Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha e seu grupo (ROCHA et al.,
2007): pacientes chagasicos indeterminados (IND), cardiopatas néo dilatados (CND)
e cardiopatas dilatados (CD).

As caracteristicas da populacao avaliada sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo demografica da populacéo de estudo

. Indeterminado Cardiaco Nao Dilatado Cardiaco Dilatado Total
Forma Clinica

n=59 n=49 n=60 n=168
Masculino 28 (33,7%) 20 (24,1%) 35 (42,2%) 83
Feminino 31 (36,5%) 29 (34,1%) 25 (29,4%) 85
Faixa etéaria 18-73 29-67 22-77
Média + DP 43,3+10,4 46,3+9,8 51,1+10,4

Pacientes que apresentavam algum quadro patolégico além da doenca de
Chagas, que pudesse contribuir para o desenvolvimento de cardiopatia, tais como,
diabetes mellitus, hipertensédo arterial, disfuncdo tireoidiana, insuficiéncia renal,
doenca obstrutiva pulmonar crénica, doengas autoimunes e doencas reuméaticas nédo
foram incluidos no estudo.

Todos os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento para a
participacdo. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da UFMG (parecer
#006/05).

4.2 Obtencao das amostras de DNA

Células contendo DNA dos pacientes foram obtidas por meio de raspagem

bilateral da mucosa oral com o auxilio de uma espatula de plastico. Este raspado foi
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transferido para tubos eppendorff contendo solucdo de Krebs (KCI 4mM, NaCl
124mM, CgH1206 10mM, CgH17N2NaO4S 23mM, MgSO, 1mM) e armazenado a -
20°C para posterior extracao do DNA.

4.3 Extragao do DNA

O DNA das amostras coletadas foi extraido utilizando-se o método descrito por
Boom e colaboradores (1990) - modificado. Este método baseia-se na adesao do
DNA a silica, permitindo sua purificacédo por precipitacdo, conforme descrito a seguir.

Os eppendorfs contendo o raspado da mucosa oral e solucdo de Krebs foram
submetidos a centrifugacdo a 11.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado
com o auxilio de uma pipeta e descartado em solucdo de hipoclorito 1%. Ao pellet foi
adicionado 450uL de solucdo de lise (GUSCN 4M, Tris-HCI 50mM, EDTA 22mM,
Triton X-100 1,2%) e 20uL de solucéo de silica (SiO, lavado com H,0). Os pellets
foram ressuspendidos utilizando-se o vértex e incubados a 56°C por 30 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto e o
sobrenadante foi descartado em solucdo de hipoclorito. O pellet foi ressuspendido
em 450pL de solugéo de lavagem (GuHCI 6M, Tris-HCI 60mM) e as amostras foram
novamente centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante descartado.
Uma nova lavagem com L2 foi realizada. Ao pellet foi adicionado 450uL de etanol
70%. O pellet foi ressuspendido com o auxilio de vortex e as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto, sendo o sobrenadante descartado. Uma
nova lavagem com etanol 70% foi realizada. Em seguida, foi adicionado ao pellet,
450uL de acetona 100%. As amostras foram novamente centrifugadas, o
sobrenadante foi descartado e, os eppendorfs contendo os pellets das amostras
foram colocados em termobloco (BioPlus) a 56°C por 30 minutos, com as tampas
abertas para a completa eliminacdo da acetona. Os pellets foram ressuspendidos
em 100uL de tampao TE (Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM — pH=8) com o auxilio de
vortex e incubados em termobloco a 56°C overnight (ON). Apés este periodo, as
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm por 2 minutos. O
DNA desprendido da silica e solubilizado no tampé&o TE, foi transferido para um novo

eppendorf previamente identificado e armazenado a -20°C.
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4.4 Determinagéo da concentragcdo de DNA das amostras

A quantificagdo da concentracdo de DNA de cada amostra foi realizada em
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) utilizando-se 1puL da amostra de DNA. De
acordo com a concentracdo obtida, uma aliquota contendo 50ng de DNA era

utilizada para a reacao de PCR.

4.5 Avaliacao dos polimorfismos genéticos

Para a determinacdo do genotipo dos polimorfismos selecionados, as amostras
de DNA foram submetidas a amplificacdo pelo método do Real Time PCR. A PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) € um método de criacdo de multiplas cépias de
um fragmento especifico de DNA in vitro.

A sintese de fragmentos de DNA necessita da utilizacdo de um mix contendo os
elementos bésicos: desoxirribonucleotideos trifosfatos (dATP, dGTP, dTTP e dCTP),
DNA polimerase (Taq), iniciadores (primers) e uma solugcdo tampédo. Para tanto, a
amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada utilizando-se o sistema TagMan.
Esse sistema utiliza, além dos primers, uma sonda (oligonucleotideo) contendo um
fluoréforo ligado a sua extremidade 5’ e um quencher ligado a extremidade 3. Essa
sonda liga-se a uma regido do DNA posterior ao primer. Quando a sonda esta
intacta ha a transferéncia de energia entre o fluor6foro e o quencher ndo havendo,
dessa forma, emissdo de fluorescéncia. Entretanto, quando a Taq polimerase
comeca a sintetizar o fragmento de DNA a partir do primer, sua extremidade 3’, com
acdo exonucleasica, é capaz de clivar a sonda e separar o fluoréforo do quencher
havendo, dessa forma, liberacdo de um sinal fluorescente. Este sinal, por sua vez, é
capturado por uma camera presente na maquina de Real Time PCR.

Cada alelo possui uma sonda fluorescente diferente sendo possivel determinar
0sS genodtipos de cada polimorfismo estudado de acordo com a(s) fluorescéncia(s)
produzida(s).

As PCRs foram realizadas utilizando-se TagMan® SNP Genotyping Master Mix
(mix contendo dNTPs, Taq polimerase e tampdo de incubacéo), TagMan® SNP
Genotyping assay (contendo o par de primers e sondas) e DNA gendémico.

As identificagdes dos polimorfismos estudados estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Identificacdo dos polimorfismos estudados
Polimorfismo Posicdo Trocade Bases Cromossomo Identificacao

IL-1a - 889 CIT 2q14 rs1800587
IL-1B + 3954 CIT 2q14 rs1143634
IL-1ra +2018 TIC 2913 rs419598
IL-17A - 197 AIG 6p12 rs2275913
IL-17F + 7488 TIC 6p12 rs763780

Diferentes concentracdes de DNA foram testadas, obtendo-se o melhor resultado
com a menor quantidade de DNA com a aliquota de 50ng. A quantidade dos demais
reagentes para a reacdo de PCR foi utilizada de acordo com as informac¢des do

fabricante e estdo expressas na Tabela 3.

Tabela 3 — Reagentes utilizados na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) em Tempo Real

Reagentes Quantidade
Genotyping Master Mix 10pL
Genotyping assay (20X) luL

DNA gendmico 50ng
H,O de injecao g.s.p 20uL

A reacdo de PCR foi realizada utilizando o termociclador CFX96™ Real-Time
PCR Detection System (BioRad) e consistiu em uma desnaturacéo inicial a 95°C por
10min, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Essas
reacoes foram realizadas em placas de 96 pocos, sendo incluidos um controle
negativo e um positivo.

A determinacdo dos gendtipos para cada polimorfismo estudado foi realizada
utilizando-se o software CFX-Manager da Bio-Rad. Considerando que cada alelo
esta associado a um fluoréforo diferente, a apresentacdo de apenas um sinal
fluorescente refere-se ao gendtipo homozigoto, enquanto a apresentacdo de dois
sinais fluorescentes refere-se ao genaotipo heterozigoto.

