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Resumo

Introducdo: Os antigenos do sistema histo-sanguineo Duffy, glicoproteinas
transmembrénicas moderadamente imunogeénicas, codificadas pelos alelos FYA e FYB,
foram identificados receptores para quimiocinas e, por isso, denominadas DARC (Duffy
Antigen/ Receptor for Chemokine). Ja foi comprovada a ligagdo deste receptor com 16
quimiocinas inflamatdrias. O antigeno Duffy pode estar envolvido na “varredura” do
excesso destes mediadores inflamatorios dos locais de inflamacdo, e, possivelmente,
atenuando o0s danos causados por esta producdo exacerbada. As quimiocinas
inflamat6rias desempenham importante papel na regulacdo da resposta imune, no
entanto quando produzidas em excesso podem contribuir para lesdes teciduais
observadas na Cardiopatia Chagésica Cronica (CCC), que é forma mais prevalente da
doenca de Chagas. Esta doenga € o resultado de um processo inflamatorio, uma vez que
uma das caracteristicas patologicas é a presenca de um grande nimero de células
inflamat6rias no miocérdio, sendo caracterizada pela presenca de miocardite difusa com
um processo de intensa remodelacdo miocardica, fibrose, hipertrofia e lesdo das fibras
musculares cardiacas. Experimentos realizados com algumas quimiocinas e a CCC
mostraram que niveis plasmaticos elevados destes mediadores inflamatérios foram
associados com a gravidade da doencga nestes pacientes. E ainda, a producéo local de
quimiocinas pode desempenhar uma fungdo de grande importancia nos danos cardiacos
observados na CCC. Obijetivos: Determinar se ha diferencas no perfil genotipico de
DARC entre individuos sororreagentes para T. cruzi, com e sem CCC e, nos ultimos,
verificar se hé associacdo dos gendtipos destes pacientes com os graus de severidade da
doenca, além de investigar se existe associacdo entre o sexo e idade dos individuos e a

CCC. Casuistica e Métodos: Foram incluidos no estudo 95 individuos, sendo 74
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pacientes, 0s quais apresentavam a forma clinica de Cardiopatia Chagasica Cronica, e,
21 individuos sem manifestacBes cardiacas detectveis. A analise molecular foi
realizada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismos de Comprimentos de
Fragmento de Restricio (PCR-RFLP). Os dados foram avaliados por Regresséo
Logistica Mdltipla e os testes Qui-quadrado ou exato de Fisher. Resultados: Nossos
resultados ndo apresentaram associacdo significativa entre o perfil genotipico de DARC
e a CCC, nem com o0s gendtipos dos pacientes e os graus desta miocardite. Os graus de
severidade moderado e grave apresentaram-se mais frequentes em pacientes na faixa
etaria menor ou igual a 60 anos (p= 0,0098). O sexo masculino foi fator preditor para a
CCC (OR= 3,87; IC 95%: 1,30-11,56; p=0,015). Conclusédo: N&o houve associagao
entre as diferencas no perfil genotipico de DARC e a CCC, nem com 0s genotipos dos
pacientes e os graus de severidade desta miocardite. Os pacientes na faixa etaria menor
ou igual a 60 anos apresentaram risco aumentado de desenvolver as formas mais graves
da cardiopatia e 0 sexo masculino também foi associado com o risco aumentado para a

CCC.

Palavras- chaves: Doenca de Chagas, Cardiopatia Chagasica Cronica, DARC,

Quimiocinas.
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Abstract

Introduction: The Duffy histo-blood group antigens, with moderate immunogenic
transmembrane glycoprotein, encoded by the alleles FYA and FYB, were identified as
receptors for chemokines and, therefore, called DARC (Duffy Antigen / Receptor for
Chemokine). The link of this receptor with 16 inflammatory chemokines has already
been proved. The Duffy antigen may be involved when "sweeping" the excess of these
inflammatory mediators from sites of inflammation and, possibly reducing the damage
caused by this exacerbated production. The inflammatory chemokines play an important
role in regulating the immune response, however, when produced in excess, they may
contribute to tissue lesions observed in Chronic chagasic cardiomyopathy (CCC), which
is most prevalent form of Chagas disease. This pathology is the result of an
inflammatory process, since one of the pathological characteristics is the presence of a
large number of inflammatory cells in the myocardium, which are characterized by the
presence of diffuse myocarditis with an intense myocardial remodeling, fibrosis,
hypertrophy and lesion of the cardiac muscle fibers. Experiments conducted with some
chemokines and CCC showed that elevated plasma levels of these inflammatory
mediators were associated with the severity of disease in these patients. The local
production of chemokines may also be extremely important in cardiac damage observed
in CCC. Objectives: To determine if there are differences in the genotypic profile of
DARC among T.cruzi-seropositive individuals, with and without CCC and, to verify if
there is an association of these patients genotypes with the degrees of the disease
severity, as well as to investigate the association between gender and age of individuals
and CCC. Methods: The study included 95 individuals, among them 74 were patients,

who presented the clinical form of Chronic chagasic cardiomyopathy, and 21
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individuals without detectable cardiac manifestations. The molecular analysis was
performed by Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP). Data were evaluated by multiple logistic regression and Chi-square or
Fisher's exact test. Results: Our results did not show either any significant association
between the genotypic profile of DARC and the CCC, or with the patients’ genotypes
and the degrees of myocarditis. The degrees of severe and moderate severity were more
frequent in patients aged less than or equal to 60 years of age, p = 0.0098. . The male
gender was a predictor factor for the CCC (OR = 3.87, 95% ClI: 1.30-11.56; p=0.015).
Conclusion: There was neither an association between the differences in the genotypic
profile of DARC and the CCC, nor with the patients’ genotypes and the degree of
severity of myocarditis. Patients aged less than or equal to 60 years of age presented an
increased risk of developing the most severe forms of the cardiopathy and, male gender

was also associated with increased risk for CCC.

Keywords: Chagas disease, Chronic chagasic cardiomyopathy, DARC, Chemokines.
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1. Introducéo

O gene Duffy (FY), localizado no cromossomo humano nimero 1,® apresenta
dois éxons.?) As formas alélicas deste gene, FYA e FYB, sio codominantemente
expressas e diferem entre si pela substituicdo de uma base G por outra A no nucleotideo
125, que corresponde a substituicdo do amino&cido glicina por asparagina na posicao 42
da glicoproteina Duffy (gp-Fy), resultando em um polimorfismo comum na populacéo
caucasiana.® Na regido promotora do gene FY, no nucleotideo -33, pode ocorrer uma
mutacdo pontual em que a T é substituida pela C (-33T>C), a qual resulta em uma

variante do alelo FYB (FYB-33).%%

Os antigenos do sistema histo-sanguineo Duffy s&o glicoproteinas
transmembrénicas moderadamente imunogénicas, codificadas pelos alelos FYA e
FYB.® Com o uso dos anticorpos especificos para estes antigenos é possivel determinar
quatro fendtipos eritrocitarios: Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(atb+) e Fy(a-b-), sendo este
altimo, resultado da mutacdo descrita anteriormente na regido promotora do gene
FY.@487) Os antigenos Fy* e Fy sdo expressos nos eritrocitos, em células de Purkinje
do cerebelo, nas células epiteliais dos rins e dos pulmdes, e ainda, na superficie de

