UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE
FACULDADE DE CIEI}ICIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E SOCIEDADE

MAYSA MAYRAN CHAVES MOREIRA BESERRA

ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO GENICO DA IL17A E FOXP3 COM A
EVOLUCAO CLINICA DA DOE NCA DE CHAGAS

MOSSORO-RN
2019



MAYSA MAYRAN CHAVES MOREIRA BESERRA

ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO GENICO DA IL17A E FOXP3 COM A
EVOLUCAO CLINICA DA DOENGCA DE CHAGAS

Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de
Pbés-Graduacdo em Saude e Sociedade da
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte
como requisito para a obtencdo do grau de Mestre em
Saude e Sociedade

Linha de pesquisa: Diagnostico, Clinica e Terapéutica
no Processo Saude/Doenca na Sociedade.

Orientador (a): Prof. Dr. Thales Allyrio Araujo de
Medeiros Fernandes.

Co-orientador (a): Dr. Micassio Fernandes de
Andrade.

MOSSORO - RN
2019



© Todes os direitos estdo reservados a Universidade do Estado do Rio Grande do Morte. O conteddo desta obra é de
inteira responsabilidade doja) autor{a), sendo o mesmo, passf'.'el de 5ani;5e5 administrativas ou penais, caso sejam
infringidas as leis gue regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996 e Direitos
Autorais: Lei n® 261001938, A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde gue a obra e seuia)
respectivola) autoria) sejam devidamente citados e mencionados os seus creditos bibliograficos.

Catalogacdo da Publicacdo na Fonte.
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte.

CH12a Chaves Moreira Beserra, Maysa Mayran
AS-SOCIAQ.&O DO FPOLIMORFISMO GI‘E_NICCI DA
ILi7A E FOXP3 COM A EVOLUCAO CLINICA DA
DOENCA DE CHAGAS. / Maysa Mayran Chaves Moreira
Besamra. - Mossord-RM, 2019,
B2p.

Orientador(a): Prof. Dr. Thales Allyric Aradjo de
Medeiros Fernandes.

Coorientadoria): Prof. Dr. Micassic Femandes de
Andrade.

Dissertagio (Mestrado em Programa de Pos-
Graduagdo em Salde e Sociedade). Universidade do
Estado do Rio Grande do Morte.

1. Polimorfisma genético. 2. Doenga de Chagas. 3.
Imunclogia. 4. IL-17A. 5. FOXP3. |. Aradjo de Medeiros
Femandes, Thales Allyric. Il. Universidade do Estado do
Rio Grande do Morte. lIl. Titulo.

0 servigo de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Conclusdo de Curso (TCC 5] foi desenvolvido
pela Diretoria de Informatizagdo [DINF), scb orientagdo dos bibliobecirios do SIB-UERM, para ser adaptado as
necessidades da comunidade académica LERN.



MAYSA MAYRAN CHAVES MOREIRA BESERRA

ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO GENICO DA IL17A E FOXP3 COM A
EVOLUCAO CLINICA DA DOENGCA DE CHAGAS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em Salde e Sociedade da
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte como requisito para a obtencdo do grau de
Mestre em Saude e Sociedade

Data da Avaliacéo: / /

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Thales Allyrio Aradjo de Medeiros Fernandes (Orientador)
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte -UERN

Profa. Dra. Ana Carla Didgenes Suassuna Bezerra
Universidade Federal Rural do Semi-Arido -UFERSA

Prof. Dr. Cléber de Mesquita Andrade
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte -UERN



AGRADECIMENTOS

Ao universo, por colocar pessoas tdo especiais ao meu lado, sem as quais certamente
eu ndo teria dado conta. Pela fortaleza nos momentos dificeis, por me ajudar a ndo desistir dos
meus objetivos.

A minha mée, Maria Chavese meus irmdos. Principalmente a minha mée, por me
ensinar que o estudo é melhor caminho, por ser meu pai e mde por me mostrar como superar
todos os obstaculos que a vida nos oferece, e sempre estar ao meu lado em todas situagdes!

Ao meu orientador, Prof. Dr. ThalesFernandes por acreditar em meu potencial para
a realizacédo do presente trabalho, mesmo quando eu ndo acreditava em mim mesma. Sou grata
por todo o conhecimento transmitido, pelo enorme entusiasmo, dedicagéo e carinho a pesquisa.
E por ser além de um orientador, um amigo que levarei para toda vida!

Ao meu co-orientador, Prof. Dr. Micassio Andrade, minha gratiddo por nossa
convivéncia ndo ficar restrita somente ao meio académico, mas por ter se tornado meu amigo e
confidente. Obrigada por toda a motivacdo, generosidade e por me fazer seguir em frente,
mesmo diante de condi¢des praticamente impossiveis. Sua enorme paixdo pela pesquisa é
motivadora!

Aos bolsistas de iniciacao cientifica Marconi e Cassia,por me ensinar e ajudar nos
experimentos da pesquisa, sempre disponiveis! Em especial ao bolsista Marconi, pela
convivéncia e afinidade, nos tornamos grandes amigos, meu muito obrigada por tudo!

Aos amigos que ganhei durante o mestrado: Marilia Abrantes, Bianca Norrara,
Lara Souza, Julia Lorena Dayane Paiva, Neta Rodrigues, Lanna VieirgRackel Hipdlito,
Luis Carlos. Obrigada por toda a ajuda, disponibilidade e carinho. Cada momento com vocés
no BioMol foi especial, vou guardar no coragédo!

Ao Programa de P6s Graduacdo em Saude e Sociedade (PPGSS), a Universidade do
Estado do Rio Grande do Norte (UERN) e seus funcionarios, ao Laboratorio de Bioquimica e
Biologia Molecular (BioMol), por me receberem e me acolherem maravilhosamente bem, além
disso me proporcionar essa experiéncia incrivel que irei levar por toda minha vida.

Quero agradecer as minhas amigas de trabalho Ticiane Freire, Thatiane Michele,
Val Oliveira, Eliane Rodriguesdo Hospital Wilson Rosado, que estiveram comigo em todas
as fases da minha vida e da dissertacdo, me dando apoio, carinho e aten¢cdo nos momentos que
mais precisei, uma familia que tenho em Mossor6. Enfim, agradec¢o a todos do HWR que me
ajudaram direta e indiretamente nessa fase da minha vida!

Meu muito obrigada!



“Avida é para quem é corajoso o suficiente para se arriscar e humilde o bastante para aprender”.

Clarice Lispector



RESUMO

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana € uma doenca parasitaria cronica e
sisttmica causada pela infeccdo do protozodrio Trypanosoma cruzi A doenca exibe
manifestacdes clinicas variaveis com duas fases, aguda e cronica, e a resposta imune gerada
durante a infeccdo e o feedback imunolégico do prdprio hospedeiro parecem desempenhar
papel importante na fisiopatologia da doenca. Dessa forma, polimorfismos genéticos
funcionalmente relevantes podem levar a variagGes na intensidade da resposta imune inata ou
adquirida, influenciando na variabilidade e apresentacgdo clinica da doenca. Diante disso, este
estudo analisou a associacdo entre os polimorfismos nos genes do fator de transcrigdo FOXP3
e da IL17A com as formas clinicas da Doenca de Chagas e com os escores de Risco de Morte
e de Acidente Vascular Encefalico (AVE) destes pacientes. Para isso, foi realizado um estudo
transversal em que foram coletadas amostras de sangue periférico de pacientes (n= 185) com
Doenca de Chagas para a extracao de material genémico a fim de investigar os polimorfismos
da IL-17A (rs2275913 —¢.-197 G>A) e FOXP3 (rs3761548 — ¢.-32 79 C>A), ambos localizados
em regido promotora desses genes, através da PCR-RFLP. Posteriormente, foram determinadas
as formas clinicas, bem como os escores de riscos para AVE e Morte. Os resultados mostraram
que os genotipos AA/AG do polimorfismo do gene da IL17A foi associado a um maior Risco
de AVE e de Morte em pacientes com Doenga de Chagas. Da mesma forma, a avaliacdo do
polimorfismo no gene do FOXP3, mostrou que os genotipos AA/A/AC parecem estar
correlacionados com formas clinicas sintomaticas da doenca de Chagas, bem como um maior
Risco de AVE. Neste contexto, espera-se que a avaliacdo desses marcadores genéticos promova
um melhor entendimento acerca da fisiopatologia da doenca e de suas complicacdes clinicas,
além de permitir determinar com mais precisdo o progndstico e trazer beneficios aos pacientes

afetados por esta enfermidade.

Palavra-chave: Polimorfismo genético; Doenca de Chagas; Imunologia; IL-17A; FOXP3;

Evolucdo clinica



ABSTRACT

Chagas disease or American trypanosomiasis is a chronic and systemic parasitic disease caused
by the infection of the protozoan Trypanosoma cruziThe disease exhibits variable clinical
manifestations with two phases, acute and chronic. The immune response generated during
infection and the immune feedback from the host itself may play a major role in the
pathophysiology of the disease. Thus, functionally relevant genetic polymorphisms may lead
to variations in the intensity of the innate or acquired immune response, influencing the
variability and clinical presentation of the disease. Therefore, this study analyzed the
association between the polymorphisms in the genes of the transcription factor FOXP3 and
IL17A with the clinical forms of Chagas disease and the Death Risk and Stroke scores of these
patients. A cross-sectional study was carried out in which peripheral blood samples were
collected from patients (n = 185) with Chagas disease for the extraction of genomic material in
order to investigate IL-17A (rs2275913 — ¢.-197 G>A) and FOXP3 polymorphisms (rs3761548
— €.-32 79 C>A), both located in the promoter region of these genes, through PCR-RFLP.
Subsequently, the clinical forms were determined, as well as the risk scores for stroke and death.
The results showed that the AA / AG genotypes of the IL17A gene polymorphism were
associated with a higher risk of stroke and death in patients with Chagas disease. Similarly,
evaluation of the FOXP3 gene polymorphism showed that AA/A/AC genotypes appear to be
correlated with the symptomatic clinical forms of Chagas disease, as well as increased stroke
risk. In this context, the evaluation of these genetic markers is expected to promote a better
understanding of the pathophysiology of the disease and its clinical complications, as well as
to determine more accurately the prognosis and to bring benefits to the patients affected by this

disease.

Keywords: Genetic polymorphism; Chagas disease; Immunology; IL-17A; FOXP3; Clinical

evolution
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Chagas € uma patologia negligenciada, causada pelo protozoério
Trypanosoma cruziAlvarado-Amez et al., 2018), com consideraveis impactos sociais,
psicoldgicos e econdmicos (Dias et al., 2016). Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas em todo
0 mundo séo afetadas, representando um grande problema de satde publica, principalmente na
América Latina, onde os problemas e desafios sdo acentuados pela falta de acesso ao
diagnostico e tratamento sistematico da maioria dos individuos infectados, o que gera um alto
grau de morbidade, mortalidade e custo social da doenca (Dias et al., 2016; Batista et al., 2018).