Graficos representativos das curvas de amplificacdo e de discriminagcédo alélica

sao mostrados na Figura 1.
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Figura 1 — Graficos representativos das PCRs em tempo real para a andlise de
polimorfismos
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Graficos representativos do polimorfismo da IL-17F (+7488 T/C). A — curvas de amplificagéo:
azul (FAM) — alelo T; verde (VIC) — alelo C. B — discriminacgao alélica: homozigoto FAM (circulos
alaranjados — TT), homozigoto VIC (quadrado azul — CC), heterozigoto (triangulos verdes — TC),
controle positivo (circulo roxo) e controle negativo (losango preto).

4.6 Quantificacédo da IL-1p plasmatica

Para a quantificacdo de IL-1f3, amostras sanguineas de 20 pacientes chagasicos
foram coletadas, sendo 10 portadores da forma indeterminada e 10 da forma
cardiaca dilatada da doenca de Chagas. O sangue dos pacientes foi coletado em
tubos contendo anticoagulante e em seguida, foram centrifugados por 10 minutos a
800g para a obtencdo do plasma sanguineo. O plasma obtido foi distribuido em
criotubos e armazenado a -80°C.

A concentracdo da citocina IL-13 nas amostras de plasma foi determinada pela
técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) utilizando-se o kit Human
IL-1 beta DuoSet (DY201) (R&D Systems), de acordo com as especificagcdes do
fabricante.

4.7 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software estatistico
Statistical Package for Social Sciences (SPSS versao 12.0 — IBM corporation, NY,
USA).

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado para verificar se as frequéncias
genotipicas estavam em equilibrio. O teste Qui-quadrado (x ?) foi utilizado para
comparar as frequéncias alélicas e genotipicas entre os diferentes grupos e também
para a analise multivariada. O Odds Ratio (OR) foi calculado considerando-se um
intervalo de confianca de 95%.
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Para avaliar a adequacao do tamanho da amostra foi analisado o erro maximo de
estimativa.

O teste de Mann-Whitney U foi utilizado para comparar diferengas entre dois
grupos independentes com distribuicdo ndo normal.

Os parametros que tiveram um valor de p<0,1 na andlise univariada foram
selecionados para a andlise multivariada. Para esta andlise o teste de regressao
logistica binaria foi escolhido objetivando avaliar a influéncia dos SNPs no
desenvolvimento da cardiomiopatia Chagasica crénica.

Para as analises de formacédo de haplétipos e desequilibrio de ligacéo utilizou-se
o software Haploview.

Valores de p inferior a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos sdo apresentados em duas partes. A primeira parte se
refere ao estudo do cluster da interleucina-1 e, a segunda parte, ao estudo de dois

membros da familia da interleucina-17 (IL-17A e IL-17F).

5.1 Cluster dainterleucina-1

Inicialmente foi realizada a avaliagéo das frequéncias dos genotipos esperada v.s.
observada através do Equilibrio de Hardy-Weinberg. Considerando-se um nivel de
significancia de 5% e grau de liberdade igual a 1, valores de x? inferiores a 3,84
indicam que a populacao estd em equilibrio.

Os resultados desta analise estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4 — Equilibrio de Hardy-Weinberg
para os polimorfismos génicos da IL-1

Polimorfismo X°
IL-1a 0,066
IL-1B 2,259
IL-1ra 0,020

De acordo com os dados obtidos, verifica-se que a populacdo de estudo

encontra-se em equilibrio para os trés polimorfismos do cluster da IL-1.

5.1.1 Interleucina-lalfa (IL-1a)

A genotipagem do polimorfismo no gene IL1A (-889 C/T) nos diferentes grupos
de estudo esta expressa na Tabela 5.

A comparacdo entre os trés genotipos nos diferentes grupos nédo apresentou
resultados estatisticamente significativos. Em relagdo a frequéncia alélica, foi
observado que a variante alélica T é quase duas vezes mais frequente entre os
individuos cardiacos quando comparados com os indeterminados (X %=4,09;
OR=1,67; p=0,043; 95%IC=1,01-2,77).

Tendo em vista que a variante alélica T tem sido associada a maior produgéo da
citocina proé-inflamatoéria IL-1o (SMITH; HUMPHRIES, 2009), foi também realizada a
analise comparando-se a presenca (T+) e a auséncia (T-) da variante alélica entre

os grupos cardiacos e indeterminados. Nesta analise, observou-se que o0s
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portadores da variante T possuem 2 vezes mais chance de desenvolver a forma
cardiaca (CND+CD) quando comparado com o grupo indeterminado (X ?=4,59;
OR=2,01; p=0,032; 95%IC=1,06-3,82). Resultado similar foi observado quando se
comparou o grupo cardiaco dilatado com o grupo indeterminado (x?=4,44; OR=2,19;
p=0,035; 95%IC=1,05-4,55).

Tabela 5 — Frequéncias genotipicas e dos alelos para IL1A (-889 C/T)

Indeterminado Cardiaco Cardiaco C"?“d"aco
Nao Dilatado Dilatado
(IND) (C) OR P
n=59 n=109 (CND) (CD)
n=49 n=60
Gendtipos
TT 4 (6,8%) 12 (11,0%) 8 (16,3%) 4 (6,7%)
CT 21 (35,6%) 53 (48,6%) 20 (40,8%) 33 (55,0%) N.S.
cc 34 (57,6%) 44 (40,4%) 21 (42,9%) 23 (38,3%)
Alelos
T 29 (24,6%) 77 (35,3%) 36 (36,7%) 41 (34,2%) CXIND: 1,67 .z
C 89 (75,4%) 141 (64,7%) 62 (63,3%) 79 (65,8%) (1,01-2,77) '
Presenca/Auséncia
CxIND: 2,01
T+ (TT+CT) 25 (42,4%) 65 (59,6%) 28 (57,1%) 37 (61,7%) (1,06-3,82) 0,032
T-(CC) 34 (57,6%) 44 (40,4%) 21 (42,9%) 23 (38,3%) C([i"('g_a' 559 0,035

Esses resultados demonstram que pacientes chagasicos portadores do alelo T, o
qual esta relacionado com maior expressdo da citocina proé-inflamatéria IL1-a,

possuem mais chance de desenvolver a forma cardiaca dilatada.

5.1.2 Interleucina-1beta (IL-1B)

A genotipagem do polimorfismo no gene IL1B (+3954 C/T) nos diferentes grupos
de estudo esta expressa na Tabela 6.

A comparacao entre os trés genotipos nos diferentes grupos apresentou resultado
estatisticamente significativo quando se comparou o grupo cardiaco (CND+CD) com
o grupo indeterminado (x ?=6,26; p=0,044). Em relacdo & frequéncia alélica, foi
observado que a variante alélica T é duas vezes mais frequente entre os individuos
cardiacos quando comparados com os indeterminados (x?=5,38; OR=2,16; p=0,02;
95%I1C=1,11-4,19). O mesmo foi observado quando se comparou cada um dos

grupos cardiacos (CND e CD) com o grupo indeterminado (CND x IND: x ?=4,37;
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OR=2,20; p=0,03; 95%IC=1,03-4,67. CD x IND: x ?=4,27; OR=2,12; p=0,038;

95%I1C=1,02-4,39).