58913) Os individuos com fenétipo Fy (a-b-

células endoteliais de vénulas e microvasos.’
) ndo apresentam o antigeno Duffy em suas heméceas, as quais ndo possuem alteragdes
estruturais e funcionais, sendo aparentemente normais.*¥ No entanto, a expressdo
antigénica é mantida nos endotélios determinando importante papel na fisiopatologia da

inflamacéo.®*"

Uma caracteristica deste sistema histo-sanguineo € a distribuicéo diferencial dos
determinantes antigénicos entre grupos étnicos. FYA € prevalente em europeus,

chineses, japoneses e malasianos, porém raro em africanos. J4 o FYB é abundante nas
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1518 Individuos

popula¢bes caucasianas do que em asiaticos e negros africanos.
homozigotos para o alelo FYB-33 s&o comuns em etnia negra.(”) No Brasil, um estudo
de genotipagem, realizado na cidade de Campinas, no Estado de S&o Paulo, com

doadores de sangue verificou as seguintes frequéncias genotipicas: FYA/FYA (11,3%);

FYBFYB (29,9%); FYAFYB (39,9%) e FYB-33/FYB-33 (19,7%)."®

Experimentos realizados com individuos Duffy positivos resultaram na
internalizagdo da Interleucina-8 (CXCL8/IL-8) na superficie dos eritrdcitos, por isso, 0s
antigenos do sistema histo-sanguineo Duffy foram identificados como receptores para
quimiocinas e denominados DARC (Duffy Antigen/ Receptor for Chemokine).®%?2 O
DARC foi caracterizado como um receptor multiespecifico para ambas as familias de

quimiocinas, CC (-quimiocinas) e CXC (a-quimiocinas) com alta afinidade®**?

e se
liga apenas as quimiocinas inflamatérias.®*?% A afinidade de DARC foi comprovada
com 16 quimiocinas, representados por: CXCL1 (GROa), CXCL2 (GROB), CXCL3
(GROy), CXCL4 (PF4), CXCL5 (ENA-78), CXCL6 (GCP-2), CXCL7 (NAP-2),
CXCL8 (IL-8) e CXCL11 (I-TAC), pertencentes a familia CXC e CCL2 (MCP-1),
CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL11 (Eotaxin), CCL13 (MCP-4), CCL14 (HCC-

1) e CCL17 (TARC), membros da familia CC.*%

DARC pode estar envolvido no transporte de quimiocinas de tecidos inflamados

para a superficie luminal do endotélio, o qual favorece a migracdo dos leucdcitos

26-28

envolvidos na inflamacdo.®?® Além disso, o antigeno Duffy pode contribuir na

“varredura” do excesso de quimiocinas dos locais de inflamacdo, desempenhando um

importante papel na regulagdo dos niveis destes mediadores inflamatorios na

19,24

circulacdo.®®* As quimiocinas inflamatérias desempenham importante papel na
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regulacdo da resposta imune, no entanto quando produzidas em excesso podem

contribuir para lesdes teciduais observadas em diversas doencas.®*=?

1.1 Doenga de Chagas

A doenca de Chagas foi descoberta e descrita em 1909 pelo grande cientista
Carlos Chagas, que descreveu detalhadamente tanto o ciclo de transmissédo quanto as
manifesta¢Bes clinicas agudas da doenga. Esta parasitose tem como agente etioldgico o
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, o qual pertence ao filo Protozoa, ordem

3132 A doenca de

Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma.’
Chagas é endémica nas Ameéricas, principalmente na América Latina, no entanto,
devido a imigragdes, ocorreu aumento dos casos da doenga em paises como os Estados
Unidos e Canadé, em algumas partes da Europa e no Oeste do Pacifico.®® Hé estimativa
de que entre 15 e 17 milhdes de pessoas na América Latina estejam infectadas pelo T.

cruzi, (334

O T. cruzi pode ser transmitido ao homem e a outros vertebrados por diversos
mecanismos, sendo o vetorial o meio de transmissdo de maior importancia
epidemioldgica. Os insetos vetores sdo os triatomineos e o Triatoma infestans, Rhodnius
prolixius e Triatoma dimidiata sdo as trés espécies vetoras mais relevantes na
transmissdo de T. cruzi para 0 homem. Além desses, hd outros mecanismos de
transmissdo como transfusdes sanguineas e transmissdo congénita, os quais foram
relatados principalmente em zonas urbanas e paises ndo endémicos. Ainda ha meios de
transmissdo denominados secundarios tais como acidentes de laboratdrio, transplantes

de 6rgéos e ingestdo de caldo de cana e acai contaminados com T. cruzi.®¥
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O ciclo bioldgico do T. cruzi é complexo e do tipo heteroxénico, pois o parasito
passa por uma fase de multiplicacéo intracelular no hospedeiro vertebrado e extracelular
no inseto vetor. Durante o hematofagismo, o hospedeiro invertebrado € infectado pela
ingestdo de formas tripomastigotas presentes na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado e, posteriormente, no estbmago do inseto, estas se transformam em formas
epimastigotas. No intestino médio, os epimastigotas se multiplicam por divisdo binaria
simples, depois, na porcdo terminal do tubo digestivo, eles se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos, sendo as formas infectantes para os vertebrados. Durante
ou logo apds o repasto sanguineo, esta é eliminada junto com as fezes e urina do inseto
vetor na pele do hospedeiro vertebrado, podendo penetrar pelo local da picada, mucosas
ou superficie e, posteriormente, interagir e invadir células nucleadas do sistema
fagocitico mononuclear. No interior das células, ocorre a diferenciacdo dos
tripomastigotas metaciclicos em amastigotas por divisdo binéria simples. A seguir, 0s
amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas sanguineos, ocorre o rompimento das
células e os parasitos sdo liberados para o meio extracelular, podendo invadir novas
células para cumprirem novo ciclo celular ou permanecerem na corrente sanguinea,
onde podem ser ingeridos pelo vetor caso o individuo seja picado novamente,

continuando o ciclo do T. cruzi.®® (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida do protozoario Trypanosoma cruzi — (1) Durante o
hematofagismo, o inseto infectado elimina os tripomastigotas metaciclicos nas fezes e
urina. (2) Os tripomastigotas invadem células, como os macr6fagos, onde se
transformam em amastigotas. (3) Dentro das células os amastigotas multiplicam-se por
divisdo binéria simples. (4) Os amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas
sanguineos, ocorre lise celular e os parasitos sdo liberados na corrente sanguinea,
podendo invadir novas células para cumprirem novo ciclo celular. (5) Os
tripomastigotas sanguineos podem ser ingeridos por novo inseto, continuando o ciclo do
parasito. (6) No estdmago do inseto os tripomastigotas sanguineos se transformam em
epimastigotas. (7) Os epimastigotas se multiplicam por divisdo binéria simples. (8) Os

epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos.®®
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Ha duas fases sucessivas na doenca de Chagas: uma fase aguda e uma fase
cronica. Os sintomas iniciais da fase aguda da doenga sdo representados por
manifestacdes locais, tais como o sinal de romafa, se o T. cruzi penetra na conjuntiva
ou chagoma de inoculagdo, quando o T. cruzi penetra pela pele. As manifestaces
usuais desta fase incluem febre, edema localizado e generalizado, poliadenia,
hepatomegalia, esplenomegalia, além de insuficiéncia cardiaca e pertubacdes
neuroldgicas (consequéncia da meningoencefalite que ocorre apenas em criangas e
pacientes imunocomprometidos).®® Apés a fase aguda, a maioria dos individuos passa
por um longo periodo assintomatico, que é denominado de forma indeterminada da
infeccdo e, entre 30 e 40% destes individuos, ap6s permanecerem assintomaticos por
vérios anos, podem desenvolver uma das seguintes formas da doenga: cardiaca,
digestiva ou mista.®® O comprometimento cardiaco é o mais importante aspecto clinico
desta parasitose, pela freqliéncia e gravidade, uma vez que a miocardiopatia
inflamatoria também conhecida como Cardiopatia Chagésica Cronica (CCC) é a forma
mais prevalente, que acomete entre 25% e 30% dos individuos infectados pelo T.

cruzi. G738

A CCC é o resultado de um processo inflamatério, uma vez que uma das
caracteristicas patologicas é a presenca de um grande nimero de células inflamatorias
no miocérdio, que pode ser devido ao tropismo cardiaco do parasita. Ocorre 0
recrutamento de leucdcitos e migracdo de células do sistema imune, que depende da
producéo local de citocinas e quimiocinas, bem como da expressdo de seus receptores e
moléculas de adesdo.®” Esta doenca é caracterizada pela presenca de miocardite difusa
com um processo de intensa remodelagdo miocardica, fibrose, hipertrofia e lesdo das

39,40

fibras musculares cardiacas.®**” E ainda, ocorre um progressivo afinamento do
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masculo cardiaco, o qual leva a dilatagdo das cavidades do coracdo, culminando com a
incapacidade de bombeamento adequado do sangue para o organismo, sendo este
quadro denominado insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC). E importante ressaltar que

a CCC é uma indicagdo comum para o implante de marca-passos cardiacos. "

As manifestacgdes clinicas variam de acordo com o grau de lesdo do miocéardio e
incluem insuficiéncia cardiaca, arritmias, bloqueios cardiacos, morte sUbita,

tromboembolismo e derrame.®”

Ha trés mecanismos patogénicos envolvidos no
desenvolvimento desta miocardiopatia: comprometimento do sistema nervoso autonomo
(regulador das contragdes cardiacas), alterages da microcirculacdo e danos teciduais
resultantes da resposta imune.“? Além disso, dados clinicos sugerem que o infiltrado
inflamat6rio desempenha papel relevante no desenvolvimento e progressdo da doenca

\

de Chagas, pois o infiltrado mononuclear estd associado a maior destruicdo de

cardiomidcitos e fibrose local na CCC.“%4%

A patogénese da CCC ainda ndo esté totalmente estabelecida, por isso diferentes
mecanismos tém sido propostos para melhor compreendé-la, como a persisténcia do
parasita e auto-imunidade. Durante a doenca de Chagas, o0 parasito pode desempenhar
um papel na patogénese cardiaca por induzir diretamente os danos no miocardio e
ainda, a variabilidade genética entre as populagbes do T. cruzi diferem no
desenvolvimento da doenga. Em fases avangadas, mesmo na auséncia de parasitos, foi
observada uma forte resposta inflamatdria, o que explica a hipdtese auto-imune da
CCC.®Y Experimentos realizados com o objetivo de explicar a agressdo ao tecido
cardiaco na auséncia do parasito indicaram que, o desencadeador do infiltrado

inflamatério era o reconhecimento cruzado da miosina cardiaca, a proteina mais
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abundante do coracdo, a qual apresenta semelhangas antigénicas com a proteina

recombinante B 13 do T. cruzi.©®

A mobilizagdo das células do sistema imunoldgico é crucial na reducéo da carga
parasitaria. As células Natural Killer (NK) podem ser consideradas importante fonte de
IFN-y e TNF-a, duas citocinas relevantes na ativagdo de outras células, como os
macrdfagos, capacitando-as a destruir microorganismos intra e extracelulares. A
infeccdo dos macrofagos pelo T. cruzi pode induzir a secregdo de Interleucina-12 (IL-
12) por estas células, o que leva ao aumento da produgdo de IFN-y e TNF-a, resultando
no controle da parasitemia e mortalidade.” A producéo destas citocinas ativa a enzima
6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) que catalisa a sintese de Oxido Nitrico (NO)
pelos macrofagos, o qual inibe a replicagdo do parasita. Na resposta imune do tipo TH1,
os linfécitos T CD4+ e T CD8+ também produzem IFN-y , TNF-a e IL-12, sendo que
esta resposta apresenta um papel protetor, pois também ha sintese de Oxido Nitrico

(NO), a qual exerce uma potente agio tripanocida.*?

As citocinas desempenham papéis fundamentais no controle da replicacdo do
parasita e na regulacdo da resposta imune.®” Durante a fase aguda da doenca de
Chagas, ocorre producdo elevada de citocinas inflamatdrias tais como IL-12, TNF-a e
IFN-v, e das seguintes quimiocinas, CCL2, CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCL5 e
CXCL10 (IP-10).>*9 Na fase cronica da doenca, ocorre aumento na producéo de
mediadores inflamatorios, provavelmente em resposta a persisténcia do parasita,
resultando em niveis plasmaticos elevados de TNF-a e IFN-y, o que também foi
verificado em pacientes com a forma indeterminada da infeccdo. E ainda, foram
observados niveis elevados na circulagdo de TNF-a ¢ CCL2 de pacientes com CCC,

quando comparados com os individuos da forma indeterminada.*? Neste contexto é
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importante destacar as quimiocinas CCL2 e CCLS5, as quais possuem como receptor o

DARC.?%29

Experimentos recentes com quimiocinas apontaram a expressdo elevada de
CCL5 em cées com a forma cardiaca da doenca de Chagas, quando comparados com
aqueles que apresentam a forma indeterminada, um modelo bem semelhante ao estudo
da doenca de Chagas humana.“®) Também foi verificada expressao elevada de genes que
codificam as quimiocinas CCL2, CCL8 (MCP-2) e CCL7 no coragdo de camundongos
cronicamente infectados pelo T. cruzi.®” A concentracdo da quimiocina CCL2 no
coragdo foi diretamente associada com a intensidade da miocardite aguda e crénica em

camundongos C3H/He infectados com a cepa colombiana do T. cruzi.?