Uma das formas de transmissdo ocorre quando o T. cruzié excretado nas fezes do inseto
triatomineo infectado e o protozodario penetra a pele no local da picada do inseto (Chagas, 1911).
Nesse sentido, a Doenca de Chagas também pode ser transmitida atraves de mecanismos néo-
vetoriais, como o transplante de érgédos de doadores infectados; alimentos contaminados com o
protozoario; transmisséo vertical; pelo contato da pele ferida, mucosas ou sangue de pacientes
infectados (Dias et al., 1956; Malik et al., 2015). No entanto, verificou-se que a via oral foi a
forma mais frequente de transmissdo correspondendo a 73% e a oral a 8,9%, no Brasil, no
periodo de 2012 a 2016 (Brasil, 2019).

A doenca exibe manifestagdes clinicas variaveis e possui duas fases, aguda e cronica. A
fase inicial de infeccdo com o T. cruzidura de 4-8 semanas e a fase cronica persiste durante
toda a vida do hospedeiro (Dias et al., 1956; Dias, 1984; World Health Organization, 2002;). A
fase aguda é, na maioria das vezes, assintomatica ou pode apresentar-se clinicamente como uma
sindrome febril autolimitada. Outrossim, esta etapa é caracterizada por uma alta parasitemia,
que pode ser detectada atraves de esfregaco de sangue periférico e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (Rassi et al., 2010; Abrahamsohn & Coffman, 1996).

Grande parte dos pacientes nunca desenvolvem uma doenca clinicamente detectavel e
entram na fase cronica aparentemente assintomaticos. Os outros 30-40% dos pacientes poderao
desenvolver uma das outras formas da doenca croénica: cardiaca, digestiva (megaeséfago e
megacolon) ou cardiodigestiva — geralmente de 10 a 30 anos apds a infec¢do inicial (Martinez
et al., 2000). Durante essa fase, a parasitemia € baixa e o diagnostico é baseado nas sorologias,
as mais comuns sdo Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA), Imunofluorescéncia
Indireta (IFI) e Hemaglutinacdo Indireta (HAI) (Brasil, 2009).

Os linfocitos T CD4+ séo as células mais importantes na montagem da resposta imune
contrao T. cruzi A producdo de citocinas por essas células é capaz de estabelecer uma resposta

imune efetiva contra o parasita, apesar de ndo conseguir erradica-lo (Guedes et al., 2012).
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Contudo, para o estabelecimento desta resposta imune ha a necessidade de uma interacdo entre
as imunidades inata e adaptativa do hospedeiro (Tarleton, 2015).

Outra maneira das células TCD4+ participarem da fisiopatologia da doenca de Chagas
é através da acdo das células T reguladoras (Treg). Essas células sdo responsaveis por controlar
todas as resposta das células TCD4+ (Kitagawa et al., 2017). Correspondem de 5 a 10% dos
linfocitos T CD4+ periféricos (Liu et al., 2016). Elas sdo diferenciadas por um fator de
transcricdo denominado Forkhead Box P3 (FOXP3). Esse fator de transcrigdo participa na
regulacdo, manutencdo, funcdo supressora das Treg, e ajuda a impedir que elas adquiram
destinos alternativos como a producéo de citocinas que levam para os padrdes Thl, Th2 e Th17
de células T auxiliares (Williams et al., 2007; Jafarzadeh et al., 2015).

A resposta imune do hospedeiro pode ser influenciada por fatores ambientais, genéticos
e de autorregulacdo imune, e polimorfismos em genes relacionados com a resposta imunoldgica
pode desempenhar papel importante (Cardillo et al., 2015). Algumas citocinas podem
apresentar diferencas em sua expressao de acordo com o gendtipo do individuo e estar
relacionadas com a suscetibilidade ou com a protecdo para o desenvolvimento de indmeras
doencas infecciosas, tais como a Doenca de Chagas. A expressao quantitativa e qualitativa da
IL-17, por exemplo, pode ser influenciada por polimorfismos genéticos, interferindo na
resposta ao T. cruzi(Dhaouadi et al., 2018). Outra molécula que pode interferir no padrdo de
resposta imune com o T. cruzi € o FOXP3. Essa proteina é o fator de transcri¢do responsavel
pelo desenvolvimento das células T reguladoras (Treg), célula importante na regulacdo da
resposta imune. Polimorfismos no gene do FOXP3 pode influenciar na patogénese da Doenca
de Chagas e também de outras doencas inflamatorias e autoimunes (Queiroz, 2008; Klapla et
al., 2010; Lima et al, 2017).

Todavia, ainda sdo poucos os trabalhos que analisaram a influéncia do polimorfismo
dos genes da IL-17A e do FOXP3 na evolucdo clinica da doenca de Chagas. Diante disso, o
presente estudo pretendeu analisar a relacéo entre os polimorfismos nos genes codificantes da
citocina IL-17A e do fator de transcricdo FOXP3, com as formas clinicas da doenca de Chagas

e com os escores de risco de AVE e de morte dos pacientes.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kitagawa%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29065384
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jafarzadeh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25326790
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Doencga de Chagas: Caracteristicas Gerais

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana é uma doenca parasitaria que
emerge de um contexto bio-ecoldgico intimamente relacionado a forma de viver e a historia
natural de seu agente etiolégico, 0 Trypanosoma cruzig de seus reservatorios superiores
(mamiferos) e hospedeiros intermediérios (insetos vetores). Ocorre como zoonose hd muitos
séculos no ambiente silvestre de larga extensdo do Continente Americano, vindo
posteriormente a afetar o ser humano num ciclo doméstico, mercé de migracgdes, de invasao do
ambiente natural e de multiplas a¢6es de carater antrépico (Dias, 2007).

Estima-se que 65 milhdes de pessoas vivam em regibes endémicas e que,
aproximadamente, 6 a 7 milhdes de individuos estejam infectados pelo T. cruzi Desse total,
presume-se que os paises endémicos da America Latina representam 5.742.167 dos infectados
(Bennett et al., 2018; Leon Rodriguez et al., 2015; Dias et al., 2016).

No contexto epidemiolédgico da DC no Brasil, nota-se que a regido mais acometida pela
patologia é a Norte com 231,2 média de casos por ano, em relacdo a Regido Nordeste (NE) é a
segunda mais afetada com 5 média de casos por ano, incluindo o Rio Grande do Norte com 1,8
média de casos por ano (Brasil, 2019).

Em toda a regido compreendida como o Cone Sul, representada pela Argentina, Bolivia,
Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai, o vetor Triatoma infestandoi o maior responsavel pela
endemia chagasica (Brasil, 2009; Melo et al, 2009; Rey, 2008; Soussumi, 2004). E importante
ressaltar que a transmissdo ocorre também por muitos outros tipos de triatomineos, visto que
existem 13 espécies de relevancia para a vigilancia sanitaria, a exemplo do Panstrongylus
megistus, Rhodnius nasutus, Rhodnius robustus, Triatvasliensis, Triatoma maculata,
Triatoma pseudomaculata e Triatoma sord{8aasil, 2019).

T. cruzi € um protozoario flagelado intracelular pertencente a familia
Trypanosomatidae, na qual existem parasitas de plantas e animais, incluindo os parasitas do
género Trypanosoma Leishmaniague tem importancia médica e veterinaria (Mendes, et al.,
2007). Além disso, apresenta um ciclo biolégico do tipo heteroxénico marcado por um
mecanismo de invasdo celular complexa. O parasita passa por diferentes formas evolutivas no
interior de células do hospedeiro vertebrado, como o0 homem e outros mamiferos, e extracelular
nas diferentes espécies do vetor triatomineo (Pérez-Molina et al., 2018; Neves, 2011).

As formas tripomastigotas possuem comprimento aproximadamente de 20 pm, sé@o

fusiformes e alongadas. Geralmente, o nicleo esta posicionado no centro e o cinetoplasto esta
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situado posteriormente ao nucleo. Proximamente ao cinetoplasto, emerge o flagelo dotado de
grande mobilidade. Essa forma ocorre na corrente sanguinea dos hospedeiros vertebrados e na
porcao distal do tubo digestivo do inseto vetor, ndo dispondo de capacidade de multiplicacéo.
Sao essas as formas infectantes para os hospedeiros vertebrados (Cimerman, 2008; Markell et
al, 2003).

As formas epimastigotas ocorrem no estdmago do inseto vetor, sendo alongadas e seu
flagelo surge na porcdo anterior do parasito com mobilidade muito intensa e se multiplicam por
divisdo binaria simples (Neves, 2011). No reto, por¢ao terminal do tubo digestivo do vetor,
ocorre diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicas, as quais sao eliminadas nas fezes.

O parasita pode ser inoculado nos seres humanos a partir dos dejetos infectados do
inseto triatomineo no local da picada ou em uma mucosa do hospedeiro mamifero, chegando
até a corrente sanguinea, o que permite a invasdo de muitos tipos de células nucleadas. No
interior das células dos hospedeiros infectados, os tripomastigotas diferenciam-se nas formas
amastigotas, as quais sdo esféricas, apresentam o cinetoplasto visivel e possuem flagelo
intracelular. Essas formas se multiplicam por fissdo binaria com um tempo de duplicacdo de
aproximadamente 12 horas durante um periodo de 4 a 5 dias. No final desse periodo, as
amastigotas se transformam em tripomastigotas, a célula hospedeira se rompe e 0s
tripomastigotas sdo liberados na circulacdo, disponibilizando mais parasitas diferenciados; o
que permite colonizar novas células de outros tecidos. As formas tripomastigotas podem ser
adquiridas pelo inseto em uma nova picada no hospedeiro vertebrado, continuando o ciclo de

transmissdo dessa enfermidade (Figura 1) (Bern, 2015; Lozano, 2011; Cimerman, 2008).
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Figura 1 — Ciclo de vida do Tripanossoma cruzi (Fonte: Bern, 2015)

Ao invadirem a corrente sanguinea, 0s tripomastigotas podem penetrar em uma
variedade de tecidos celulares, com preferéncia para cardiomidcitos e musculos lisos. Ao
penetrar nas células, os parasitas se transformam na forma amastigota e sofrem divisao por
fissdo binaria, levando ao rompimento celular. Cada vez que esse processo de reproducdo se
repete, ocorre um dano celular lento, porém continuo (Storino, 1998; Perez-Molina, 2018).

A capacidade de estabelecer uma infeccdo sistémica em seu hospedeiro apds a
transmissdo por via oral de T. cruziesta relacionado a surtos de doenca de Chagas aguda em
muitas regibes do Brasil. Sendo assim, a maioria dos casos humanos envolve bebidas
contaminadas, com formas tripomastigotas metaciclicas que expressam uma glicoproteina de
superficie que se liga a mucina gastrica do hospedeiro e facilita a invasdo da mucosa gastrica.
Nesse cenario o estado do Para é responsavel por 89,0% desses eventos. Vale salientar o alto percentual
dos casos sendo notificados entre os meses de agosto e fevereiro do ano seguinte, que coincide com os

meses de safra do acai nessa regido. (Saude-Guimarées, Faria, 2007; Sobreira et al, 2001; Neves,
2011; Brasil, 2019).
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1.1.2 Histoéria Natural e Fisiopatologia da Doenca de Chagas

Apds um periodo de incubacdo de 1 a 3 semanas, um individuo recém-infectado pode
desenvolver febre, calafrios, ndusea, vomito, diarréia, erupcdo cuténea e irritagdo meningea.
Uma lesdo inflamatéria elevada no local da entrada do parasita (chagoma de inoculagéo), edema
periorbital unilateral (sinal de Romana), conjuntivite, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia
podem ser observados na infeccdo aguda. Na maioria dos pacientes, desenvolve-se uma
resposta imunoldgica e a parasitemia aguda e os sintomas associados geralmente desaparecem
dentro de 2 a 4 meses. A taxa de mortalidade de pacientes é inferior a 2% e 0 modo comum de
morte é geralmente a miocardite aguda e/ou meningoencefalite. A presenca de arritmias é
geralmente considerada um achado de mau prognostico e os pseudocistos de parasitas sdo
facilmente encontrados em bidpsias cardiacas desses pacientes, indicando um alto nivel de
infeccdo (Marin-Neto et al., 2002).