Tabela 6 — Frequéncias genotipicas e dos alelos para IL1B (+3954 C/T)

Indeterminado Cardiaco Caro!l’aco C‘i“d"aw
N&o Dilatado Dilatado
(IND) (©) OR p
n=59 =109 (CND) (CD)
n=49 n=60
Gendtipos
TT 2 (3,4%) 6 (5,5%) 3 (6,1%) 3 (5,0%) cxIND
CT 9 (15,3%) 34 (31,2%) 15 (30,6%) 19 (31,7%) 0.044
cc 48 (81,3%) 69 (63,3%) 31 (63,3%) 38 (63,3%) :
Alelos
CxIND: 2,16
(1,11-4,19) tjery
13 (11,0%) 46 (21,1%) 21 (21,4%) 25 (20,8%)
CNDxIND: 2,20
(103-467) 2030
105 (89,0%) 172 (78,9%) 77 (78,6%) 95(79,2%)  CpyIND: 2.12
(1,02-4,39) 0,038
Presenca/Auséncia
CxIND: 2,53 0.015
(1,18-5,42) :
T+ (TT+CT) 11 (18,6%) 40 (36,7%) 18 (36,7%) 22 (36,7%)
CNDxIND: 2,53
(L06-6,08) 0%
T- (CC) 48 (81,4%) 69 (63,3%) 31 (63,3%) 38 (63,3%) CDxIND: 2.53
(1,09-5,85) 0,028

Relatos existentes na literatura demonstram que no gene IL1B, a variante alélica
T também esta associada a maior produgéo desta citocina pro-inflamatoria (SMITH;
HUMPHRIES, 2009; POCIOT et al., 1992). Portanto, a andalise da presenca
(T+)/auséncia (T-) da variante alélica nos grupos cardiacos e indeterminado também
foi realizada para complementar os resultados. Quando a presenca/auséncia da
variante alélica T foi comparada nos diferentes grupos, observou-se que O0S
portadores da variante(T+) possuem 2,5 vezes mais chance de desenvolver a forma
cardiaca (CND+CD) quando comparado com o grupo indeterminado (x 2=5,90;
OR=2,53; p=0,015; 95%IC=1,18-5,42). Resultado semelhante foi observado quando
se comparou cada um dos grupos cardiacos (CND e CD) com o grupo
indeterminado (CND x IND: x ?=4,46; OR=2,53; p=0,035; 95%IC=1,06-6,08. CD x
IND: x?=4,82; OR=2,53; p=0,028; 95%IC=1,09-5,85).
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Esses resultados demonstram que pacientes chagasicos portadores do alelo T
para IL-1p possuem mais chance de desenvolver cardiomiopatia chagasica crénica

(n&o dilatada ou dilatada).

5.1.3 Interleucina-1ra (IL-1ra)

A genotipagem do polimorfismo no gene IL1IRN (+2018 T/C) nos diferentes

grupos de estudo esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 — Frequéncias genotipicas e dos alelos para IL1IRN (+2018 T/C)

Indeterminado Cardiaco Cardiaco Cardiaco
Nao Dilatado Dilatado
(IND) © (CND) (CD) OR p
n=59 n=109
n=49 n=60
Gendtipos
CcC 1(1,7%) 5 (4,6%) 1(2,0%) 4 (6,7%) INDXCD
TC 25 (42,4%) 28 (25,7%) 14 (28,6%) 14 (23,3%) 0.046
TT 33 (55,9%) 76 (69,7%) 34 (69,4%) 42 (70,0%) ’
Alelos
C 27 (22,9%) 38 (17,4%) 16 (16,3%) 22 (18,3%) NS
T 91 (77,1%) 180 (82,6%) 82 (83,7%) 98 (81,7%) —
Presenca/Auséncia
C+ (CC+TC) 26 (44,1%) 33 (30,3%) 15 (30,6%) 18 (30,0%) NS
C-(TT) 33 (55,9%) 76 (69,7%) 34 (69,4%) 42 (70,0%) "
TCXTT 25 x 33 28 x 76 14 x 34 14 x 42 ”\élD)c()CZ:% 557 0,042

A comparacao entre os trés genaotipos nos diferentes grupos apresentou resultado
estatisticamente significativo quando se comparou o grupo indeterminado com o
grupo cardiaco dilatado (x?=6,15; p=0,046). Em relacéo & frequéncia alélica, néo foi
observada nenhuma associagao estatisticamente significativa.

De acordo com dados da literatura o alelo C esta associado a maior expressao da
citocina IL-1ra (DANIS et al.,, 1995; HURME; SANTILLA, 1998; CARTER et al.,
2001). Sendo assim, procedemos a andlise comparando a presenca (C+) e a
auséncia (C-) da variante alélica entre o grupo indeterminado e os grupos cardiacos
objetivando complementar a analise dos genoétipos. Quando a presenca/auséncia da
variante alélica foi analisada entre 0s grupos, nao se observou resultado
estatisticamente significativo. Considerando que o gendtipo homozigoto (CC) é raro,
nesta populacgéo, realizou-se entdo a comparacao entre o genotipo heterozigoto (TC)

e homozigoto ancestral (TT). Esta andlise revelou um resultado significativo quando
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se comparou o grupo indeterminado com o cardiaco dilatado (x ?=4,15; OR=2,27;
p=0,042; 95%IC=1,02-5,04).

Esses resultados demonstram que pacientes chagésicos portadores do gendétipo
TC para IL-1ra possuem menos chance de desenvolver a forma cardiaca dilatada.

5.1.4 Anélise multivariada — regressao logistica binaria

Com o objetivo de verificar possiveis associacdes dos SNPs no cluster da IL-1
com as formas clinicas da doenca de Chagas procedemos a analise multivariada.
Foram incluidas nesta analise as comparac¢fes cujos valores de p foram < 0,1 na
andlise univariada.

As combinacdes analisadas sdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Analise multivariada dos polimorfismos IL1A (-889 C/T), IL1B (+3954
C/T) e IL1IRN (+2018 T/C)

. . Cardiaco Cardiaco
Combinacéo de Indeterminado  Cardiaco N&o Dilatado Dilatado
L (IND) © OR p
genotipos n=59 n=109 (CND) (CD)
n=49 n=60
CxIND: 2,50
(1,24-5,00 2010
IL-1a(T+) + IL-1ra(C-) 15 (25,4%) 50 (45,9%) 21 (42,8%) 29 (48,3%)
CDxIND: 2,74 0011
(1,27-5,95) '
CxIND: 2,82
(115-6,00) 2023
IL-1b(T+) + IL-1ra(C-) 7 (11,9%) 30 (27,5%) 12 (24,5%) 18 (30,0%)
CDxIND: 3,18 0.018
(1,22-8,34) !
CxIND: 3,14
(1,35-7,32) 0,008
IL-1a(T+) + IL-1b(T+) 8 (13,6%) 36 (33,0%) 17 (34,7%) 19 (31,7%) Cl\(I1D>?<)I1N8D7§)39 0,012
CDxIND: 2,95
(117-7,43%) 0021
IL-1a(T+) + IL-1b(T+) + %{”1\18[)7%9; 002
6 (10,2%) 28 (25,7%) 12 (24,5%) 16 (26,7%)
IL-1ra(C-) .
CDxIND: 3,21 0025

(1,16-8,91%)

Pacientes portadores da variante alélica (T+) para IL-lo, mas que néo sao

portadores da variante alélica para IL-1ra (C-), ou seja, que teoricamente sao altos
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produtores da citocina proé-inflamatéria IL-1o. e baixos produtores da citocina anti-
inflamatéria IL-1ra, possuem 2,5 vezes mais chance de desenvolver a forma
cardiaca (CND+CD) quando comparado com a forma indeterminada (x ?=6,56;
OR=2,50; p=0,010; 95%IC=1,24-5,00). Além disso, os portadores dessa combinacao
genotipica possuem aproximadamente 3 vezes mais chance de desenvolver a forma
cardiaca dilatada quando comparados com os portadores da forma indeterminada (X
?=6,53; OR=2,74; p=0,011; 95% 1C=1,27-5,95).