Niveis plasméticos elevados de quimiocinas como CCL2 e TNF-a foram
associados com a gravidade da doenca em pacientes com CCC, e esta uUltima, foi
diretamente correlacionada com o grau de disfuncdo cardiaca.“? De acordo com
experimentos realizados por Cunha-Neto et al.,®” IFN-gama e CCL2 podem estar
relacionadas com a expressdo de genes dos cardiomidcitos envolvidos no processo de
hipertrofia patologica. Niveis elevados de quimiocinas no tecido cardiaco foram
verificados em pacientes que apresentam a CCC. Além disso, outros dados sugerem que
a producdo local destes mediadores inflamatdrios pode desempenhar uma funcéo de

grande importancia nos danos cardiacos observados na CCC.*®

A associacdo entre o sistema histo-sanguineo Duffy e algumas doencas foram
relatadas. O Plasmodium vivax e o Plasmodium knowlesi interagem com o antigeno

Duffy e os individuos que ndo expressam esta glicoproteina nos eritrocitos séo

(51,52)

resistentes & maléria por estas espécies, . Porém j& foram relatados casos de
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5359 A expressdo

individuos Duffy negativos com malaria vivax no Brasil e na Africa.’
de DARC pode atenuar o potencial de crescimento e metastase do carcinoma
espinocelular de laringe® e a auséncia deste receptor no eritrécito pode contribuir para

5657 Experimentos

0 aumento da incidéncia do cancer de prostata e mortalidade.’
realizados verificaram que individuos com a auséncia de DARC nas células vermelhas
apresentaram aumento de 40% no risco da aquisi¢do do HIV, embora estes individuos
apresentassem uma progressao mais lenta da doenca.®®* Assim, DARC esta envolvido
em diversas doengas e diferencas na expressdo deste receptor podem resultar na

diversidade do curso de algumas moléstias, além de susceptibilidade diferencial as

mesmas.
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1.2 Objetivos

Diante dos dados apresentados, o presente estudo teve como objetivo geral
verificar a hipotese de variagBes no gendtipo de FY estarem envolvidas na Doenga de

Chagas. Os objetivos especificos compreendem:

1. Determinar se ha diferengas no perfil genotipico de DARC entre individuos

sororreagentes para T. cruzi, com e sem CCC.

2. Verificar se ha associacdo entre o polimorfismo G125A no éxon 2 e a
mutacdo T-33C na regido promotora do gene com o grau de severidade da Cardiopatia

Chagésica Cronica.

3. Investigar se existe associacdo entre o género e idade dos individuos e a

Cardiopatia Chagésica Crdnica.
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Chagas disease and Duffy antigen/receptor for chemokine (DARC): a mini-

review

Amanda Priscila de Oliveiral, Luiz Carlos de Mattos? Carlos Eugénio
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Departamento de Biologia Molecular, Faculdade de Medicina de S&o José do
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Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.

ABSTRACT: Duffy gene (FY) codifies the transmembrane glycoprotein Duffy
(gp-Fy) from 35 to 43 KDa moderately immunogenic. This glycoprotein is
polymorphic, and it constitutes the antigens of the Duffy histo-blood system, that
were designated as receptors for chemokines and denominated DARC (Duffy
Antigen / Receptor for Chemokine). This receptor has an important role in the
regulation of the chemokines levels of the circulation, since it binds and adsorbs
them on the surface of the red cells, as a reservoir. It plays a "sink" role, which
can contribute to homeostasis removing the inflammatory chemokines of the
circulation as well as their maintenance in the plasmatic levels. Chronic Chagas
Cardiopathy (CCC) is the most frequent form of Chagas disease. It is an
inflammatory disease, in which the infiltrated inflammatory plays an important
role in the development and progression of the disease. High levels of
chemokines in the plasma were associated with the disease severity in patients
with heart failure. In this context, the profile of DARC expression could carry out
an important function as receptor for chemokines in Chagas Disease, in
patients with CCC, being able to modulate the damages of this inflammatory

disease.
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INTRODUCTION

Duffy gene (FY) codifies the transmembrane glycoprotein Duffy (gp-Fy) from 35
to 43 KDa moderately immunogenic (1). This glycoprotein is polymorphic, and it
constitutes the antigens of the Duffy histo-blood system, which are codified by
FYA e FYB alleles of the gene FY playing such co-dominant role. FYA e FYB
alleles differ between them due to the substitution of base G by other A in the
nucleotide 125, which develops a common polymorphism in the Caucasian
population. This single nucleotide polymorphism (SNP) results in the

substitution of amino acid glycine by asparagine in position 42 (2).

Although this polymorphism originates distinctive glycoproteins called Fya and
Fyb antigens, both have moderate immunogenicity. They can be identified with
the use of anti-Fya and anti-Fyb anti-sera, allowing the characterization of four
erythrocyte phenotypes: Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(a+b+) and Fy(a-b-) (3,4).
Negative phenotype Duffy [Fy(a-b-)] is the result of a variant allele FYB (FYB-

33), which presents a single point mutation in which occurs the substitution of T
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by C in the nucleotide -33 (-33T>C), also known as GATA-BOX, located in the
promoter region of the FY gene (5,6).

The differential distribution of DARC antigenic determinant among ethnic groups
is a characteristic of this histo-blood system. As an example, FYA is prevalent in
European, Chinese, Japanese and Malaysian populations, but rarely in African
population. By the other hand, in Caucasian population FYB is widely found
when comparing to Asian and African populations (7,8). Homozygote individuals
for allele FYB-33 (DARC negative) are common among African population, but
mostly rare in other ethnic group (9). While in Brazil, some studies on intra-
ethnic genetic diversity in five geographic regions showed some variations in
the origin and ethnic composition of three subgroups (European, African and
mixed descendants) (10). Therefore, the allele frequencies of FY from the
distinctive ethic groups were greatly important for the distribution of phenotype

and genetic composition (11-15).

Duffy antigen is expressed in the erythrocytes, Purkinje cells of the cerebellum
and epithelial cells of the kidneys and lungs (16,17,1,18-20). Erythrocytes with
gp-Fy absence do not manifest alterations, therefore individuals with phenotype
Fy (a-b-), who do not present antigen Duffy in their erythrocytes, are seemingly
normal (21). The antigen Duffy was identified as receptor for malaria parasite,
since individuals that do not express that protein in the erythrocytes cannot be
invaded by Plasmodium knowlesi (22) and Plasmodium vivax (23). In Brazil,
several studies demonstrated the association between the Duffy antigen and
malaria by P. vivax, the first being held by Colauto et al, 1981 (24). However,
current studies demonstrated the infection by P. vivax in individuals Fy (a-b-)
from Brazil and Eastern Africa (25-28). Genetic mechanisms for Duffy-negative
phenotype in the erythrocyte have preserved the expression of this receptor in
the endothelium determining an important role in the inflammation

physiopathology (16,19).
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The antigens of the Blood Duffy System were designated receptors for
chemokine and denominated DARC (Duffy Antigen/Receptor for Chemokine)
(1), as a result of experiments performed in Duffy positive individuals, who
absorbed Interleukin-8 (CXCLB8/IL-8) on the erythrocyte surface (29-32).