Ao final da fase aguda, os pacientes entram em um estagio da doenca chamada de forma
clinica indeterminada que € definida por ndo apresentarem sintomatologias e alteracdes em
exames utilizados para classificacdo dessa enfermidade. Caracteriza-se por 2 sorologias reativas
feitas por 2 métodos distintos ou metodo parasitologico direto positivo, Eletrocardiograma
(ECG) sem alteracBes tipicas, radiografia de térax com indice cardiotoracico normal e
radiografias contrastadas de es6fago e colons normais (Ribeiro, Rocha, 1998). Cerca de 50%
dos individuos infectados pelo T. cruziem areas endémicas tém a forma indeterminada da
doenca e tém uma expectativa de vida semelhante aos individuos sem doenca de Chagas
(Ribeiro, Rocha 1998; Dias, 1989).

Entretanto, alguns pacientes apresentam respostas anormais, quando testados por
exames cardiacos ndo invasivos (Ribeiro, Rocha 1998; Marin-Neto, 2002). Em um estudo com
505 pacientes com a forma Indeterminada da doenca de Chagas, a ecocardiografia revelou que
13,8% tinham lesbes cardiacas segmentares (Viotti et al., 2005). Em outro estudo, a
Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) de realce tardio mostrou areas de fibrose cardiaca em
cerca de 20% dos pacientes com a forma Indeterminada da doenca (Rochitte et al., 2005).
Disautonomia e disfuncdo diastdlica do ventriculo esquerdo também foram relatados em
pacientes com a forma clinica Indeterminada da doenca de Chagas (Barros, 2001; Garcia-
Alvarez et al., 2010; Molina et al., 2006; Ribeiro et al., 2010). O grau de envolvimento cardiaco
subclinico em pacientes na forma indeterminada da doenca é de valor progndstico incerto. Esta
forma pode durar meses, ou até uma vida inteira, e muitas pessoas cronicamente infectadas

nunca apresentardo manifestacdes clinicas (Molina et al., 2006; Ribeiro et al., 2010).
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A dC torna-se clinicamente evidente 10 a 30 anos ap6s a infeccdo aguda, afetando
orgdos especificos, particularmente o coracao, eséfago ou cdlon, que caracterizam distintas
formas cronicas da doenca: cardiaca, digestiva ou mista (cardio-digestiva), sendo a cardiaca a
manifestacdo mais grave e frequente, afetando 20% a 40% dos individuos com doenca de
Chagas cronica (Prata, 2001).

A morte cardiaca subita e a insuficiéncia cardiaca progressiva sdo causas de morte bem
reconhecidas em pacientes com cardiomiopatia chagasica, especialmente naqueles com
depressdo na funcdo sistolica do ventriculo esquerdo (Coura, 2007). O acidente vascular
cerebral relacionado a cardiomiopatia chagasica também foi identificado como um importante
contribuinte para a mortalidade em areas endémicas (Lima-Costa et al., 2010).

Existem trés camadas de midcitos cardiacos que estdo obliqguamente orientados um para
0 outro e depois se encontram no apice do coracdo. Tipicamente, 0s tripomastigotas devem
passar atraves das camadas das ldaminas basais e da matriz extracelular do miocardio (MEC) e
da camada da matriz intersticial entre as camadas basais das ldminas para atingir 0s miocitos
cardiacos. Estudos tanto em modelos experimentais como em pacientes chagasicos demonstram
que o dano miocardico resulta de infeccdes e maltiplos danos, incluindo isquemia, inflamacao,
estresse oxidativo e necrose, que contribuem para a degradacdo da MEC. Esta resulta
gradualmente no deslizamento das camadas ventriculares, que se acredita ser o evento primario
para a formacdo do aneurisma apical, que se tornou a condicao caracteristica da Cardiopatia
Chagasica Cronica (CCC). Assim, o do coracdo na cardiopatia chagéasica cronica € resultado da
reorganizacdo da parede do coracdo, resultante de lesdo tecidual por isquemia, necrose,
inflamacédo e aumento crénico da pressdo intracavitaria associada a hipertrofia e dilatacdo dos
ventriculos (Dutra, 2008).

A CCC manifesta-se como trés sindromes basicas que podem coexistir em um paciente:
insuficiéncia cardiaca, arritmia cardiaca e tromboembolismo (Marin Neto et al., 1999). A
apresentacdo clinica varia amplamente de acordo com a duracdo da doenca e a extensdo do
dano miocardico (Rocha et al., 2003). As manifestacdes precoces da cardiomiopatia chagasica
costumam ser leves, frequentemente caracterizada pela presenca de anormalidades
assintomaticas no eletrocardiograma (ECG) ou em outros exames complementares, como a
ecocardiografia, Holter de 24 horas ou Ressonancia Nuclear Magnética (RNM).

Em seis bancos de dados foram selecionados quarenta e nove estudos para verificar a
prevaléncia de anormalidades no ECG, mostrando que foi maior nos participantes com DC em
comparagdo com os que ndo possuiam a enfermidade. Dentre as anormalidades especificas do

ECG, houve prevaléncia de Blogueio Completo de Ramo Direito (BRD), bloqueio fascicular
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anterior esquerdo (BFA), Blogueio Atrioventricular de primeiro grau (BAV), Fibrilacdo Atrial
(FA) ou flutter e Extra-sistoles Ventriculares (EV) (Rojas et al., 2018).

A virtual auséncia de parasitas no coragdo de individuos cronicamente infectados tem
suscitado uma discussdo na literatura sobre a patogenia da cardiopatia chagésica cronica.
Admite-se que a interacdo entre o parasita e seu hospedeiro, resulta em um equilibrio que
favorece a doenca crbnica na grande maioria dos casos. Fatores como caracteristicas genéticas
do hospedeiro, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e imunidade patoldgica foram
associados a resultados clinicos distintos da dC (Rocha et al., 2003).

Geralmente, a terapia de pacientes chagasicos com doenca cardiaca cronica é
semelhante a de outros pacientes com insuficiéncia cardiaca. Alguns pacientes também exibem
destruicdo do tecido de conducgédo, mais comumente blogueio de ramo direito, que resulta em
anormalidades de conducdo atrioventricular e intraventricular. Além disso, pode haver
manifestagdes gastrintestinais, como as mega sindromes envolvendo estruturas tubulares do
trato gastrointestinal, bem como pacientes com apresentacdo mista da Doenca de Chagas, isto
é, com manifestacdes cardiacas e gastrointestinais (Dutra, 2008).

A prevaléncia de megaesdfago e megacélon (aumento anormal e disfuncéo do es6fago
ou colon, respectivamente) varia entre os paises de acordo com a cepa parasitaria. No Brasil, 5
a 8% dos pacientes com doenca de Chagas desenvolvem esofagopatia crnica e 4 a 6%
desenvolvem colopatia cronica. O progndstico para pacientes com formas digestivas da doenca
geralmente é bom, exceto naqueles com complica¢Bes (como cancer de es6fago), ou obstrucao
com torcao e necrose do colon (Rocha et al., 2003). Em um estudo epidemioldgico realizado
na mesorregido oeste do Rio Grande do Norte (RN), mostrou a prevaléncia das formas
indeterminadas em 51,6%, cardiacas em 32,2%, digestiva em 8,1% e cadiodigestiva em 8,1%

dos participantes (Andrade, et al, 2015).

1.1.3 Resposta Imune ad. cruzi (Treg e FOXP3; Th17 e IL17)

O controle da infeccdo pelo T. cruzié mediada inicialmente pela imunidade inata e
tardiamente por respostas da imunidade adaptativa. O equilibrio dessas respostas imunologicas
sdo criticas para a sobrevivéncia do hospedeiro (Dimeloe et al., 2017). Tanto na fase aguda,
como também na fase crbnica, a resposta imunoldgica ndo é suficiente para erradicar

completamente o patogeno, resultando em infeccdo persistente (Albareda et al. 2006).
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Durante a infecgdo aguda, os componentes do T. cruzi como o DNA e glicoconjugados
da membrana, por exemplo glicosilfosfatidilinositol (GPI) e mucinas estimulam a sintese de
IL-12 e TNF-o por macréfagos. Essas citocinas desencadeiam a ativacdo da imunidade
adaptativa, via diferenciacdo de células TCD4+ no padrdo Thl de resposta imune adaptativa
celular (Bafica, et. al., 2006). Essas células, por sua vez quando ativadas, secretam IFN{ que
estimula os macrofagos e as células natural killer (NK). Os macréfagos aumentam a expressao
em suas membranas celulares de receptores co-estimulatorios, aumentam a endocitose do
parasita e promovem a morte intracelular dos mesmos, através da liberagéo das espécies reativas
de oxigénio (ERO) e nitrogénio (Teixeira et al., 2011). Esse é o principal mecanismo efetor da

imunidade celular adaptativa contra T. cruzi(Figura 2).
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Figura 2- Respostalmune experimental contra T. cruzi: macrofagos, células Natural Killer e células
dendriticas, em contato com o T. cruzi, produzem moléculas efetoras importantes para a fase aguda da infeccéo
pelo parasita. Essas moléculas também direcionam a resposta imune adaptativa contra o T. cruzi, através da
diferenciacdo das células T CD4" no padrdo de resposta Th1. Quando diferenciadas, essas células produzem IFN-
v que ativa os macrofagos para aumentar a capacidade microbicida, promove a diferenciacdo de células B em
plasmacitos produtores de anticorpos especificos contra o parasita e ativa os mecanismos efetores das células T
CD8*. Todos esses mecanismos sdo orquestrados no intuito de eliminar o parasita. As células T CD4* também
podem se diferenciar em células Th17, que secretam a citocina IL-17 molécula importante no recrutamento de
células imunes para o local da infeccdo, e células Treg, importantes na regulacdo da resposta imune contra o T.
cruzi.
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Além da ativacao do perfil de resposta imune do padrdo Thl, o parasita T. cruziage
sobre as células dendriticas promovendo a liberagdo de citocinas como IL-6, IL-1, IL-23, IL-
21 e TGF-[J que promovem a diferenciacdo das células T CD4+ para o perfil de resposta Th17
(Dong, 2008). As células Th17 tem como fatores de transcricdo STAT3 e ROR [t e as principais
citocinas secretadas por essas células sdo IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 e IL-26, além do fator
estimulador de col6nia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) (Gaffen, 2011).