Ja os pacientes portadores da variante alélica (T+) para IL-13, mas que ndo séo
portadores da variante alélica para IL-1ra (C-), ou seja, que teoricamente sao altos
produtores da citocina pré-inflamatéria IL-13 e baixos produtores da citocina anti-
inflamatoria IL-1ra, possuem aproximadamente 3 vezes mais chance de desenvolver
a forma cardiaca (x?=5,17; OR=2,82; p=0,023; 95%IC=1,15-6,90) e 3 vezes mais
chance de desenvolver a forma cardiaca dilatada (x ?=5,55; OR=3,18; p=0,018;
95%I1C=1,22-8,34) quando comparados com a forma indeterminada.

Pacientes que possuem genotipo teoricamente alto produtor tanto para a IL-1a
quanto para a IL-1B, ou seja, sdo portadores de ambas as variantes alélicas T,
possuem 3 vezes mais chance de desenvolver a formas cardiacas quando
comparados com a forma indeterminada da doenca de Chagas (Cardiaco x IND: x
?=7,05; OR=3,14; p=0,008; 95%IC=1,35-7,32. CND x IND: x °=6,34; OR=3,39;
p=0,012; 95%IC=1,31-8,75. CD x IND: x ?=5,30; OR=2,95; p=0,021; 95%IC=1,17-
7,43).

Os resultados dessas trés analises multivariadas também estdo expressos na
forma de grafico (Figura 2).

Aqueles pacientes que sdo portadores das variantes alélicas (T+) para IL-1a e IL-
18 e ndo sdo portadores da variante alélica (C-) para IL-1ra, ou seja, que
teoricamente sdo altos produtores das citocinas pré-inflamatérias IL-1a e B e baixos
produtores da citocina anti-inflamatoria IL-1ra, possuem 3 vezes mais chance de
desenvolver a forma cardiaca (x ?=5,33; OR=3,05; p=0,021; 95%IC=1,18-7,87) e
cardiaca dilatada (¥ %=5,03; OR=3,21; p=0,025; 95%IC=1,16-8,91) quando

comparados com a forma indeterminada.
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Figura 2 — Gréficos representativos da analise multivariada
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(+2018). B — Frequéncia de pacientes portadores da combinacéo IL1B (+3954) + IL1RN (+2018).
C - Frequéncia de pacientes portadores da combinacgéo IL1A (-889) + IL1B (+3954).

Esses resultados demonstram que a associacao de genétipos alto produtores (T+)
para IL-1a, IL-1p com o gendétipo baixo produtor (C-) para IL-1ra aumentam ainda
mais as chances dos pacientes chagasicos em desenvolver a forma cardiaca

dilatada da doenca.

5.1.5 Avaliacéo da formacéo de haplotipos e andlise de desequilibrio de ligagéo

Considerando que os polimorfismos no cluster da IL-1 estdo localizados no
mesmo cromossomo (chr. 2), foi realizada a avaliacdo da formacéo de haplotipos e
analise de desequilibrio de ligacao.

O termo “haplétipo” (gendtipo hapldide) refere-se a combinacdo de alelos
marcadores num mesmo cromossomo. O grau de associacdo entre dois

polimorfismos pode ser medido por meio de métodos estatisticos e indicar se estao
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em desequilibrio de ligacdo, ou seja, se estdo formando uma estrutura haplétipica
(ZHAO et al., 2003).
Os resultados dessa analise demonstraram que os polimorfismos estudados nao

formam haplotipos e, portanto, ndo estdo em desequilibrio de ligacao.

5.1.6 IL-1B plasmatica em amostras de pacientes chagasicos

Em funcdo do importante papel da IL-1p em doencas cardiacas, foi realizada a
dosagem desta citocina no plasma sanguineo de 20 pacientes chagéasicos, sendo 10
pacientes portadores da forma indeterminada e 10 da forma cardiaca dilatada.

Na Figura 3 estdo os resultados dessa analise.

Figura 3 - IL-1p plasmatica em amostras de pacientes chagéasicos
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Grafico representativo da dosagem da IL-1B. Quadrado -
pacientes indeterminados. Circulo - pacientes cardiacos

dilatados. Tragco — mediana.

Esses resultados demonstram que hd uma grande variabilidade dentro do mesmo
grupo, o que pode estar associado com a imunogenética do paciente em relacdo ao
polimorfismo da IL-1p. Os valores das medianas para os grupos indeterminado e
cardiaco dilatado s&o, respectivamente, 35,9 e 11,7pg/mL. Apesar de alguns
pacientes indeterminados apresentarem niveis plasmaticos de IL-1f mais elevados
do que os pacientes cardiacos dilatados, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (p=0,545; Mann-Whitney U=42,0).
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5.2 Interleucina-17

Inicialmente foi realizada a avaliagéo das frequéncias dos gendtipos esperada v.s.
observada através do Equilibrio de Hardy-Weinberg. Considerando um nivel de
significancia de 5% e grau de liberdade igual a 1, valores de x? inferiores a 3,84
indicam que a populacao esta em equilibrio.

Os resultados desta analise estdo expressos na Tabela 9.

Tabela 9 — Equilibrio de Hardy-Weinberg
para os polimorfismos génicos da IL-17

Polimorfismo X°
IL-17A 1,338
IL-17F 1,437

Conforme os dados obtidos, a populacdo de estudo encontra-se em equilibrio

para os dois polimorfismos da familia das interleucinas 17.

5.2.1 Interleucina-17A (IL-17A)

Na tabela 10 sdo apresentadas as genotipagens do polimorfismo no gene IL17A

(-197 A/G) nos diferentes grupos de estudo.

Tabela 10 — Frequéncias genotipicas e dos alelos para IL17A (-197 A/G)

Indeterminado Cardiaco Cardiaco Cardiaco
Néao Dilatado Dilatado
(IND) (©) (CND) (CD) OR p
n=59 n=109 _ -
n=49 n=60
Genotipos
AA 4 (6,8%) 6 (5,5%) 2 (4,1%) 4 (6,7%) CDxIND
GA 24 (40,7%) 27 (24,8%) 15 (30,6%) 12 (20,0%) 0042
GG 31 (52,5%) 76 (69,7%) 32 (65,3%) 44 (73,3%) '
Alelos
A 32 (27,1%) 39 (17,9%) 19 (19,4%) 20 (16,7%) CxIND: 1.71 0048
G 86 (72,9%) 179 (82,1%) 79 (80,6%) 100 (83,3%) (2,00-2,91) '
Presenca/Auséncia
CxIND: 2.08
A+ (AA+GA) 28 (47,5%) 33 (30,3%) 17 (34,7%) 16 (26,7%) (1,08-4,00) 0,027
A- (GG) 31 (52,5%) 76 (69,7%) 32 (653%) 44 (73,3%) Caxl';‘% 325‘)‘8 0,019
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A andlise dos trés gendtipos nos diferentes grupos mostrou resultado
estatisticamente significativo quando se comparou o grupo cardiaco dilatado com o
indeterminado (x ?=6,33; p=0,042). Em relacdo a frequéncia alélica, foi observado
que a variante alélica G é significativamente mais frequente entre os individuos
cardiacos quando comparados com os indeterminados (¥*=3,91; OR=1,71; p=0,048;
95%IC=1,00-2,91).