The chemokines are small cytokines of 8 to 10 KDa molecular weight that
induce directly the cell movement through the organism or induce some specific
functions in the activated cells (33,34). The chemokines are classified in
subfamilies according to the number and the location of the amino-terminal
cysteine residues. Among them two main subfamilies are pointed out; CC, in
which the cysteine residues are adjacent, and CXC, in which these residues are

separated by an amino acid (35,36).

These proteins, the chemokines, can still be divided into inflammatory and
homeostatic, based on the conditions and place of production (35-38). The
inflammatory chemokines (or induced), such as: CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES,
CCL11/eotaxin, CCL4/MIP-1 CCL2/MCP-1 and CXCL10/IP-10 are produced by
several cells in response to inflammatory stimulus. They work in the cell
recruitment such as the monocytes, granulocyte and T cells (effector) to the
inflammation sites. While the homeostatic chemokines (or constitutive) are
expressed constitutively, and they can be involved in both the organization of

the lymphoid cell and the basal leucocyte traffic (36,40).

The IL-8 is involved in the recruitment process of the monocytes and
neutrophiles for sites of acute inflammatory response, besides promoting the
activation of these cell types. It presents certain longevity in the sites of acute
inflammation, being produced in the beginning of the inflammatory response,
actively for a long period of time; that is, days and weeks. Several studies were
performed on IL-8 and cardiovascular diseases, and some of them identified
this chemokine in sites of vascular injury, while others demonstrated that it
plays a role in several phases of the atherosclerosis, as a marker or as a

potential therapeutical target (41). Experiments carried out by Kim et al. (42)
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have pointed out IL-8 function of having considered relevance in the
pathogeneses of the hypertension. Simonini et al. (43) evaluated its
participation in the angiogenic activity of the atherosclerosis. They have
concluded that IL-8 is an important angiogenesis mediator. Moreover, other
authors demonstrated that the neutralization of this chemokine reduced the
degree of necrosis significantly in an animal model of myocardial ischaemia-

reperfusion injury (44,41).

Unlike other receptors for chemokines, DARC is a promiscuous receptor
(45,46), because it interacts with both classes CC and CXC with high affinity,
while most of the chemokine receptors link themselves just into one of the
classes (31,45,47,48). The antigen Duffy is a receptor for the inflammatory
chemokines. Experiments proved DARC affinity with 16 chemokines, such as
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8, CXCL11,
CCL2, CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL14 and CCL17 (49,50).
Immunohistochemical studies demonstrated the DARC expression on the
surface of endothelial cells of venules and small veins (16,51), considered an
important site of leukocytes recruitment to the inflammation sites, induced by
the chemokines, facilitating their movement through the endothelium of different
tissues (52). Studies suggest DARC contribution in the chemokine transcytosis
from the intravascular to the extra vascular space, favoring the migration of the
leukocytes involved in inflammation (50,53). DARC plays an important role in
the regulation of the chemokine levels of the circulation, since it binds itself and
adsorbs these on the surface of the red cells, as a chemokine reservoir,
performing of "sink" role (29,50). Therefore, DARC can collaborate with the
homeostasis in the removal of the inflammatory chemokines of the circulation,
which avoids the loss of these inflammatory mediators for the organs and
distant tissues, as well as in its maintenance in the plasmatic levels, due to
subsequent liberation of the erythrocyte surface (50,54). However, the theory
that DARC plays “sink” function has been questioned. Some authors

demonstrated that there is no chemokine intracellular variation associated to
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DARC (55). Thus, further investigations for better understanding of this role of

DARC are necessary.

DARC is involved in several diseases of “classical” chemokine receptors such
as the giant cell arteritis (56), diseases and renal transplantations, as well as,
during acute rejection of transplantation (57-60). The susceptibility for asthma
was correlated with the absence of DARC expression in the red cells in certain
Afro-descendant populations (61). A recent study showed that the absence of
DARC in the erythrocyte resulted in an increase of 40% in the risk of acquiring
HIV, however, these individuals presented a short-term progression of the
disease (55,62). Epidemiological data suggest that DARC absence in the
erythrocyte has contributed to the increase of incidence and mortality of
prostate cancer (46,63). DARC expression in the cancerous cells of the lung
can be associated with the decrease of tumor vascularization and reduction of
the metastatic potential (64), as well as decrease breast cancer cell growth, due
to the kidnapping of angiogenic chemokines and inhibition of the tumor

vascularization (65).

DARC AND CHAGAS DISEASE

Chagas disease was described by the great scientist Carlos Chagas in 1909. It
is a parasitic disease that occurs particularly in America. Its etiological agent is
the protozoan flagellated Trypanosoma cruzi belonging to the phylum Protozoa,
order Kinetoplastida, family Trypanosomatidae and the gender Trypanosoma
(66,67). The main transmission form to the human host is by the insects of the
order hemiptera, Reduvidae family and Triatoma, Panstrongylus and Rhodnius
genders (68,69). Other transmission mechanisms such an as blood transfusions
and congenital transmission were also reported mainly in urban areas and non-
endemic countries (70). Nearly 15 to 16 million people are infected by T. cruzi in
Latin America (71).

The inflammatory cytokines play a central role in the infection by T. cruzi. The

acute phase of Chagas Disease is characterized by the exacerbated production



Artigo Cientificol 23

of inflammatory cytokines, among them, IL-12, TNF-a and IFN-y, and
chemokines, such as CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL10 (72,73). CCL5
and CCL2, which bind to the antigen Duffy, have been pointed out among these
inflammatory mediators.

After the acute phase, most of the individuals is asymptomatic since they
present the indeterminate form of Chagas Disease, while between 30 to 40% of
parasite individuals can develop one kind of the following diseases: heart,
digestive or mixed. The most frequent form, the inflammatory miocardiopathy
also known as Chronic Chagasic Cardiopathy (CCC) accounts for 20% to 30%
of the individuals (74).

CCC is an inflammatory disease, characterized by the presence of diffuse
myocarditis with a remodeling process of intense myocardial, fibrosis,
hypertrophy and lesion of the cardiac muscular fibers (75,76). Clinical data
suggest that the infiltrated inflammatory plays an important role in the
development and progression of Chagas disease, since the infiltrated
mononuclear is associated with greater destruction of cardiomyocytes and local
fibrosis in CCC (76,77). The development of this miocardiopathy involves three
possible pathogenic mechanisms: cardiac dysautonomia, microcirculation
changes and tissue damages resulting from the inflammatory and immune

responses (73).

The chronic phase of the disease also presents high production of inflammatory
cytokines, possibly due to longer exhibition to the parasite. An increase in the
plasmatic levels of TNF-a and IFN—y occurs; this is also observed in patients
with the indeterminate form of the disease. Individuals with CCC present high
levels of the TNF-a and CCL2 in the circulation, in relation to the patients with
the indeterminate form (73). Among the inflammatory chemokines, it is
important to point out those whose receptor is DARC, such as, CXCL8 / IL-8,
CCL5/RANTES, CCL11/eotaxin and CCL2/MCP-1.