A funcdo priméaria das células Th17 parece ser a morte de patdgenos que ndo sao
adequadamente eliminados pelas células do padrdo Th1l ou Th2 de resposta imune adaptativa
celular. Com isso, realizam o recrutamento de leucdcitos, para os locais da infeccdo. As agdes
sdo mediadas principalmente pela 1L-17, que estimula a producdo de outras citocinas e
substancias antimicrobianas, culminando no recrutamento de neutréfilos e monadcitos para o
local da inflamacdo. Esses leucdcitos ingerem e matam os agentes infecciosos no foco
infeccioso (Gaffen, 2011). Essa citocina age principalmente em células epiteliais, endoteliais e
estromais e podem ser produzidas por outras células além da Th17, como células Tyd, NKT,
macrdfagos, células indutoras do tecido linfoide (LTi) e linfocitos T foliculares (TFh) (Cua et
al., 2010). Durante a infeccdo pelo T. cruzij a citocina IL-17 torna-se importante no controle da
inflamacédo, desempenhando um papel de feedbacknegativo sobre a producdo de IFN-T e
guimiocinas em humanos e camundongos, modulando o sistema imunoldgico e o controle e
crescimento do parasita (de Andrade et al., 2018).

Nos pacientes com a forma clinica cardiaca da doenca de Chagas, ocorre desequilibrio
imunoldgico, ou seja, um processo inflamatorio exacerbado, aumentando o risco de Acidente
Vascular Encefalico (AVE) e morte. Esse grupo tem alta producéo de citocinas inflamatérias
como IFN-y, TNF-a, IL-1B e do agente oxidante 6xido nitrico (NO), que estdo envolvidos com
miocardite, fibrose e hipertrofia miocardica. Além disso, este grupo de pacientes tem um
aumento de células Th1l e uma diminuicdo de Th2, Th9, Th17, Th22 e resposta de células Treg
(Guedes et al., 2012). E possivel que esses pacientes apresentem uma predisposicio genética
para o estabelecimento de respostas inflamatdrias, através dos polimorfismos dos genes que
codificam as citocinas, diferenciando as formas indeterminadas, cardiacas e digestiva da
doenca.

As células T reguladoras (Treg) também sdo importantes na montagem e no
estabelecimento da Resposta Imune ao T. cruzi Elas produzem citocinas que participam do
controle da resposta inflamatoria local, prevenindo a exacerbacdo da resposta imune e a

destruicéo tecidual do hospedeiro. As Treg possuem origem e perfis diferentes, podendo ser
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classificadas como células Treg centrais, Treg periféricas e Treg residente nos tecidos, tém a
funcéo de regular a resposta imune do hospedeiro. Todas as células TCD4+ que dardo origem
as Treg, necessitam da expressdo do fator de transcricdo FOXP3 para se diferenciar (Liston et
al., 2014).

As células Treg centrais sdo produzidas no timo. Elas estdo presentes na circulagdo
periférica e nos érgdos linféides secundarios onde executam suas funcdes. J& as Treg periféricas
sdo as células Treg geradas através diferenciacao das células TCD4+ naivesna circulacdo e nos
orgdos linféides periféricos. As células Treg residente nos tecidos possuem residéncia em
tecidos que ndo sejam linféides (tecido adiposo, intestino e pulmdes), e podem desempenhar
funcbes além da regulacdo imunoldgica, através de programas de transcri¢do distintos dos
orgéos linfoides, como no tecido adiposo que expressam niveis elevados do gene que codifica
receptores que sdo fundamentais para regular a diferenciacéo de adipdcitos (Liston et al., 2014;
Cipolletta et al., 2012).

As Treg inibem a proliferagéo e ativacédo das células T efetoras, através da expressdo de
moléculas co-inibitorias (CTLA-4), como também pela producdo de citocinas supressoras como
a IL-10 e o TGF-[J. Algumas pesquisas mostram que pacientes com a forma clinica
Indeterminada da Doenca de Chagas tém maior frequéncia de células Treg no sangue periférico,
em comparagdo com pacientes com a forma clinica cardiaca da doenca (Liston et al., 2014).

Apesar de ser importante para a manutencdo do equilibrio da resposta imune, a presenca
das Treg no local de infeccdo pode ser considerada um indutor da persisténcia do agente
infeccioso (Apostolou et al., 2002; Feng et al., 2014).

Embora ndo haja evidéncias para a funcéo real desta célula na populacdo com doenca
de Chagas, ja demonstramos que no sangue periférico de pacientes com a forma indeterminada
h&a um aumento na frequéncia de circulacdo Foxp3 + CD25high CD4 + regulatorio T células
(de Araujo et al., 2011; Araujo et al. 2007) e esses pacientes também apresentam um aumento
significativo na concentracdo de Foxp3 + nas células do tecido cardiaco (de Araujo etal., 2011),

sugerindo que células podem estar envolvidas no controle da morbidade da doenca de Chagas.

1.1.4 Polimorfismo nos genes ddamilia de citocinasIL -17 e do fator de transcrigio
FOXP3 e a relaéo com a Doenca de Chagas
Os polimorfismos genéticos sdo variagdes genéticas que podem ocorrer em sequéncias
codificadoras e ndo codificadoras, levando a alteragbes qualitativas e/ou quantitativas das

proteinas em questdo (Lima et al., 2006). Entre os polimorfismos podemos encontrar
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polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) que é a forma mais abundante de variacdo genética
humana. (Collins et al., 1997 Bukowski et al., 2018)

A variabilidade genética e a resposta imunoldgica influenciam na patogénese da dC.
AssociacBes foram observadas em varios genes de citocinas com a suscetibilidade ou protecao
ao quadro clinico dessa enfermidade (Ayo et al., 2013). O polimorfismo em genes que
codificam citocinas, pode alterar o seu nivel de producdo, causando diferentes doencas e
influenciando as respostas imunolégicas (Lluis et al., 2014).

A IL-17 é uma familia de citocinas dividida em seis tipos: IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-
17D, IL-17E e IL-17F. Elas séo secretadas principalmente pelas células Th17, desempenhando
uma importante fungdo na homeostase dos tecidos e na progressdo de inimeras doengas. A IL-
17A e IL-17F medeiam a inflamacao tecidual ao induzir a expressdo de varias citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas e metaloproteinases (Miossec et al., 2009; Poomarimuthu et al.,
2018). A IL-17A ativa células T, estimula a producdo de outras citocinas como IL-1, IL-6, IL-
8, ativa fatores de crescimento de colonia de granuldcitos, moléculas de adesdo celular e
fibroblastos, gerando a inflamacéo (Yang et al. 2016).

Estudos sugerem que alguns polimorfismos do gene da IL-17 podem estar associados a
doencas autoimunes relacionadas com o tecido cardiaco, tais como doenca cardiaca reumatica,
febre reumatica e lesbes valvares mitrais (Poomarimuthu et al., 2018), bem como a doencas
infecciosas (Zhao et al., 2016) (Quadro 1).

QUADRO 1- Estudos sobre o polimorfismo da IL-17 e sua relagdo com doencas autoimunes e

inflamatorias. (Continua)

AUTORES POLIMORFISMO PATOLOGIA ACHADOS
ANALISADO

Vrgoc et al.,
2018.

IL-17A, IL-17F e | Osteoartrite O gendtipo T/C esteve

Toll-like Receptor 10
(TLR10)

Primaria (OA)
quadril e joelho

associado ao maior risco para
adquirir a OA de quadril, mas
ndo a OA do joelho. O alelo C
foi associado a susceptibilidade
a OA do quadril. O gendtipo
T/T foi associado a protecdo a
OA de quadril.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poomarimuthu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29985710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poomarimuthu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29985710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vrgoc%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29194748

25

(Continuacdo) QUADRO 1- Estudos sobre o polimorfismo da IL-17 e sua relagdo com doencas

autoimunes e inflamatérias.

AUTORES POLIMORFISMO PATOLOGIA ACHADOS
ANALISADO
Holster et al., | IL-17A Asma e/ou Rinite | Ascriangas entre 11-13 anos de
2018. Alérgica pos- | idade, com gendtipo GA ou AA
Bronquiolite tiveram menos crises asmaticas
ou rinite alérgica e uso de
corticosteroides inalados,
durante o ultimo ano, do que
aquelas com o genétipo GG.
Yang et al,| IL-23R (rs6693831) | Espondilite Pacientes com genétipo CC e
2017. e IL-17A | Anquilosante (EA) alelo C do polimorfismo IL-
(rs2275913) 23R apresentaram risco
diminuido de EA, o gendtipo
TT e o alelo T do mesmo
polimorfismo, mostrou risco
significativamente menor.
Individuos portadores do alelo
A da IL-17A apresentaram
maior morbidade de EA.
Da Silva et al., | IL17A (rs2275913) e . . A Esta metanalise ndo mostrou
2017. IL17F (rs763780) ng;) dgmgeeri(ijrgr?tﬁ: associacdo significativa entre
Agressiva (PA) os polimorfismos da IL-17A e
IL-17F na PC e PA na avaliacao
alélica.
Akbulutet al., | IL-6 e IL-172 . Nenhuma associacdo
2017. Doenc;_a Celiaca (DC) estatisticamente  significativa
em Criancas foi  observada entre o
polimorfismo IL-17A e DC,
diferente da IL-6 que pode
desempenhar susceptibilidade a
essa enfermidade.
Korppi et al., | IL-17A (rs4711998, . . O haplétipo GTA  dos
2017. 58193036 e 8§fﬁ:§tefjéuefﬁf"'us polimorfismos ~ da  IL17A
rs2275913) (BCG), apbs a rs4711998,  rs8193036 e
vacinacio com BCG r522,75913, foi agsoc[ado a
neonatal. osteite apds a vacinagdo com
BCG.
Gomes da Silva | IL-23R . . Os polimorfismos na IL-23R e
etal., 2017. (rs10889677), IL- (AA”R[')te Reumatoide | |~ A" poderiam  contribuir
17A (rs2275913) e para o desenvolvimento da AR.

IL-17F (rs763780)

Na IL-17F, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre os
casos de AR e os controles.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akbulut%20UE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28928101
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korppi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28916742
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(Continuacdo) QUADRO 1- Estudos sobre o polimorfismo da IL-17 e sua relagdo com doencas

autoimunes e inflamatérias.

AUTORES POLIMORFISMO PATOLOGIA ACHADOS
ANALISADO
Renetal., 2017. | IL-17A (rs2275913) Hepatite B Possuir o genotipo GG na IL-

e IL-17F (rs763780)

17A e 0 gendtipo TT na IL-
17F podem aumentar o risco de
infeccdo por hepatite B.

Tian et al., 2017.

IL23R (rs10889677),
ILL7A (rs2275913) e
ILL7F (rs763780)

Enterocolite
necrosante (NEC)

Os resultados revelaram que a
combinacédo do gendtipo IL17F
(TC + CC) e do alelo C
aumentou o risco de NEC. No
entanto, IL23R e IL17A néo

foram associados a
suscetibilidade a  doenca
estudada.

Marwa et al.,
2017.

ILL7A (rs2275913),
IL17F (rs763780) e
ILI7F 7383 A/ G

Artrite Reumatoide

(AR)

Os resultados indicaram que 0s
polimorfismos IL17F e IL17F
7383 A/G foram associados ao
risco de AR.No entanto, o
polimorfismo  IL17A  néo
mostrou associacao
significativa com a prevaléncia
de AR na populacgéo tunisiana.