Considerando que o alelo ancestral (A) esta relacionado a maior producao desta
citocina proé-inflamatéria (ESPINOZA et al.,, 2011), foi realizada a andlise
comparando-se a presenca (A+) e a auséncia (A-) do alelo alto produtor entre os
grupos cardiacos e indeterminados. Esta analise revelou que os nao portadores do
alelo A (GG) possuem 2 vezes mais chance de desenvolver a forma cardiaca
(CND+CD) quando comparado com o grupo indeterminado (x ?=4,89; OR=2,08;
p=0,027; 95%IC=1,08-4,00). Essa chance aumentou para 2,5 quando se comparou
o grupo cardiaco dilatado com o grupo indeterminado (x2=5,52; OR=2,48; p=0,019;
95%IC=1,15-5,35).

Esses resultados demonstram que, do ponto de vista imunogenético, pacientes
chagasicos portadores do gendétipo GG, que teoricamente expressam menor
guantidade da citocina IL17A, possuem maior chance de desenvolver a forma

cardiaca dilatada da doenca de Chagas.

5.2.2 Interleucina-17F (IL-17F)

A genotipagem do polimorfismo no gene IL17F (+7488 T/C) nos diferentes grupos
de estudo é apresentada na Tabela 11.

A andlise dos trés genotipos nos diferentes grupos ndo mostrou resultados
estatisticamente significativos quando se comparou 0s grupos cardiacos com o
grupo indeterminado. O mesmo foi observado para a frequéncia alélica.

Estudos ja demonstraram que a variante alélica C no gene IL17F esta associado
a menor producdo desta citocina (KAWAGUCHI et al., 2006). Portanto, a analise
comparando-se a presenca (C+) e a auséncia (C-) da variante alélica entre os
grupos cardiaco e indeterminado também foi realizada, entretanto, esta analise

também nao apresentou resultados significativos.
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Tabela 11 — Frequéncias genotipicas e dos alelos para IL17F (+7488 T/C)

Indeterminado Cardiaco Cardiaco Cardiaco
Nao Dilatado Dilatado
(IND) © (CND) (CD) OR p
n=59 n=109
n=49 n=60
Gendtipos
CcC 2 (3,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
TC 5 (8,5%) 16 (14,7%) 5 (10,2%) 11 (18,3%) N.S.
TT 52 (88,1%) 93 (85,3%) 44 (89,8%) 49 (81,7%)
Alelos
C 9 (7,6%) 16 (7,3%) 5 (5,1%) 11 (9,2%) NS
T 109 (92,4%) 202 (92,&%) 93 (94,9%) 109 (90,8%) —
Presenca/Auséncia
C+ (CC+TC) 7 (11,9%) 16 (14,7%) 5 (10,2%) 11 (18,3%) N.S.
C-(TT) 52 (88,1%) 93 (85,3%) 44 (89,8%) 49 (81,7%)

Esses resultados sugerem que o polimorfismo da IL-17F (+7488 T/C) néo esta

associado com a doenca de Chagas na populacao brasileira.

5.3 Adequacao do tamanho da amostra

Para avaliar se o tamanho amostral estava adequado calculou-se o0 erro maximo
de estimativa. Esse teste permite verificar a diferenca maxima entre a média
amostral e a média populacional.

O valor encontrado para o erro maximo de estimativa foi de 7,56%, demonstrando
que a amostra utilizada (n=168 pacientes portadores da doenca de Chaga) esta

adequada.
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Diferencas individuais da resposta imune na doenca de Chagas sugerem que a
genética humana pode estar envolvida neste processo. Nesse sentido, estudo de
polimorfismos genéticos tem fornecido novos conhecimentos que podem explicar,
pelo menos parcialmente, a evolugéo clinica diferencial dos individuos infectados por
T. cruzi. Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) funcionais tém sido
associados a suscetibilidade a diversas doencas infecciosas, auto-imunes e auto-
inflamatorias (DUTRA et al., 2009; KUBISTOVA et al., 2009; GREGERSEN;
OLSSON, 2009). Polimorfismos funcionais s&o capazes de alterar a taxa de
transcricao génica, a estabilidade do RNA mensageiro e, a qualidade e atividade da
proteina sintetizada (WITKIN et al., 2002).

O presente estudo, realizado com pacientes chagasicos do estado de Minas
Gerais, revelou associacdes estatisticamente significativas dos polimorfismos nos
genes IL1A (-889) e IL1B (+3954) com o desenvolvimento da cardiomiopatia
chagéasica crbnica. A presenca da variante alélica T em ambos 0s genes esta
associada a maior chance de desenvolvimento da CCC (OR=2,01 e OR=2,53;
respectivamente). Resultado similar foi observado na analise de frequéncia do alelo
T (OR=1,67 e OR=2,16; respectivamente). Entretanto, quando o grupo de pacientes
cardiacos foi dividido em cardiacos nao dilatados e cardiacos dilatados, o grupo dos
nao dilatados mostrou associagao apenas para o polimorfismo IL1B (+3954).

De acordo com os dados do NCBI, a presenca da variante alélica T (TC + TT),
para a IL-1a, nas diferentes populacdes é bastante variavel, mostrando frequéncia
intermediaria na populacao européia (43,4%), elevada frequéncia na populacao sub-
saariana (69,9%) e baixa na asiatica japonesa (9,3%) e chinesa (23,2%). A presenca
da variante alélica (T+) em nossa populacdo de estudo variou de 42,4% (grupo
indeterminado) a 59,6% (grupo cardiaco), indicando um valor intermediario entre as
populacdes européia e africana no grupo de pacientes cardiacos. A frequéncia do
alelo T para o polimorfismo da IL-1a variou de 24,6% (grupo indeterminado) a 35,3%
(grupo cardiaco). Quando se compararam esses resultados com os dados do NCBI,
novamente observou-se que a frequéncia deste alelo no grupo de pacientes
cardiacos esta entre a observada na populacdo européia (25,2%) e africana sub-
saariana (46,0%), ambas com grande influéncia na formacao genética da populacéo
brasileira (PENA et al., 2011).
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Em relacdo a IL-1p, a presenca do alelo T (CT +TT), variou entre 18,6% (grupo
indeterminado) e 36,7% (grupo cardiaco). Na populacdo européia, de acordo com
dados do NCBI, a presenca deste alelo é de 36,3%, enquanto que na populacéo
sub-saariana é de 16%. Neste caso, observa-se que cada um dos grupos estudados
se aproxima mais de uma determinada populacdo. Porém, a comparacdo da
frequéncia alélica mostrou que a populacdo estudada apresenta uma frequéncia
intermediaria (11,0% - indeterminados, 21,1% - cardiacos) entre as populacdes
européia (25,0%) e sub-saariana (10,0%), sugerindo um resultado miscigenado
entre essas populacdes. A introducdo de marcadores genéticos de etnicidade € um
fator importante para se determinar a heranca das populacdes fundadoras em
relacdo a estes polimorfismos na populacdo brasileira e sera realizada futuramente
por Nosso grupo de pesquisa.