High chemokine concentrations in the plasma were associated with the severity

of the disease in patients with CCC, as for example, high levels of CCL2 and



Artigo Cientificol 24

TNF-a, being the latter directly correlated with the degree of heart failure in
these pacientes (78). Experiments carried out by Cunha-Neto et al. (79)
suggest that IFN-y and CCL2 are related with the gene expression of the
cardiomyocytes involved in the pathological hypertrophy process. Moreover, the
intensity of the acute and chronic myocarditis in mice (C3H/He) infected with the
Colombian strain was directly associated with the chemokine concentration
CCL2 in the heart (80).

The high expression of CCR5 (receptor of CCL3, CCL4 and CCL5) was
detected in leukocyte patients with Chagasic Cardiomiopathy. The
polymorphism in the promoter region of the gene CCR5 (CCR5 59029 A—G),
associated with smaller expression of CCR5 in the leukocytes, was more
frequent in asymptomatic patients, when compared with ones with Chagasic
Cardiomiopathy (78,81). Others studies showed that mice lacking the receptor
CCRS5 presented a significant reduction of the infiltrated cardiac inflammatory,
suggesting the importance of this receptor in the migration of lymphocytes and
control of the local replication of parasite (82). Is important to emphasize that
DARC presents a significant homology with the receptor CCRS5, and it is also
receptor for chemokine CCL5 (55).

Studies carried out by Damas et al. (83) demonstrated the presence of CCL2
and CXCLS8 in the cardiomyocytes. This suggests important role of these cells in
the inflammatory process, either by the chemokines production, or the
expression of their receptor. The high expression of chemokines and their
corresponding receptor in the myocardium and in the circulating leukocytes
suggests a relevant function of these mediators in various forms of myocardial
failure (84). Experiments carried out with patients that presented CCC resulted
in high expression of chemokines in the heart tissue. Other data suggest that
local production of these inflammatory mediators can carry out a function of

great importance in the heart damages observed in CCC (85).
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CONCLUDING REMARKS

Even though some studies have been investigating, the actual role of the
chemokines in the myocardium disease is not completely explained. In this
context, the profile of DARC expression plays an important role as receptor for
chemokines in Chagas Disease, in patients with CCC. It could modulate the
damages of this inflammatory disease. However, many aspects of the biology of
Duffy antigens should be considered to determine their effective functions,
because in spite of all knowledge on the relationship between structure/function
and tissue location of DARC, the effective role of this receptor still remains

uncertain in normal and damaged physiology.
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Resumo

Introducéo: A Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC), a forma mais frequente
da doenca de Chagas, acomete cerca de 30% dos individuos parasitados pelo
Trypanosoma cruzi. As quimiocinas podem desempenhar um papel importante nos
danos cardiacos observados nesta doenca. O DARC (Duffy Antigen/ Receptor for
Chemokine) pode remover o excesso de quimiocinas dos locais de inflamagéo e,
possivelmente, atenuar os danos causados pela produgédo exacerbada destes mediadores.
Objetivos: Determinar diferengas genotipicas de DARC entre individuos
sororreagentes para T. cruzi, com e sem CCC e, nestes, verificar se ha associa¢dao dos
gendtipos com a severidade da doenca; investigar se existe associacdo entre 0 sexo e
idade dos individuos e a CCC. Métodos: Foram incluidos 74 pacientes com CCC e 21
individuos sem cardiopatia. A genotipagem foi realizada por PCR-RFLP. Na analise
estatistica foi utilizada a Regressdo Logistica Multipla e os testes Qui-quadrado ou
exato de Fisher. Resultados: Os graus de severidade moderado e grave apresentaram-se
mais frequentes em pacientes na faixa etaria < 60 anos (p= 0,0098). O sexo masculino
foi fator preditor para a CCC (OR= 3,87; IC 95%: 1,30-11,56; p=0,015). As diferencas
genotipicas entre os pacientes com CCC ndo foram estatisticamente significante.
Conclusdo: N&o houve associacdo entre os genotipos avaliados e a CCC, nem com 0
seu grau de severidade. Os pacientes na faixa etaria menor ou igual a 60 anos
apresentaram risco aumentado de desenvolver as formas mais graves da cardiopatia e o

sexo masculino foi associado com o risco aumentado para a CCC.

Palavras-chaves: Doenga de Chagas, Cardiopatia Chagasica Cronica, DARC,

Quimiocinas.
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Abstract

Introduction: Chronic chagasic cardiomyopathy (CCC), the most common form
of Chagas disease, affects approximately 30% of the individuals infected by
Trypanosoma cruzi. Chemokines may play an important role in cardiac damage
observed in this pathology. DARC (Duffy Antigen / Receptor for Chemokine) can
remove the excess of chemokine from sites of inflammation, and possibly reduce the
damage caused by the exacerbated production of these mediators. Objectives: To
determine the genotypic differences of DARC among T. cruzi seropositive individuals,
with and without CCC, and then verify if there is an association of genotype with the
disease severity, and to investigate the association between gender and age and the
CCC. Methods: Seventy four patients with CCC and 21 individuals without
cardiopathy were included in this study. Genotyping was performed by PCR-RFLP.
Multiple logistic regression, Chi-square or Fisher's exact test were used in the statistical
analysis. Results: The degrees of severe and moderate severity were more frequent in
patients aged < 60 years of age, p = 0.0098. The male gender was a predictor factor for
CCC (OR =3.87,95% ClI: 1.30-11.56; p=0.015). The genotypic differences between the
CCC were not statistically significant. Conclusion: There was neither association
between the genotypes evaluated and the CCC, nor with its severity. Patients aged less
than or equal to 60 years of age presented an increased risk of developing the most
severe forms of the cardiopathy, and male gender was associated with increased risk for

CCC.

Keywords: Chagas disease, Chronic chagasic cardiomyopathy, DARC, Chemokines.
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I Introducéo

A doenca de Chagas, causada pelo protozoério Trypanosoma cruzi, € uma
doenca parasitaria endémica na América Latina e estima-se que entre 15 e 17 milhGes
de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi, nesta area."? A Cardiopatia Chagasica
Cronica (CCC) é o mais importante aspecto clinico desta parasitose, pois acomete entre
25% e 30% dos individuos parasitados pelo T. cruzi.> A CCC é o resultado de um
processo inflamatdrio, caracterizada pela presenga de um grande numero de células
inflamatorias no miocardio.* Os principais mecanismos envolvidos na patogénese desta
miocardite incluem: comprometimento do sistema nervoso autbnomo (regulador das
contracOes cardiacas), alteraces da microcirculacdo e danos teciduais resultantes da

resposta imune.”