Rolandelli et al.,
2017.

IL-17A (rs2275913)

Tuberculose (TB)

O genotipo AA da IL-17A esta
positivamente  associado a
protecdo a tuberculose ativa,
mas esta relacionado a maior
gravidade da doenca na
populacdo da Argentina.

Bialecka et al., | IL17A (rs2275913) e Psoriase Os polimorfismos IL17A e
2016. IL17F  (rs763780; IL17F ndo sdo marcadores de
rs11465553; suscetibilidade a psoriase. No
rs2397084) entanto, o IL17F pode afetar a
resposta a fototerapia com
ultravioleta B de banda

estreita (NB-UVB).
Pawlik et al., IL17A (rs2275913) e . . Os resultados sugerem que o
2016. ILI7F  (rs763780, ’(AA”F:')te Reumatoide | i orfismo do gene IL17A e
rs11465553, ILI7F  ndo sdo fatores
rs2397084) importantes  associados  a
suscetibilidade e a alguns

parametros clinicos da AR em
uma populacdo polonesa.
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(Conclusdo) QUADRO 1- Estudos sobre o polimorfismo da IL-17 e sua relagdo com doencas

autoimunes e inflamatérias.

AUTORES

POLIMORFISMO
ANALISADO

PATOLOGIA

ACHADOS

Wang et al.,
2016.

IL-17A (rs4711998),
IL -17A (rs2275913)
e IL-17F (rs763780)

Hepatite B cronica e
cirrose hepética
relacionada ao virus
da hepatite B.

A andlise indicou que o alelo G
da IL-17A (rs4711998) e o
genétipo AG aumentaram o
risco de desenvolvimento de
cirrose hepética relacionada ao
virus da hepatite B entre
homens e grupos de individuos
com mais de 50 anos. Além
disso, ndo foi observada
associacdo significativa entre
os  polimorfismos IL-17A
(rs2275913) e IL-17F e o risco
para as duas enfermidades
estudadas.

Shiet al., 2015.

IL-17A (rs2275913)
e IL-17F (rs763780)

Tuberculose (TB)

Os individuos com gendtipo
AA e GA + AA de rs2275913
tiveram maior probabilidade de
ter um risco significativamente
aumentado de TB em
comparacdo aos individuos
com o gendtipo GG. O gendtipo
CC e TC + CC de rs763780
foram associados ao aumento
do risco de TB quando
comparado ao gendtipo TT.

Wang et al.,
2014.

IL-17A (rs2275913)
e IL-17F (rs763780)

Esclerose Multipla
(EM)

Uma frequéncia aumentada do
genétipo TT ealelo T da IL-17F
foi detectado em pacientes com
EM em comparacdo com
controles. JA& na IL-17A as
frequéncias  genotipicas e
alélicas ndo foram diferentes.

Reis et al., 2017.

ILI7A (rs2275913) e
da IL17F (rs763780)

Cardiomiopatia
Chagasica Cronica
(CCC)

Os resultados
envolvimento dos
polimorfismos da IL17A e
IL17F na suscetibilidade a esta
enfermidade e no
desenvolvimento e progressao
da cardiomiopatia.

sugeriram 0
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Em relacdo ao gene FOXP3 estd no brago pequeno do cromossomo X, no locus

Xp11.23. Polimorfismos deste gene podem influenciar na sua atividade, promovendo o

estabelecimento de diversos desequilibrios na resposta imune (Oda et a., 2013; Chatrabnous et

al., 2018).

Vaérios estudos tém analisado a associagdo do polimorfismo do FOXP3 com o

desenvolvimento de doencas infecciosas (Beiranvand et al., 2017) inflamato6rias e/ou

autoimunes (Bossowski et al., 2014), além de doencas neoplasicas malignas (Jiang et al., 2017)

(Quadro 2).

Quadro 2- Estudos sobre o polimorfismo da FOXP3 e sua relacdo com doencas autoimunes,

inflamatorias e neoplasias malignas. (continua)

AUTORES | POLIMORFISMO PATOLOGIA ACHADOS
ANALISADO
Beiranvand et | FOXP3 (rs3761548) | Tuberculose A frequéncia do alelo G no rs2232365
al., 2017. e FOXP3 | (TB) foi maior nos pacientes com TB do que
(rs2232365) no grupo controle. Ndo  houve
diferencas estatisticamente
significativas entre o padrdo de
distribuicéo do polimorfismo
rs3761548, juntamente com o efeito
sobre a expressdo do gene FOXP3 entre
0s dois grupos.
Kwon et al., | FOXP3 (rs5902434, Pabilomatose Frequéncias genotipicas GF de
2017. rs3761548, p_ L rs5902434 e GG rs2232365 foram
rs3761549 e | Respiratoria menores em pacientes do sexo feminino
rs2232365) Grave com papilomatose respiratéria grave,
Recorrente do que controles, conferindo fator
protetor.
Zhangetal.,, | FOXP3 (rs3761547, Colite Os alelos (C, G, A) de (rs2232365,
2017. rs2232365, . rs2294021, rs3761548) foram mais
rs2294021, Ulcerativa (UC) frequentes em pacientes do sexo
rs3761548) masculino com UC grave do que nos

controles. Os alelos (C, G, A) e
gendtipos (TC + CC, GA + GG, CA +
AA) de (rs2232365, rs2294021,
rs3761548) foram significativamente
aumentados nos pacientes femininos
com UC severa.
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(Conclusdo) QUADRO 2- Estudos sobre o polimorfismo da FOXP3 e sua relacdo com doencas
autoimunes, inflamatdrias e neoplasias malignas.

Jiang et al., FOXP3 (rs3761548) Cancer de O gendtipo AA/AC de rs3761548 foi
2017. e FOXP3 . associado a um maior risco de DTC em
(rs2280883) Tiredide mulheres. A frequéncia do gendtipo
Diferenciado | cc/CT 152280883 foi menor nos
(CTD) pacientes com CDT.
In et al, | FOXP3 (rs5902434, Anemia N&o houve diferenca significativa nas
2017. rs3761548, L. frequéncias genotipicas dos
rs3761549, Aplasica (AA) | holimorfismos  do  FOXP3  entre
rs2232365) pacientes e controles. O alelo C
rs3761548 foi significativamente maior
nos pacientes com anemia aplasica do
que nos controles. O gendtipo C/C
rs3761549 do sexo feminino foram
associados com maior risco de nao
responder ao tratamento.
Bossowski et | FOXP3 rs3761549, Doenca de O genotipo G/A rs3761549 e T/C
al., 2014. rs3761548 e ¢ . | rs3761547 foram mais frequentes em
rs3761547 (_Srav.es. (DG)ea mulheres com DG em compara¢ao com
tireoidite de | 55 saudaveis. Nao houve diferencas
Hashimoto (TH) | significativas nos alelos e por sexo no
eém criancas € | rs3761548.
adolescentes.
Chen et al., | FOXP3rs3761548 Cancer Os gendtipos AA, AC e combinado
2014, (AA + AC) conferiu um risco
Colorretal significativamente maior de CCR. Né&o
(CCR) foi observada associacdo apoOs a
estratificacdo ~ por  caracteristicas
clinicas como: idade, género e estagio
patologico TNM.
Song et al, | FOXP3 (rs2232365, Vitiliao O gendtipo GG rs2232365 apresenta
2013. rs3761548 e g aumento do risco de vitiligo, em
rs5902434) comparagdo com 0s genotipos AA

rs2232365 e CC rs3761548.

No entanto, nenhum estudo até o presente momento foi realizado analisando a

associacdo de polimorfismos no gene FOXP3 com a evolucdo clinica da doenca de Chagas, e

poucos trabalhos avaliaram esta associacdo com polimorfismos da IL-17A. Dessa forma, o

presente trabalho objetivou avaliar a associacdo entre esses fatores e o desenvolvimento das

formas clinicas, bem como dos escores de risco de morte e AVE da Doenca de Chagas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a associagdo de polimorfismos da citocina IL-17A e do fator de transcricio FOXP3
com o desenvolvimento de formas clinicas determinadas da Doenca de Chagas e escores de
risco moderado/alto de Acidente Vascular Encefalico (AVE) e de morte.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos dos genes IL-17 (rs
2275913) e FOXP3 (rs 3761548) em pacientes com a forma crénica da Doenca de
Chagas.

Analisar a associacdo entre os diferentes genotipos destes polimorfismos com o
desenvolvimento das formas clinicas determinadas da fase crénica da Doenca de
Chagas.

Analisar a associacado entre os diferentes genotipos destes polimorfismos com os escores
de risco de acidente vascular encefalico (AVE) e de morte nos pacientes analisados.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 CARACTERIZAQAO DO ESTUDO

Foram analisados 185 pacientes com DC, idades variando de 22 a 78 anos, sendo 97
(52,4%) do sexo masculino e 88 (47,6%) feminino. Todos 0s pacientes apresentavam
confirmacdo sorolégica para a DC, encontravam-se na fase cronica da infecgdo e eram
acompanhados clinicamente no Ambulatério de Doenca de Chagas (ADOC) da Faculdade de
Ciéncias da Saude (FACS) da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN).

Cada participante foi previamente informado quanto aos objetivos da pesquisa e dos
procedimentos a serem adotados, e aos que aceitaram participar da pesquisa foi solicitada a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Posteriormente foram
coletadas aliquotas de sangue periférico no ADOC para a realizagdo das analises laboratoriais
no laboratdrio de Biologia Molecular (BIOMOL) da FACS/UERN.

Os dados de todos os participantes foram codificados e mantidos em completo sigilo e
anonimato, e os bancos de dados criados foram acessados exclusivamente pelos membros da
pesquisa.

Os aspectos éticos da pesquisa foram regulamentados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte. CAAE: 43783915.3.0000.5294. Numero
do parecer: 1.160.553. Data: 21/07/2015.

3.2 EXTRACAO DO DNA

Inicialmente foi realizada a extracdo do DNA dos participantes da pesquisa utilizando-
se o kit Ilustra Blood Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, USA), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante, e a suspensdo de DNA obtida foi armazenada sob refrigeracédo a
cerca de -20°C.

A analise qualitativa da integridade e a estimativa da concentracdo do DNA foram feitas
por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8% e espectrofotometria, respectivamente,

conforme descrito por Sambrook & Russel, 2001.

3.3 DETERMINACAO DOS GENOTIPOS DA IL-17A E FOXP3.

Os genotipos dos polimorfismos no gene da IL-17A (rs 2275913) e FOXP3 (rs 3761548)
foram determinados através de PCR, seguido pela analise da presenca de sitios de restrigéo,
conforme descrito por Gomes et al., 2016 e Jahan etal., 2013, respectivamente, com adaptac¢oes

nas condic¢des de PCR (descritas a seguir).
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As composicdes das reagdes de PCR, bem como as condi¢fes da amplificacdo e as

informag0es dos iniciadores utilizados se encontram disponiveis nos Quadros 3, 4 e 5.

Quadro 03- Composicao das reacdes de PCRs para determinacao dos gendtipos da IL-17 e FOXP3.