Como mencionado anteriormente, a presenca da variante alélica T na posicao -
889 do gene IL1A e o gendtipo TT na posicdo +3954 do gene IL1B foram
correlacionados com niveis aumentados das citocinas IL-laa e IL-1p,
respectivamente (SMITH; HUMPHRIES, 2009; POCIOT et al., 1992). Além disso, 0
SNP sinénimo IL1B (+3954 C/T), Unica variante comum presente na regiao
codificadora da IL-1B, é provavelmente um marcador do SNP funcional -31T/C,
relacionado a mais elevada expressao da IL-13 (SMITH; HUMPHRIES, 2009).

Dessa forma, nossos resultados sugerem que a variante alélica T nos genes IL1A
e IL1B, presentes em maior frequéncia nos pacientes chagéasicos cardiacos em
comparacao aos indeterminados, podem exercer influéncia no curso diferencial da
doenca de Chagas.

Por outro lado, estudo desenvolvido por Flérez e colaboradores (2006), realizado
com pacientes chagasicos colombianos nédo encontrou resultados significativos para
esses mesmos polimorfismos, IL1A (-889) e IL1B (+3954), entre as formas cardiaca
e assintomatica da doenca. Entretanto, este mesmo estudo revelou que o haplétipo
CT para os polimorfismos da IL-1p, IL1B (-31 T/C) e IL1B (+3954 C/T), esta
associado com o risco de desenvolvimento da doenca e, ainda, que o alelo G do
polimorfismo IL1B (+5810 G/A) também esta associado a forma cardiaca da doenca.

Até aonde é de nosso conhecimento, este estudo colombiano é o Unico trabalho
realizado com os polimorfismos IL1A (-889) e IL1B (+3954) em portadores da

doenca de Chagas.
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Em trabalho realizado com brasileiros portadores de periodontite cronica, Moreira
e colaboradores, em nosso laboratorio (2005; 2007), demonstraram associacao da
variante alélica T tanto para o polimorfismo no gene IL1A (-889) quanto para IL1B
(+3954) com o desenvolvimento da doenca. Assim como a doenca de Chagas, a
doenca periodontal é caracteristicamente inflamatoéria, sugerindo que polimorfismos
presentes em genes codificadores dessas citocinas pro-inflamatérias podem
influenciar no curso da doenca.

Em relagdo a IL-1ra, o polimorfismo no gene IL1RN (+2018) mostrou uma baixa
frequéncia para o gendétipo variante (CC) na populacdo estudada, tanto para os
pacientes indeterminados quanto para os cardiacos, o que dificultou as analises
estatisticas. Esse resultado esta de acordo com os dados do NCBI relativos a
frequéncia deste polimorfismo em diferentes populacdes. Por outro lado, uma alta
frequéncia do genotipo heterozigoto (TC) nos pacientes indeterminados permitiu
verificar uma diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos pacientes
cardiopatas dilatados (OR=2,27). Além disso, a frequéncia da variante alélica,
associada ao aumento da expressdo de IL-1ra, foi mais elevada em pacientes
indeterminados.

A IL-1ra é uma citocina anti-inflamatoria, pertencente a familia IL-1, que se liga ao
receptor | da IL-1 (IL-1RI) e atua como um inibidor competitivo que impede as acdes
pro-inflamatoérias da IL-1a e IL-13 (AREND, 2002). O polimorfismo avaliado em
nosso estudo, IL-1ra (+2018T/C), estd em 100% de desequilibrio de ligacao (Carter
et al.,, 2000) com o polimorfismo funcional ILILRN (VNTR), cujo alelo 2 esta
relacionado com producdo mais elevada de IL-1ra (Danis et al., 1995; Hurme and
Santilla, 1998). Dessa forma, é possivel dizer que a variante alélica (C) esta
associada a maior producéo da citocina. Portanto, nossos resultados sugerem que a
frequéncia aumentada do alelo C no grupo de pacientes indeterminados possa
exercer um papel anti-inflamatorio.

Contrariamente, estudo realizado com pacientes chagasicos mexicanos
apresentou uma forte associagdo do genotipo variante (CC) para o polimorfismo
génico IL1RN (+2018) e a forma cardiaca da doenca de Chaga (CRUZ-ROBLES et
al., 2009). Esse resultado contraditorio pode ser atribuido as diferencas etno-
geograficas, bem como pelo tamanho das amostras dos estudos.

Em concordancia com nossos dados, a frequéncia da variante alélica C para o

polimorfismo no gene IL1IRN (+2018) mostrou-se significativamente maior no grupo
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controle do que no grupo com periodontite crénica em estudo realizado com
individuos japoneses (KOMATSU et al., 2008). Os autores sugeriram que o alelo C
pode estar associado a menor suscetibilidade a doenca periodontal. Além disso,
este estudo demonstrou que os individuos heterozigotos (TC) para o polimorfismo
Sao0 menos propensos a desenvolver a periodontite cronica. Esses achados sdo
similares aos obtidos por nés no presente estudo, realizado com pacientes
chagasicos, no qual a presenca do alelo C, bem como da variante genotipica TC,
sugere protecao ao desenvolvimento da CCC.

A analise multivariada entre os polimorfismos no cluster da IL1 permitiu-nos
correlacionar presenca do alelo T (alto produtor) para IL-1a e IL-1 com auséncia do
alelo C (alto produtor) para IL-1ra, ou seja, permitiu-nos verificar o balanco entre as
influéncias proé-inflamatorias da IL-1a e IL-1f (alto produtor) e anti-inflamatéria da IL-
1ra (baixo produtor), do ponto de vista imunogenético.

As comparac¢fes demonstraram que 0s pacientes portadores do alelo T para IL1A
(-889) e que, simultaneamente, ndo sao portadores do alelo C para ILIRN (+2018)
possuem maior chance de desenvolver a forma cardiaca dilatada (OR=2,74). O
mesmo foi observado para os portadores do alelo T para IL1B (+3954) e nao
portadores do alelo C para ILIRN (+2018) (OR=3,18). Esses dados demonstram que
no grupo de pacientes cardiacos dilatados h4 um desbalanco imunogenético entre
os genes codificadores das citocinas proé-inflamatérias (IL-la e IL-1B) e anti-
inflamatoria (IL-1ra), tendendo para um perfil genético mais inflamatério neste grupo,
em comparagao com os indeterminados e cardiacos nao dilatados.

Em relacdo aos pacientes portadores, simultaneamente, do alelo T para IL1A (-
889) e para IL1B (+3954), verificamos que os portadores de ambas as variantes
alélicas possuem mais chance de desenvolver a forma nao dilatada (OR=3,39) como
também a forma dilatada (OR=2,95) da doenca de Chagas cardiaca. Entretanto,
quando a presenca simultanea dos alelos T para IL-1a e IL-1p foram associados a
auséncia do alelo C para IL1LRN (+2018), o resultado mostrou-se estatisticamente
significativo somente para o grupo de pacientes cardiacos dilatados (OR=3,21).

Em condic¢es fisiolégicas normais, o balanco entre as citocinas pro-inflamatérias
(IL-1oc e IL-1PB) e anti-inflamatdria (IL-1ra) parece exercer um importante papel, de

forma que um desbalanco causado por elevada producao de IL-1 (o e ) e/ou baixa
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produgédo de IL-1ra predispde ao desenvolvimento de patologias decorrentes de
processo inflamatério exacerbado e injuria tecidual (AREND, 2002).