A fase aguda da doenca de Chagas é caracterizada pela producdo elevada de
citocinas inflamatérias, entre elas, 1L-12, TNF-a ¢ IFN-y, e das seguintes quimiocinas,
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL10.>® Na fase cronica é possivel detectar niveis
elevados de TNF-a e IFN-y, sendo verificados também em pacientes com a forma
indeterminada da infecgdo.> A expressio elevada de algumas quimiocinas foi verificada
em modelos animais e em humanos, os quais apresentavam a forma cardiaca da doencga
de Chagas. Um estudo recente realizado com cées, um modelo bem semelhante ao
estudo da doenga de Chagas humana, verificou a expressdo elevada da quimiocina
CCL5 em cées com a forma cardiaca da doenca, quando comparados com aqueles que
apresentavam a forma indeterminada.” A expressdo elevada de genes que codificam as
quimiocinas CCL2, CCL8 e CCL7 foi observada no coragdo de camundongos

cronicamente infectados pelo T. cruzi.? E ainda, a concentracéo da quimiocina CCL2 no
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coragéo foi diretamente associada com a intensidade da miocardite aguda e crénica em

camundongos (C3H/He) infectados com a cepa colombiana do T. cruzi.’

Em humanos, niveis plasmaticos elevados de CCL2 e TNF-a foram associados
com a severidade da doenca em pacientes com CCC, e esta Ultima, foi diretamente
correlacionada com o grau de disfuncdo cardiaca.’® A expressdo de genes dos
cardiomidcitos envolvidos no processo de hipertrofia patoldgica pode estar relacionada
com IFN-y e CCL2.** As quimiocinas inflamatérias desempenham importante papel na
regulacdo da resposta imune, no entanto quando produzidas em excesso podem
contribuir para lesdes teciduais observadas em diversas patologias.**? Dados recentes
sugerem que as citocinas inflamatdrias e quimiocinas podem ser responsaveis pelos

danos cardiacos observados na CCC.2

Os antigenos do sistema histo-sanguineo Duffy sdo codificados pelos alelos FYA
e FYB,® os quais sdo expressos de forma codominante e diferem entre si pela
substituicdo de uma base nitrogenada guanina por outra adenina no nucleotideo 125, o
que resulta em um polimorfismo comum na populagio caucasiana.* Na regido
promotora do gene FY, pode ocorrer uma mutagdo pontual em que a timina é substituida

pela citosina, resultando em uma variante do alelo FYB (FYB-33).1>

Os antigenos Fya e Fyb s&o expressos nos eritrgcitos, em células de Purkinje do
cerebelo, nas células epiteliais dos rins e dos pulmdes, e ainda, na superficie de células
endoteliais de vénulas e microvasos.”**"# Os individuos com fenétipo Fy (a-b-) nido
apresentam o antigeno Duffy em suas hemdceas, porém a expressdo antigénica é
mantida nos endotélios, a qual determina um importante papel na fisiopatologia da

inflamagdo.*"*%#
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Os antigenos do sistema histo-sanguineo Duffy sdo glicoproteinas
transmembrénicas identificadas como receptores para quimiocinas e, por isso,
denominadas DARC (Duffy Antigen/ Receptor for Chemokine).”**?% DARC é
considerado um receptor promiscuo, pois interage com ambas as familias de
quimiocinas, CC e CXC, com alta afinidade e liga-se apenas as quimiocinas

inflamatérias, entre elas as quimiocinas CCL2, CCL5 e CCL7.%%%

O antigeno Duffy pode estar envolvido na “varredura” do excesso de
quimiocinas dos locais de inflamag&o, colaborando com a regulacdo dos niveis destes

mediadores inflamatérios na circulagdo®**

e, possivelmente, atenuando os danos
causados pela producdo exacerbada de quimiocinas. Além disso, diferencas nos niveis
de expressdo de DARC podem modular o curso de algumas doencas. De acordo com as
evidéncias apresentadas, os objetivos deste estudo foram determinar se ha diferengas no
perfil genotipico de DARC entre individuos sororreagentes para T. cruzi, com e sem
CCC e, nos ultimos, verificar se hd associagdo com 0s genotipos destes individuos e a
severidade da doenga, além de investigar se existe associa¢do entre o género e idade dos

individuos e a CCC. E importante ressaltar que nenhum estudo foi realizado a fim de

investigar o perfil genotipico de DARC e a CCC.
1. Métodos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa — CEP da
Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto — FAMERP sob nimero 3364/2008.
Além disso, todos os participantes foram incluidos no estudo ap6s a obtencdo do Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.
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O presente estudo foi realizado com individuos sororreagentes para doenca de
Chagas, por Reagdo de Imunofluorescéncia (RIFI) e/ou Teste imunoenzimético

(ELISA).

Os pacientes portadores de doenca de Chagas, rotineiramente tratados no
Ambulatério de Cardiomiopatia do Hospital de Base/ FUNFARME de S&o José do Rio
Preto, foram considerados para o estudo. Todos os pacientes submeteram-se a avaliagéo
clinica, eletrocardiograma e ecocardiograma, sendo considerados portadores de CCC os
individuos que apresentavam alteracBes no eletrocardiograma basal ou no estudo
ecocardiogréfico. As alteracBes eletrocardiogréaficas indicativas de CCC foram as
seguintes: 1) Bloqueio completo do ramo direito do feixe de His; 2) Bloqueio fascicular
anterior esquerdo; 3) Bloqueio completo do ramo esquerdo; 4) Necrose e 5) ritmo de

marca-passo artificial.

A alteracdo ecocardiogréfica indicativa de CCC foi a fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo < 55%. Nos casos em que ndo houve condigdo técnica de
diferenciagdo desta anormalidade, utilizou-se o critério fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo < 50% obtido na cintilografia sincronizada das cAmaras cardiacas. Os critérios
utilizados para determinar o grau de severidade do comprometimento cardiaco dos
pacientes com CCC foi o indice da Fracdo de Ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE)
detectada pelo ecocardiograma, além dos dados do resultado deste exame, bem como do
eletrocardiograma. As FEVEs foram classificadas como normal (>55%), leve (<55% e
>45%), moderada (<45% e >30%), ou grave (<30%), de conformidade com a

“American Society of Echocardiography”.*!
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Este estudo foi realizado com 95 individuos, os quais foram divididos em dois
grupos. O primeiro grupo é constituido por 74 pacientes, que apresentavam a forma
clinica de CCC. Enquanto que o segundo grupo foi de 21 individuos, com sorologia
positiva para doenca de Chagas, mas sem manifestagBes cardiacas detectaveis. Apos a
triagem dos pacientes, amostras de sangue (4,0 ml) foram coletadas de todos os
individuos, enquanto que os dados demograficos e os resultados do ecocardiograma e

eletrocardiograma foram inseridos em uma planilha do programa Excel 2003.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir de sangue periférico pelo
método de Fenol-cloroférmio, segundo Pena et al., (1991),* com modificacdes. A
metodologia utilizada para identificar os alelos do sistema histo-sanguineo Duffy foi a
técnica de amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase - Polimorfismos de
Comprimentos de Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP). A regido promotora do gene
FY foi amplificada utilizando-se os primers FYN1 (5’-CAA GGC CAG TGA CCC
CCA TA-3’) e reverso FYN2 (5’-CAT GGC ACC GTT TGG TTC AG-3’) que
flanqueiam a regido GATA-Box. Para determinar o polimorfismo G125A do gene FY
foram utilizados o primer FYAB1 (5°-TCC CCC TCA ACT GAG AAC TC-3’) e
reverso FYAB2 (5-AAG GCT GAG CCA TAC CAG AC-3’), que flanqueiam o

segmento de 392 pares de bases no éxon 2.3

Para identificacdo da mutacdo na regido promotora do gene FY, no nucleotideo -
33, o produto da PCR foi submetido a restricdo utilizando-se a enzima Styl e para
determinar o polimorfismo G125A foi utilizada a enzima Banl. As condi¢Oes de
amplificacdo por PCR-RFLP foram realizadas conforme descrita por Castilho et al.