COMPONENTES DA PCR

Polimorfismo Analisado

IL-17A (rs 22759130)

FOXP3 (rs 3761548)

H20 16,3 pL 16,0 pL

Tampao 10x 2,5 UL 2,5 L

MgCl2 (50 mM) 1,0 uL 1,2 uL

dNTP (10 Mm) 1,0 L 1,0 uL

Primer FOXP3OF (10 nmol/mL) - 1,0 uL

Primer FOXP30OR (10 nmol/mL) - 1,0 uL
Primer IL17AF (10 nmol/mL) 1,0 uL -
Primer IL17AR (10 nmol/mL) 1,0 uL -

Taqg DNA Polimerase(5 U/uL) 0,2 pL 0,3 puL

DNA (90 ng) 2,0 L 2,0 L

Volume Total 25,0 25,0

Quadro 4 - Condigbes utilizadas na PCR para a determinacdo dos gendétipos dos pacientes com
Doenca de Chagas para os genes da IL-17A (rs 22759130) e FOXP3 (rs 3761548).

Desnaturacéo 35 ciclos Extensdo
Inicial — Final
Regido Desnaturacdo Hibridizacéo Extensdo
Polimérfica Temp (°C) Tempo | Temp (°C) Tempo | Temp (°C) Tempo | Temp (°C) Tempo |Temp (°C) Tempo
IL-17A 94 10° 94 45” | 60 457 | 72 457 | 72 10~
FOXP3 94 10° 94 60” | 58 60” | 72 60” | 72 10~
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Quadro 5 — Iniciadores utilizados para a realizacdo da genotipagem do gene IL-17A e FOXP3 por
meio de PCR alelo-especifica.

Iniciador Sequén<ei3d )( 9Direcao* Posicao* Tamanho
IL-17AF | AGGTACATGACACCAGAAGACC| A Chr6:52186013
IL-17AR | TGCCCACGGTCCAGAAATAC a Chr6:52186526 514 pb
FOXP30OF | GACTTAACCAGACAGCGTAG A ChrX: 49261972
FOXP30R | CTGGTGTGCCTTTGGTCT a ChrX: 49261409 564 pb

*Posicdo do primeiro nucleotideo do iniciador, segundo a versdo 2013 do genoma humano, depositada
no site UCSC (https://genome.ucsc.edu)

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
a 2,0% (Sambrook e Russel, 2001), utilizando-se Gel-RED (como intercalante do DNA) e
visualizados ap0s exposicao a luz ultravioleta.

Os amplicons obtidos para o gene da IL-17A e FOXP3 foram submetidos ao processo
de andlise da presenca de sitios de restricdo para as enzimas Xag | (Invitrogen™-Anza™) e Pst
I (Invitrogen™-Anza™), respectivamente, utilizando as condigGes descritas no Quadro 06.
Todas as amostras foram submetidas a digestdo por duas horas a 37°C. Posteriormente foi
realizada eletroforese horizontal, em gel de agarose a 2,0%, utilizado Gel-RED e visualizados

apos exposicao a luz ultravioleta, para determinacdo dos genotipos (Figura 3 e 4).

Quadro 06 - Composicao das reacbes de digestdo do produto da PCR para a investigacdo das

sequéncias polimdrficas dos pacientes com Doenca de Chagas nos genes da IL-17A e FOXP3.

Polimorfismo Analisado
COMPONENTES DA RFLP
IL-17A (rs 22759130) FOXP3 (rs 3761548)

H20 4,2 uL 2,7 UL
Tampéao 10x 10puL 1,0puL

Enzima XAG | (10 U/uL) 0,3 pL -
Enzima PST | (10 U/uL) - 0,3 pL
Produto da PCR 4,5 pL 6,0 pL
Volume Total 10,0 pL 10,0 pL



https://genome.ucsc.edu/
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147 156 176 177 183 187 189 198 199 205 213 218 219 221 230 232 233 234 239 MAR

Figura 3- Eletroforese em gel de agarose para a determinagdo dos genoétipos da IL17A. Pc 189 — Individuo
heterozigoto para os alelos A e G; Pc 183 — Individuo homozigoto — presenca do alelo G; Pc 187 — Individuo

homozigoto para o alelo A.

Figura 4- Eletroforese em gel de agarose para a determinacdo dos genétipos do FOXP3. Pc 115 — Individuo
heterozigoto — presenca dos alelos A e C; Pc 117 — Individuo homozigoto para o alelo A; Pc 116 — Individuo
homozigoto para o alelo C.

3.4 AVALIACAO CLINICA

A identificacdo das formas clinicas, assim como a determinacdo dos escores de riscos
para acidente vascular encefélico (AVE) e morte, variaveis ecocardiograficas como, fracdo de
ejecdo, alteracdo de contratilidade, indice de massa do ventriculo esquerdo, diametro do atrio
esquerdo, diametro diastolico do ventriculo esquerdo, diametro sistélico do ventriculo

esquerdo, foi realizada de forma retrospectiva, através da analise dos prontuarios dos pacientes,
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arquivados) no ADOC da FACS-UERN, apds prévia autorizagdo. Os escores de risco de AVE
e morte foram determinados usando os critérios de Souza et al., 2008 e Rassi Jr et al., 2006,

respectivamente.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados sofreram anélise por estatistica descritiva sendo expressos em valores de
frequéncia simples e porcentagem através do programa estatistico SPSS (IBM SPSS Statistics
for Windows. Armonk, NY: IBM Corp.) versdo 20.0. Para verificar a associagdo entre as
diferentes variaveis estudadas com a ocorréncia de agravos foram obtidos valores de
probabilidade estimada através de regressdo logistica. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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4. RESULTADOS

Em relacdo a forma clinica dos 185 pacientes analisados, 88 (47,6%) tinham a forma
clinica indeterminada, 54 (29,2%) a cardiaca, 20 (10,8%) a digestiva e 23 (12,4%)
cardiodigestiva. Quanto a avaliagdo dos escores de risco de AVE, 03 pacientes (1,6%) nédo
foram possiveis determinar estes escores, devido a falta de exames complementares
necessarios, restando 182 pacientes, dos quais revelou-se que 63 (34,6%) individuos tinham
escores 0, 75 (41,2%) possuiam escore 1, 13 (7,1%) com escore 2, 10 (5,4%) com escore 3, 14
(7,6%) com escore 4 e 7 (3,8%) com escore 5. No que tange ao Risco de Morte, 85 (45,9%) nédo
entraram nos critérios para a classificacdo dessa variavel por ndo apresentarem alteracdo de
contratilidade ao Ecocardiograma transtoracico (ECO), bem como ndo se determinou o risco
de morte de 08 pacientes (4,3%) pela auséncia de exames complementares. Dessa forma,
permaneceram 55 (59,7%) pacientes com baixo risco, 25 (27,2%) com risco intermediario e 12
(13,0%) apresentaram alto risco.

Em relagcdo a determinacdo da distribuicdo das frequéncias genotipicas para 0 SNP
rs2275913 no gene da IL-17A, foram utilizadas as amostras dos 185 pacientes, o que revelou
que para a identificacdo do gendtipo, 95 (51,2%) eram homozigotos para o alelo G, 74 (40,0%)
eram heterozigotos e 16 (8,8%) apresentavam o alelo A em homozigose. Ja para a analise do
polimorfismo rs3761548 no gene da FOXP3, sendo encontrado 90 (48,7%) individuos
homozigotos/hemizigotos para o alelo C, 50 (27,0%) heterozigotas (AC) e 45 (24,3%)
apresentavam o alelo A em homozigose/hemizigose. A distribuicdo dos genotipos de ambos 0s
polimorfismos analisados encontrava-se de acordo com o esperado segundo o equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Quando comparada a distribuicao dos pacientes segundo a forma clinica e a faixa etaria
de acordo com os gen6tipos do gene IL-17A, revelou-se que a probabilidade de os individuos
evoluirem para uma forma clinica determinada (cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva) ndo
apresentou relacdo com o avancar da idade (p=0,416). De forma semelhante, a avaliacdo dos
gendtipos AA/AG (p=0,276) ou GG (p=0,425) nao revelaram associacdo significativa com o

aumento da probabilidade do desenvolvimento das formas clinicas determinadas. (Figura 05)
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# TODOS OS GENOTIPOS (p=0,189).17A GG (p=0,425)A IL17A AA/AG (p=0,276)
0,8
0,7

o o
U o

PROBABILIDADE (%)
© o o ©
o [ N w N

0 20 40 60 80 100
IDADE (ANOS)

FIGURA 5- Probabilidade estimada de evolucédo para uma forma clinica da Doenca de Chagas definida com o
aumento da idade, em relacdo ao genétipo da IL-17A

Em relacdo ao Risco de AVE, independentemente do genoétipo, avaliou-se que a
probabilidade de os individuos evoluirem para o risco aumentado foi significativo com o
avancar da idade independente para o genotipo avaliado (p=0,0001). Da mesma forma, este fato
foi evidenciado quando estudados separadamente os genotipos AA/AG (p=0,004) e GG
(p=0,004). (Figura 06)

# TODOS 0S GENOTIPOS (p=0,008).17A GG (p=0,004)a IL17A AA/AG (p=0,004)
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FIGURA 6 - Probabilidade estimadade possuir moderado/alto (escore > 3) risco de Acidente Vascular Encefalico
em pacientes com doenca de Chagas com o aumento da idade, em relagdo ao gendtipo da IL-17A

Em relacdo ao Risco de Morte, foi constatado que a presenga dos gendétipos AA/AG

com 0 aumento da idade teve probabilidade maior do paciente com DC apresentar risco 3 a 5
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(p=0,035), enquanto que o genttipo GG se apresentou estatisticamente irrelevante (p=0,210).
Apesar disso, a avaliagdo do Risco de Morte de forma independente do genétipo revelou um
aumento das chances desse risco com o passar dos anos (p=0,02). (Figura 07)
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FIGURA 7- Probabilidade estimada de possuir moderado/alto (escore >7) Risco de Morte em pacientes com
Doenca de Chagas com o aumento da idade, em relacdo ao gendtipo da IL-17A

Quando comparada a distribuicao dos pacientes segundo a forma clinica e a faixa etaria
independente do gendtipo do gene FOXP3, revelou-se que a probabilidade de os individuos
evoluirem para uma forma clinica determinada (cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva)
aumentou com o avancar das idades, apesar de ndo ter sido significativo estatisticamente
(p=0,169), assim como também quando os gendétipos CC/C foram avaliados separadamente
(p=0,845). No entanto, o grupo de individuos com os genotipos AA/A/AC parecem ter uma
evolucdo clinica para as formas determinada estatisticamente significante (p=0,072). (Figura
08)
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FIG URA 8- Probabilidade estimada de evolucdo para uma forma clinica determinada com o aumento da idade,
em relacdo ao gendtipo FOXP3.