Dessa forma, do ponto de vista funcional, é possivel que os polimorfismos
genéticos estudados possam afetar o balanco entre as citocinas pré-inflamatorias
(IL-1oc e IL-1B) e anti-inflamatdria (IL-1ra) da familia IL-1, constituindo um aspecto
relevante na predisposicao e progressao da doenca de Chagas cardiaca.

Os niveis plasmaticos da IL-13 em pacientes chagasicos indeterminados e
cardiacos foram quantificados e, surpreendentemente, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Dados contraditérios entre
niveis plasmaticos de IL-1p e presenca do alelo T foram observados num estudo
realizado com pacientes com artrite reumatéide (BUCHS et al., 2001). A gravidade
da doenca também foi associada com a presenca do alelo T do gene IL1B (+3954),
porém o0s pacientes portadores desta variante alélica apresentaram niveis mais
baixos de IL-1p plasmatica, correlacionados também com mais baixos niveis de IL-
lra. Os autores sugeriram que a gravidade da doenca estaria associada com um
desbalanco entre IL-1p e IL-1ra (BUCHS et al., 2001).

No nosso estudo, poderiamos inferir que os niveis plasmaticos da IL-1 podem
ndo estar refletindo os niveis encontrados nos tecidos inflamados. Partindo do
pressuposto de que pacientes cardiacos expressam menos IL-1lra, um inibidor
competitivo do receptor de IL-1 (o e ), haveria maior probabilidade de ligacdo da IL-
1B nos tecidos e, consequentemente, esta citocina estaria em menor concentracao
no compartimento plasmatico. Inversamente, pacientes indeterminados expressando
mais IL-1ra, teriam a probabilidade de ligacdo da IL-1 ao seu receptor diminuida, o
gue resultaria em niveis plasmaticos mais elevados de IL-1p nestes pacientes. Além
disso, deve-se mencionar que o0s pacientes indeterminados nao apresentam
inflamacgéo significativa no miocardio, em comparacdo com pacientes cardiacos
(LOPES et al., 1981).

Outra possibilidade que ndo pode ser descartada € a cinética de ligacdo da IL-1a
e IL-1p aos seus receptores, 0 que poderia influenciar nos niveis plasmaticos da IL-
1B. Desta forma, outros estudos ainda precisam ser realizados para confirmar esses
dados. Enquanto a IL-l1ra normalmente é encontrada nos fluidos corporais de

individuos saudaveis (em concentracdes da ordem de ng/mL) a IL-1a e IL-1p ndo

sdo detectaveis. Em varias situacOes patologicas, a IL-1p torna-se detectavel na
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circulacao (em concentracdes da ordem de pg/mL), porém a IL-1a ndo, pois € uma
citocina primariamente citosélica ou ancorada a membrana celular (DINARELLO,
1996; AREND, 2002). Levando em consideragdo estas observacgdes, decidimos
proceder a determinacdo dos niveis plasmaticos de IL-1p em pacientes
indeterminados e cardiacos dilatados, pois possiveis alteracfes desta citocina
poderia mostrar um resultado diferencial mais efetivo.

Em sintese, nossos resultados mostram que polimorfismos em genes
codificadores da familia IL-1 (IL-1c, IL-1B e IL-1ra) estdo associados com resultado
clinico diferencial da doenca de Chagas. N6s sugerimos que o0s polimorfismos
genéticos IL1A (-889C/T), IL1B (+3954C/T) e IL1IRN (+2018T/C) podem levar a um
desequilibrio no balanco entre as citocinas pro-inflamatérias (IL-1a e IL-1p) e anti-
inflamatérias (IL-1ra), levando a maior predisposi¢cao ao desenvolvimento da doenca
de Chagas cardiaca e, de maneira mais acentuada, a cardiomiopatia dilatada.

Em relacdo a citocina IL-17, seu papel na doenca de Chagas ainda ndo esta
estabelecido. Os poucos estudos envolvendo esta citocina se referem a infeccao
aguda em modelos experimentais. Por outro lado, o envolvimento do IFN-y e da IL-
10 tem sido extensamente estudado. Diversos relatos existentes na literatura tém
apontado para um padrdo predominante de citocinas inflamatérias na CCC,
caracterizado principalmente por elevados niveis de IFN-y e TNF-a, enquanto que
em pacientes indeterminados h& uma predomindncia de um padrdo
imunomodulatério de resposta, representado principalmente pela IL-10 (GOMES et
al., 2003; SOUZA et al., 2004; VITELLI-AVELAR et al., 2008; ARAUJO et al., 2011).
Esses dados sugerem que um delicado balanco entre citocinas pré e anti-
inflamatorias constitui 0 aspecto central na evolugéo clinica diferencial da doenca de
Chagas.

No presente trabalho, o estudo do SNP IL17A (-197 A/G) mostrou relevante
associacdo com o desenvolvimento de CCC. O gendtipo GG, o qual esta
relacionado com baixa expressao da IL-17A, foi significativamente mais frequente
entre os pacientes cardiacos (69,7%) em comparacdo com os indeterminados
(52,5%), indicando duas vezes mais chance de desenvolver a forma cardiaca da
doenca nos portadores deste gendtipo (OR=2,08).

De acordo com os dados do NCBI, a frequéncia do genotipo GG é heterogénea,

variando de acordo com as diferentes etnias (Européia: 41,6%; Asiatica chinesa:
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23,3%; Asiatica japonesa: 30,2%; Africana sub-saariana: 81,7%). Comparando-se
nossos resultados a estes mencionados, verificamos que a frequéncia genotipica
para este polimorfismo na populacdo brasileira € ainda diferente: nos pacientes
analisados neste estudo observamos uma variacdo entre 53-73%, mostrando um
valor intermediario entre a populagdo européia e sub-saariana, ambas sabidamente
envolvidas na formacado genética da populacao brasileira (PENA et al., 2011).

Estudos simultdneos de dois grupos independentes (PARK et al.,, 2005 e
HARRINGTON et al.,, 2005), identificando uma nova subpopulacdo de células T
CD4+ produtoras de IL-17 (atualmente denominadas Thl7), mostraram que a
diferenciacdo e expansao dessas células, bem como a expressdo de IL-17 pelas
mesmas, sdo negativamente reguladas por IFN-y, IL-12 e IL-4. Considerando que o
padrdo dominante nos pacientes cardiacos € o elevado nivel de IFN-y, seria de se
esperar que estes pacientes apresentassem expressao mais baixa de IL-17A. De
fato, nés observamos que o gendtipo GG é predominante no grupo de pacientes
cardiacos. Além disso, estudo realizado em nosso laboratério mostrou que linfécitos
totais e células Thl7 de pacientes chagasicos cardiacos apresentam expressao
mais baixa de IL-17 em comparacdo aos individuos nédo infectados e
indeterminados. A andlise de correlacéo entre expressao da IL-17 e fungéo cardiaca
(fracdo de ejecao e diametro diastélico do ventriculo esquerdo) mostrou que a IL-17
estd associada com melhor estado clinico na doenca de Chagas humana
(MAGALHAES et al., 2011).

O papel protetor da IL-17 também foi observado em individuos resistentes ao
Kalazar causado por Leishmania donovani. Células mononucleares do sangue
periférico de individuos infectados, porém resistentes a doencga, produziram niveis
mais elevados de IL-17 (e também IL-22) do que de individuos que desenvolveram a
leishmaniose visceral (PITTA et al., 2009).