Por outro lado, ao ser avaliado o Risco de AVE, foi observado que independente do
gendtipo, a probabilidade do paciente com DC apresentar risco 3 a 5 aumentava com o avango
da idade (p=0,0001). Da mesma forma, ocorreu elevacdo da chance desse risco quando foram
analisados os genotipos AA/A/AC (p=0,001) e CC/C (p=0,007). Apesar disso, a evolucao do
Risco de AVE e a presenca dos genotipos AA/A/AC demonstrou uma maior correlacdo com o

passar dos anos. (Figura 09)
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FIGURA 9 - Probabilidade estimada de evolugdo de risco de AVE com o aumento da idade, em relacdo ao
genotipo FOXP3.
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Ao estudar a probabilidade de apresentar Risco de Morte intermediario/alto, notou-se
que a idade aumentou significativamente de forma independente do gendtipo avaliado (p=
0,02). Todavia, quando se trata dos gendtipos AA/A/AC, este mostrou-se estatisticamente
irrelevante (p=0,116), assim como o grupo de pacientes com genétipo CC/C (p=0,069). (Figura
10)
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FIGURA 10- Probabilidade estimada de evolucdo do Risco de Morte com o aumento da idade, em relacdo ao
gendtipo FOXP3.
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5 DISCUSSAO

O papel das células Treg e Th1l7 nainfeccdo pelo T. cruzindo é completamente
compreendido. No entanto, é provavel que a forma clinica indeterminada da DC esteja
associada a um perfil de citocinas anti-inflamatdrias, enquanto a forma cardiaca ao perfil
inflamatorio, e por meio de mecanismos ainda ndo descobertos, a evolu¢édo para a forma clinica
cardiaca esta relacionada a perda de habilidade para controlar a resposta imune inflamatoria,
levando a destruicdo do tecido (Dutra et al., 2014). Ademais, outras caracteristicas como fatores
ambientais, interacdo parasito-hospedeiro, comorbidades do hospedeiro, heterogeneidade
genética do parasita e diversidade genética do hospedeiro podem influenciar na evolucdo clinica
desta enfermidade.

A idade também desempenha um papel importante na evolugéo clinica da DCh. Um
maior risco de morte em pacientes chagasicos é observado em pacientes com idade superior a
48 anos (Rassi et al., 2006). Nossos resultados corroboram com os dados da literatura, ja que
0s pacientes aqui avaliados apresentaram escores de risco de Morte maior com 0 avancar da
idade. Ademais, resultado semelhante foi encontrado quando se avaliou o Risco de AVE.

No entanto, foi observado que na heranga GG do polimorfismo rs2275913 — c¢.-197 G>A
para IL-17A fez com que a probabilidade de apresentar risco de morte médio ou alto néo
aumentasse significativamente com a idade. Sugere-se que este fato esteja relacionado a uma
maior expressdo da IL-17A por linfocitos CD4+, CD8+, desenvolvendo, portanto, um efeito
protetor aos pacientes que carreiam este alelo.

Quando o Risco de Morte desses pacientes foi associado com os polimorfismos da IL-
17A e do FoxP3, a presenca dos genotipos AA/AG e CC/C, respectivamente, foram
relacionados ao aumento desse risco. Entretanto, ndo se pode justificar tal fato exclusivamente
pela presenca destes genotipos, uma vez que a idade também é um fator que influencia nesse
risco.

Em relacdo ao Risco de AVE, os pacientes com o avancar da idade apresentaram maior
chance de ter um risco médio a elevado, independente do genétipo avaliado. Entretanto, quando
se avaliou separadamente os gendtipos, este risco se mostrou maior para pacientes com o
genétipo CC/C do polimorfismo do FoxP3 e AA/AG do polimorfismo da IL-17A. De modo
semelhante ao discutido anteriormente, ndo se deve este fato exclusivamente pela presenca
destes alelos, uma vez que a idade também é um fator que influencia no aumento desse risco.

Estudos investigaram possiveis associagGes entre polimorfismos das IL17A
(rs2275913) e IL17F (rs763780) com a DC e a gravidade da disfungdo sistolica ventricular
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esquerda (DSVE) em pacientes com CCC. Verificou-se que os niveis da IL17A estavam
significativamente aumentados tanto nos pacientes com CCC, como também nos pacientes com
CCC e DSVE leve e pacientes com CCC e DSVE grave quando comparados ao grupo de
individuos saudaveis. Apesar do nosso estudo nédo ter quantificado nos niveis da IL-17A, ndo
foi encontrada nenhuma correlagdo entre os genoétipos e as formas clinicas determinadas da
Doenca de Chagas com avanco da idade.

Observou-se na nossa pesquisa que havia uma correlacdo positiva da presenca dos
gendétipos AA/AG com o maior Risco de Morte e Risco de AVE, na qual uma das variaveis
utilizadas para o calculo desse risco € a Disfuncdo Contratil Global ou Segmentar do Ventriculo
Esquerdo e a Disfuncéo Sistolica do Ventriculo Esquerdo, respectivamente. Estudos realizados
em pacientes tém mostrado que a presenca do alelo A do gene da IL-17A esta associado a alta
expressdo da IL-17A, comparado com o alelo G. Esse efeito resulta possivelmente do fato desse
polimorfismo estar localizado dentro de um motivo de ligagdo para o fator de transcricédo
NFAT, que se trata de um regulador critico da regido promotora da IL-17 (Espinoza et al.,
2011).

A familia da IL-17 possui seis membros (IL-17A a IL-17F) que foram relatados como
tendo efeitos protetores em infeccdes bacterianas e fungicas, mas apresenta papeéis
contraditérios em infecgdes parasitarias. A IL-17A é uma citocina chave que induz respostas
inflamatdrias promovendo principalmente a migracéo de neutrofilos. Os papeis da IL-17A na
infeccdo de parasitas protozoarios intracelulares ndo foram elucidados, embora as respostas
imunes aumentadas pela IL-17A sejam importantes para a resolucdo de algumas
infeccdes. Portanto, em alguns trabalhos experimentais camudongos deficientes em IL-17A e
infectados com a cepa Tulahuén do Trypanosoma cruztiveram uma taxa de sobrevivéncia
menor e uma maior parasitemia em compara¢ao com camundongos sevalgens C57BL/6. Estes
resultados sugerem que a ativacao eficiente de células imunes que sdo criticas para a morte do
T. cruzifoi prejudicada na auséncia de IL-17A, resultando na maior suscetibilidade desses
camundongos a infec¢do pelo parasita (Miyazaki et al., 2010).

Outro estudo, dessa vez utilizando animais deficientes para o receptor das citocinas IL-
17A e IL-17F (IL-17RA) e infectados com a cepa Tulahuén, confirmou os dados anteriores,
com elevada inflamacdo e dano tecidual de 6rgdos vitais, mas com niveis semelhantes de
parasitemia. A auséncia de IL-17RA causou uma reducdo no recrutamento de neutréfilos para
o local da infeccdo e em érgdos como o baco e o figado, devido a reducdo da expressao dos
receptores CXCL1 e CXCL2 que sdo relacionados com o processo quimiotatico de neutréfilos
(Boari et al., 2012).
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Pesquisa utilizando a cepa Y e 0 modelo animal experimental susceptivel ao T. cruzi,
BALBI/c, mostrou que quando a inoculagdo do parasita no sangue é baixa (100 tripomastigostas
por animal), a IL-17 promove protecdo contra o desenvolvimento da miocardite, por inibir a
diferenciacdo do perfil de células Th1, durante a fase aguda da infeccdo (da Mata Guedes et al.,
2010). No entanto, experimentos utilizando altos niveis de inoculacdo do parasita (2.000
tripomastigostas por animal), a IL-17 ndo possui mais o efeito protetor, sendo relacionada com
alta carga parasitaria no coragéo e baixa infiltracdo de células TCD4 e alta mortalidade (Sanoja
etal., 2013).

Guedes et al. 2012, estudando pacientes com a forma cronica da Doenga de Chagas,
observou que a producdo reduzida das citocinas IL-10 e IL-17 em associacdo com altos niveis
de IFN-y e TNF-a, em células de pacientes mantidas em cultura, esta correlacionada com a
gravidade da cardiomiopatia da doenca de Chagas.

Em pacientes com a forma clinica Indeterminada da DC ha predominéancia de uma
resposta imune mais reguladora, onde ha um equilibrio entre a persisténcia parasitaria e a
resposta imune do hospedeiro, com a producdo principalmente das citocinas IL-10 e IL-17A
(Pérez-Molina et al., 2018). Dessa forma, o padrdo de resposta celular Th17, por meio da
producdo da IL-17A, parece desempenhar um papel protetor na DC e estudos de polimorfismo
desse gene sdo importantes para o melhor entendimento e progndstico da doenca (Miyazaki et
al., 2010).

Além das células Th17, outras células do padrao TCD4* participam da resposta imune
ao T. cruzi como as células T reguladoras (Treg). Fenotipicamente, estas sdo caracterizadas
pela expressdo do cluster de diferenciacdoCD25 e pela producdo das citocinas anti-
inflamatorias IL-10 e TGF-f. Genotipicamente, o que diferencia estas células é o fator de
transcricdo forkhead box P3FoxP3) (Jager e Kuchroo, 2010). A analise do polimorfismo do
gene desse fator de transcricdo ndo foi associada as formas clinicas determinada ou
indeterminada, independente do alelo estudado.

Pesquisas mostram que a heranca do alelo A do FoxP3, estd associada a uma maior
expressdo do FoxP3 em pacientes com Colite Ulcerativa Grave do que em individuos
saudaveis (Zhang et al., 2017). Ademais, outro estudo avaliou que o genétipo AA/A/AC do
mesmao polimorfismo foi associado a um maior risco de Céancer de Tiredide Diferenciado (CTD)
em mulheres, bem como, conferiu um risco significativamente maior de Cancer Colorretal
(CCR) (Jiang et al., 2017; Chen et al., 2014). Da mesma forma, quando analisado em pacientes
com Anemia Aplasica, o alelo C do mesmo polimorfismo foi significativamente maior nos

pacientes com a doenca do que no grupo de pessoas saudaveis (In et al., 2017). Nesse sentido,
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apesar desses estudos demostrarem que a expressdo dos genétipos AA/A/AC estarem
associados a uma maior quantidade de FOXP3 e consequentemente uma evolugdo menos
branda dessas doengas, no nosso estudo néo foi correlacionado tal fato, uma vez que néo existiu
associacao entre as frequéncias de diferentes alelos e as diversas formas clinicas da DC.

Modelos experimentais de animais resistentes a infecgdo pelo T. cruzie tratados com
G-CSF aumentaram os niveis de Treg na circulacdo e consequentemente aumentaram a
protecao contra a cepa colombiana do T. cruzi(Vaconcelos et al., 2013). Nessa mesma direcao,
animais C57BL/6 que tem as células Treg timicas comprometidas, apresentaram uma
desregulacdo na infeccdo pela cepa Tulahuén do parasita (Gonzélez et al., 2016).

Apesar de existirem varios estudos utilizando modelos animais para entender a
importancia das celulas Treg na infec¢do pelo T. cruzj poucos estudos envolvendo seres
humanos foram desenvolvidos com essa perspectiva. Todavia, ha algumas evidéncias de que
essas células sdo importantes na cronicidade da DC. Pacientes com a forma clinica
Indeterminada da DC possuem uma frequéncia maior de células Treg, sugerindo que a expansao
dessas células pode ser benéfica, possivelmente por limitar a forte atividade citotoxica das
células TCD8" como também reduzir a resposta das células TCD4* (de Araujo et al., 2011;
Sanoja et al., 2013). Além disso, um desequilibrio de resposta imunologica contra o T. cruzi
pode ser a causa de uma atividade supressora deficiente de células T reguladoras que controlam
a inflamacédo do miocardio (Guedes et al., 2012).