Considerando que a IL-17A é uma citocina pré-inflamatéria produzida por diversos
tipos celulares (CUA; TATO, 2010), ndo podemos descartar a possibilidade de sua
acdo na fase aguda da infeccdo por T. cruzi. E possivel que esta citocina,
juntamente com outros fatores, exerca um importante papel na eliminacdo do
parasito na fase inicial e, posteriormente, também atue modulando a producédo de
[FN-y.
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Pesquisa realizada em modelo experimental utilizando camundongos T-bet”
infectados com T. cruzi, mostraram que a inibicdo da producédo de IL-17 se deve a
acao do fator de transcricao T-bet (fator de transcricdo do IFN-y) e ndo propriamente
de IFN-y ou IL-12 (COBB et al., 2010; GUO et al., 2009). Dessa forma, é possivel
que a regulacdo negativa da producdo de IL-17 seja exercida pelo fator de
transcricdo T-bet.

Por outro lado, estudo de doenca inflamatoria intestinal em modelo experimental
mostrou que camundongos IL-17" apresentavam acentuada inflamacéo associada
com altos niveis de IFN-y, sugerindo que a IL-17 exerce um efeito protetor pela
inibicdo da producéo de IFN-y (O’'CONNOR et al., 2009).

Cabe destacar que existem dois tipos de receptores para IL-17A amplamente
distribuidos. O receptor IL-17RA esta presente em células do tecido linféide e, o
receptor IL-17RC, em tecidos ndo hematopoéticos (IWAKURA et al., 2008). Dessa
forma, Awasthi e Kuchroo (2009b) propdem um modelo, no qual a IL-17 produzida
por células Th1l7 sdo capazes de se ligar ao receptor de IL-17 (IL-17RA) presente na
superficie de células Thl e inibir o fator de transcricdo T-bet. Esses estudos, em
conjunto, sugerem uma inibicéo reciproca entre células Thl e Thl7.

Considerando que a doenca de Chagas cardiaca é caracterizada por acentuada
resposta Thl, como mencionado anteriormente, € possivel hipotetizar que niveis
mais baixos de IL-17, encontrados em portadores do genétipo GG, contribuam para
a ocorréncia de mais altos niveis de IFN-y. Inversamente, elevados niveis de IL-17A,
relacionados ao gendtipo A+ (AG ou AA), contribuiriam para mais baixos niveis de
IFN-y. Essa possivel influéncia reciproca entre IFN-y e IL-17 poderia, eventualmente,
também explicar resultados contraditorios em relacdo a expressdao de IFN-y em
pacientes chagasicos.

Em experimentos utilizando culturas de células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) obtidas de pacientes indeterminados e cardiacos e, estimuladas
com antigenos de T. cruzi, os resultados mostraram-se contraditorios em relacdo a
producdo de IFN-y. Enquanto Gomes e colaboradores (2003) encontraram baixa
producdo de IFN-y (e alta producdo de IL-10) em pacientes com a forma
indeterminada e alta producéo de IFN-y nos portadores da forma cardiaca da doenca
de Chagas, Laucella e colaboradores (2004) observaram mais alta producdo desta

citocina no grupo de pacientes indeterminados em comparacdo com os cardiacos.
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Esses resultados opostos, eventualmente, poderiam ser explicados pelo mecanismo
de inibicdo direta das células Thl (produtoras de IFN-y) pela citocina IL-17A. De
acordo com O’Connor e colaboradores (2009), o efeito inibitério da IL-17 sobre as
células Thl em meio de cultura somente € observavel apés 96 horas, quando a
expressao do receptor A para IL-17 (IL-17RA) sobre as células T € substancial.
Nesse sentido, a baixa producéo de IFN-y foi verificada por Gomes e colaboradores
(2003) no 6° dia de cultura, enquanto que a alta producdo detectada por Laucella e
colaboradores (2004) em CMSP dos indeterminados foi verificada entre 16-20 horas
de cultura. Portanto, as diferencas observadas podem ser devido as condi¢cdes
experimentais, onde o tempo insuficiente para a expressdo do receptor para IL-17
tenha impedido a acao inibitoria da IL-17 sobre a secre¢éo de IFN-y.

Em relacdo ao polimorfismo da IL-17F (+7488T/C), nosso resultados
demonstraram que o gendtipo CC é raro na populacdo estudada (3,4% no grupo
indeterminado e 0% no grupo cardiaco). Segundo os dados do NCBI, a frequéncia
do gendtipo CC, de fato, é rara em diversas populacdes (Européia: 0%; Asiatica
chinesa: 0%; Asiatica japonesa: 1,2%; Africana sub-saariana: 0%). Entretanto, a
frequéncia do gendtipo heterozigoto (TC) é variavel nas diferentes populacées,
sendo mais frequente entre os asiaticos chineses e japoneses (25,6% e 23,3%,
respectivamente), e em menor frequéncia nas etnias européia (9,7%) e africana
(15,9%). Nossos dados mostraram uma variacdo de frequéncia do gendtipo TC
entre 8,5-18,3%, refletindo valores proximos aos encontrados nas populacées
européia e africana. A associacdo desses dados as analises de marcadores
genotipicos de etnia € um ponto que abordaremos em estudos futuros, como
mencionado.

E importante destacar que o presente estudo é o primeiro a demonstrar uma
associacao significativa entre os trés polimorfismos do cluster da IL-1 na populacdo
chagasica brasileira e, também € o primeiro a avaliar polimorfismos da citocina I1L-17
na doencga de Chagas humana.

Estudos de polimorfismos em genes codificadores de mediadores imunes, tanto
da imunidade inata quanto da adquirida, tém contribuido na diferenciacdo do curso
clinico da doenca de Chagas. Os resultados aqui apresentados contribuem para a
consolidagdo da concepcdo de que a imunogenética do hospedeiro humano é

complexa devido ao concomitante envolvimento de diversos polimorfismos génicos
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no estabelecimento da resultante do individuo. N&o obstante, este trabalho deixa
clara a participagdo fundamental das caracteristicas genéticas do hospedeiro na
definicdo do tipo de resposta que resultara da interacdo T. cruzi-hospedeiro.
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7 CONCLUSOES

O estudo dos SNPs nos genes codificadores das citocinas da familia IL-1 e das

citocinas IL-17A e IL-17F, realizada numa amostra da populacdo brasileira,

permitiram-nos chegar as seguintes conclusoes:

X/
L X4

L)

X/
°

O polimorfismo no gene IL1A na regido promotora (-889 C/T) esta associado

ao desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica dilatada.

O polimorfismo no gene IL1B na regido de transcricdo (+3954 C/T) esta
associado ao desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica cronica nao

dilatada e dilatada.

O polimorfismo no gene IL1IRN na regido de transcricdo (+2018 T/C) esta

associado ao desenvolvimento da cardiomiopatia chagésica dilatada.

A analise multivariada dos polimorfismos no cluster na IL-1 possibilitou
verificar a associacdo de um perfil mais pro-inflamatoério, do ponto de vista
imunogenético, com maior chance de desenvolvimento da cardiomiopatia

chagasica cronica.

O polimorfismo no gene IL17A na regido promotora (-197 A/G) esta associado

ao desenvolvimento da cardiomiopatia chagéasica dilatada.

O polimorfismo no gene IL17F na regido de transcricdo (+7488 T/C) nao esta

associado ao desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica crénica.
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