E sabido que o desenvolvimento da fisiopatologia da DC é influenciado fortemente pela
resposta imune do hospedeiro e sobretudo pelo balanco de citocinas ocasionado pelos padrdes
de resposta imune adaptativa celular Treg e Th17 (Marin-Neto et al., 2013). Por sua vez, a
expressdo das citocinas pode sofrer influéncia dos polimorfismos genéticos do hospedeiro.
Assim sendo, estudos com o objetivo de investigar a relacdo de polimorfismos de genes do
hospedeiro relacionados com a montagem da resposta imune ao T. cruzisdo importantes para
0 estabelecimento de um melhor prognoéstico como também para o estabelecimento de terapias

mais adequadas ao combate dessa infeccao.
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6 CONCLUSOES

- A idade mais avancgada dos pacientes estava significativamente associada a uma evolucao
clinica mais severa nos pacientes com Doenca de Chagas com maior chance de desenvolver

maiores riscos de morte e AVE.

- Os gendtipos AAJ/AG do polimorfismo do gene da IL17A (rs2275913 — ¢.-197 G>A) nao
foram correlacionados com a evolucdo clinica nos pacientes com a Doenca de Chagas. No
entanto, observou-se a associacdo com maior Risco de Morte e AVE.

- Os gendtipos AA/A/AC do gene do FOXP3 (rs3761548 — c.-32 79 C>A) parecem estar
associados a uma evolucao clinica para as formas determinadas da DC, bem como maior Risco
de AVE.
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ANEXOS

APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Este é um convite para vocé participar da pesquisa: Associacaado Polimorfismo Génico Dall -
17A e FOXP3 com a EvolucdoClinica da Doencade Chagasjue é coordenada pelo Prof. Dr.
Thales Allyrio de Medeiros Fernandes e Dra. Paula Vivianne Souza de Queiroz Moreira. Este termo
segue as recomendacdes da resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salude e suas complementares.
Sua participacdo é voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer momento, retirando
seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade. Essa pesquisa visa lhe avaliar
clinicamente, quanto a possibilidade de estar infectado com uma doenca conhecida como Chagas. Para
tanto, é necessario além da consulta, aplicacdo de um questiondrio e uma coleta de sangue para
realizacdo de exames laboratoriais. Neste momento também serdo avaliados os riscos para a doenca no
seu coracdo, a gravidade e consequentemente a sugestdo de um tratamento mais apropriado para vocé.
Caso decida aceitar o convite, vocé sera submetido aos seguintes procedimentos: inicialmente sera
realizada uma coleta de 5ml de sangue venoso para confirmar a possivel doenca. Caso seja positivo,
vocé poderqd passar por um acompanhamento médico, podendo realizar gratuitamente o
eletrocardiograma, radiografia simples de toérax (Raio-X do peito), contrastado de eséfago e cdlon e
exames imunoldgicos. Ainda poderdo ser necessarios mais alguns exames complementares como, 0
ecocardiograma transtoracico (ultrassom do coracao) e Holter 24 horas (eletrocardiograma durante 24h,
mantendo sua rotina de vida). Caso tenha o seu consentimento, também sera realizada uma visita ao seu
domicilio para monitorar a possivel presenca do vetor transmissor da doenca em dia e horério
anteriormente combinado. Nds assumimos 0 compromisso que a amostra de sangue coletada sera
utilizada para os objetivos aqui propostos. No entanto, n6s pedimos permissdo para guardar sua amostra
remanescente, em nosso Laboratério de Pesquisa em Bioguimica e Biologia Molecular, no
Departamento de Ciéncias Biomédicas da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte. O plasma,
soro e DNA serdo guardados em tubos identificados através de um cddigo, somente conhecido pelo
pesquisador responsavel. Seu nome nao aparecerd no tubo. Qualquer acdo adicional que necessite
utilizar amostras colhidas neste presente estudo, so sera realizado apds avaliagio do Comité de Etica em
Pesquisa da UERN ou CONEP, que opinara sobre o0 novo procedimento proposto. VVocé ou seu guardido
legal sera consultado para autorizar 0 uso destas amostras em qualquer outro estudo que venhamos a
realizar. Os resultados dos estudos serdo mantidos em sigilo absoluto e ndo permitiremos acesso as
informagOes encontradas a terceiros: tais como seguradoras de salde e empregadores. NOs
informaremos a vocé ou pessoa responsavel sobre todos os resultados e identificagdo de algum marcador
e que determine uma maior gravidade no desenvolvimento da doenca. Garantimos que qualquer
resultado proveniente da pesquisa estara a sua inteira disposi¢do. Os riscos envolvidos com sua
participacdo séo: durante a coleta pode surgir uma leve dor no local da puncdo e uma pequena mancha
no local, que desaparecera espontaneamente em poucos dias, mesmo assim, isto é minimizado pelo fato
de que quem fara a coleta tem larga experiéncia neste tipo de procedimento. Caso vocé tenha medo de
coletar sangue, o procedimento pode lhe causar ansiedade e turvacdo visual, isto deve ser minimizado
Ihe colocando em posicédo deitada. Na realizacao dos exames de radiografia de torax, eletrocardiograma,
ecocardiograma transtoracico e Holter 24 horas os inconvenientes que podem surgir sdo algum
constrangimento para realizagdo dos mesmos, pois para os homens podem precisar cortar os pélos do
térax (realizado no ato do exame por técnica de enfermagem devidamente treinada) e para a mulher
pode haver algum constrangimento por precisar retirar blusa e sutid, momentaneamente para realizagao
destes exames, porém isto sera minimizado, deixando uma auxiliar sempre na sala, durante a realizagao
dos exames. VVocé terd os beneficios pelo fato de ser criteriosamente acompanhado pelo clinico e por
médicos cardiologistas com experiéncia, e todos 0s exames serdo encaminhados para serem realizados
no menor tempo possivel, sem qualquer custo para o participante. VVocé ainda contribuira do ponto de
vista cientifico, para o melhor entendimento da doenga de Chagas. Todas as informagdes obtidas seréo
sigilosas e seu nome ndo sera identificado em nenhum momento. Os dados serdo guardados em local
seguro e a divulgacdo dos resultados seré feita de forma a ndo identificar os voluntarios. Vocé também
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esta sendo informado de que sua adesdo € voluntéria e que ndo deve esperar receber qualquer retribuicao
financeira por sua participacdo. Se vocé tiver algum gasto com viagens ou deslocamento que seja uma
atividade inerente a sua participacdo na pesquisa, vocé sera ressarcido, caso solicite. Em qualquer
momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a
indenizacgdo. Vocé ficara com uma copia deste Termo e toda a divida que tiver a respeito desta pesquisa,
podera perguntar diretamente para Prof. Dr.Thales Allyrio Araujo de Medeiros Fernandes, no endereco
Rua Atirador Miguel Anténio da Silva Neto, s/n, Bairro Aeroporto, CEP: 59607-360 (FACS), proximo
ao Hospital Tarcisio Maia ou pelo telefone (84) 3315 3708. Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa
poderAo ser questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da UERN no endereco: Rua Professor Antonio
Campos, s/n; BR 110, Costa e Silva Mossor¢/RN, CEP: 59600-000 Tel: (84) 3318-2596. E-mail:
cep@uern.br. Campus Central da UERN.

Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela sera realizada, os riscos e beneficios
envolvidos. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas minhas davidas foram respondidas
satisfatoriamente e concordo em participar voluntariamente da pesquisa: Assogdacaodo Polimorfismo
GénicodalL -17A e FOXP3 com a Evolugao Clinicada Doencade Chagas Autorizamos assim o
publicacdo dos dados da pesquisa a qual nos garante o anonimato e o sigilo dos dados referentes a nossa
identificacdo. Foi nos garantido que qualquer utilizacdo posterior das amostras bioldgicas sera apreciado
pelo CEP/UERN/CONEP.

Nome do participante Assinatura do participante.

Pesquisador

Endereco do PesquisadorRua Atirador Miguel Ant6nio da Silva Neto, s/n, Bairro Aeroporto, CEP:
59607-360, Comité de ética e PesquisaRua Professor Antbnio Campos, s/n; BR 110, Costa e Silva
Mossord/RN, CEP: 59600- 000 Tel: (84) 3318-2596. E-mail: cep@uern.br. Campus Central da UERN.



ANEXO B — Aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa

UNIVERSIDADE DO ESTADO
DO RIO GRANDE DO NORTE - W"“’
UERN

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DOENGCA DE CHAGAS: do vetor e biologia molecular do Trypanosoma cruzi &
estratificacdo do risco de morte em area endémica do Rio Grande do Norte, Brasil

Pesquisador: Wogelsanger Oliveira Pereira

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 43783915.3.0000.5294

Instituigdo Proponente: Universidade do Estado do Rio Grande do Norte - UERN

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAQ
FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO GRANDE DO
NORTE - FAPERN
FINANCIADORA DE ESTUDOS E PROJETOS - FINEP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.160.553
Data da Relatoria: 21/07/2015

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

O protocolo de pesquisa apresenta um balango risco-beneficio favoravel a sua execugao.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & muito relevante para os participantes e para a regido onde esta inserida.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Foram apresentados todos os termos obrigatorios a analise ética.

Recomendagoes:

Recomendamos zelo com a privacidade e o anonimato dos participantes, uma vez que a doenga de Chagas
€ uma endemia com consequéncias sociais.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

O protocolo de pesquisa ndo apresenta pendéncias no formato final da sua tramitagéo pelo sistema
CEP/CONEP e pode ser executado pela equipe de pesquisa.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Devera ser enviado os relatorios parciais e final para este CEP de acordo com o cronograma de trabalho

apresentado.
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ANEXO C 1 Escore de risco de AVE

Pontuacédo| Pontuacéo
Parametro de do Escore| | (AVE) | Recomendacéao
Referéncia| paciente
Disfuncdo sistolica 2 0 0% Sem profilaxia
do Ventriculo
Esquerdo
Aneurisma apical 1 1 0,1% Sem profilaxia
do Ventriculo
Esquerdo
ARV Primaria 1 2 1,22% AAS ou
(ECG) nenhuma
Idade > 48 anos 1 3 2,14% | AAS/Warfarina
Total 0-5 4-5 4,4% Warfarina

Risco: - Baixo (0-2) - Médio (3) - Alto (4-5)




ANEXO D1 Escore de Rassi

Parametro Pontuacéo de referéncia| Pontuacéo do paciente
NYHA classe Il ou IV 5
Cardiomegalia 5

(Radiogradia de térax)

Disfuncéo contrétil global

ou segmentar do 3

Ventriculo Esquerdo
(Ecocardiograma)

Taquicardia Ventricular 3

néo sustentada (Holter)

Baixa voltagem do QRS 2
(ECG)
Sexo masculino 2
Total 0-20

Risco: - Baixo (0-6) - Intermediario (7-11) - Elevado (12-20)
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