(2004).%
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Na andlise estatistica foi utilizada analise descritiva dos dados e distribuicdo pelo
gréfico Box-plot. As comparacdes foram feitas com o auxilio do teste exato de Fisher.
As varidveis quantitativas continuas com distribuicdo Galssiana foram comparadas pelo
teste T ndo pareado. Admitiu-se erro a de 5% sendo considerados significantes valores
de P <0,05. O teste de Regressdo Logistica Mdltipla foi usado para determinar o efeito
das varidveis no risco para a CCC, o qual incluiu a idade (referéncia: < 60 anos,
mediana dos dois grupos), sexo (referéncia: feminino) e os gendtipos do gene FY

combinados (referéncia: DARC */*).
I1l.  Resultados

As frequéncias genotipicas do sistema histo-sanguineo Duffy determinada por
PCR/RFLP, das 95 amostras de sangue dos individuos do estudo (74 pacientes com
CCC e 21 individuos sem manifestacOes cardiacas) estdo representadas na Tabela 1. A
maior frequéncia observada em ambos os grupos foi a do genétipo FYA/FYB, sendo
39,19% nos pacientes com CCC e 42,86% naqueles sem cardiopatia manifesta. Elevada
frequéncia também foi verificada nos individuos com o genotipo homozigoto para o
alelo FYB, 22,97% e 28,57% entre os pacientes e individuos sem a cardiopatia,
respectivamente. Foi realizado o teste exato de Fisher, porém as diferencas dos
gendtipos de FY entre os dois grupos estudados ndo foram estatisticamente significantes

(p>0,05).

A distribuicdo das frequéncias genotipicas de FY dos pacientes com CCC, de
acordo com o grau de severidade da miocardiopatia estad sumarizada na Tabela 2. Pode-
se observar que as frequéncias mais elevadas foram verificadas no grupo de pacientes

com o gendtipo FYA/FYB, destes, 54,54% apresentam o grau de severidade leve,
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seguido de 43,75% para o moderado, 37,50% para o grave e 30,43% para o normal.
Para a comparagéo entre as combinagdes dos graus de severidade (normal com leve) e,
(moderado com grave) versus as combinacBes genotipicas (apenas presenca de dois
alelos FY positivos) e (pelo menos a presenca de um alelo FY negativo), foi realizado o
teste exato de Fisher e ndo houve diferencas estatisticamente significantes (p>0,05). J&

as frequéncias dos demais genotipos de FY foram baixas.

Em relacdo a idade dos pacientes, esta variou entre 27 e 88 anos, com média de
59,49 anos e mediana de 60 anos. Para a analise da comparagdo entre o grau de
severidade da CCC e a faixa etéria, os pacientes foram divididos em dois grupos, um
com graus de severidade normal e leve e outro com graus moderado e grave. Quanto a
idade nestes dois grupos, elas foram divididas em idades < 60 ¢ > 60 anos. Os graus de
severidade moderado e grave apresentaram-se mais frequentes em pacientes na faixa
etéria < 60 anos. Esta associacdo foi determinada pelo teste exato de Fisher e mostrou-

se estatisticamente significante, (p=0,0098), Tabela 3.

Os dados demograficos (idades e sexos) e genétipos de DARC combinados
(pacientes com a presenca de dois alelos FY positivos e, pacientes com a presenga de
pelo menos um alelo FY negativo) foram utilizados para a verificagdo do risco de CCC,
no modelo de regressdo logistica multipla, o qual mostrou que o sexo masculino foi
fator preditor para a CCC (OR= 3,87; IC 95%: 1,30-11,56; p=0,015). N&o houve
associacdo estatisticamente significante entre as idades e os gendtipos DARC dos

individuos e pacientes, com o risco da CCC, Tabela 4.

V. Discussao
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A populagdo brasileira é altamente heterogénea devido & miscigenacdo de
diferentes etnias. Além disso, o fluxo migratério ndo foi uniforme nas diferentes
regides do pais.*** Uma caracteristica do sistema histo-sanguineo Duffy é a
distribuicdo diferencial de seus determinantes antigénicos entre grupamentos étnicos,
por isso tém sido usado como marcadores da composicéo étnica.

O presente estudo foi baseado na hipétese de DARC estar envolvido na
patogénese da doenca de Chagas, particularmente na CCC, além da possibilidade de
diferengas no perfil genotipico deste antigeno modular o curso da doenga. De acordo
com 0s nossos resultados, o gendtipo FYA/FYB foi o mais prevalente na populagdo
estudada, tanto entre os individuos com CCC quanto naqueles que ndo apresentam
manifestagBes cardiacas, seguido pelos genétipos FYB/FYB, FYA/FYB-33, FYA/FYA e
FYB/FYB-33. (Tabela 1). As diferencas no perfil genotipico de DARC entre individuos
sororreagentes para T. cruzi, com e sem CCC ndo foram estatisticamente significantes.
Estudos prévios realizados no Brasil, um na regido Amazonica e outro na cidade de
Campinas no estado de Séo Paulo, também mostraram frequéncias elevadas dos
genotipos FYA/FYB e FYB/FYB, como foi verificado no nosso estudo.®**’ Entretanto, as
combinacdes alélicas de FYA, FYB e FYB-33 mostraram distribuicdo diferencial em
relagdo & populacéo da regido Sudeste do pais.®

Detectamos baixa frequéncia do gendtipo Duffy negativo (FYB-33/FYB-33)
entre os pacientes com CCC (2,70%) e individuos sororeagentes (4,76%). Como j& bem
demonstrado, a auséncia do antigeno Fy em muitos grupos étnicos africanos e em seus
descendentes, parece ndo exercer nenhum efeito deletério.®® Esses individuos sdo
homozigotos para a mutagdo de FYB na regido GATA-box, que abole completamente a

expressdo do antigeno Duffy nos eritrécitos, mas ndo em células de outros tecidos.®
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Gendtipos com a presenga do alelo (FYB-33) resultam na diminui¢do da expressao da

39,40

proteina Duffy na superficie do eritrécito em 50%, 0 que demonstra a agédo de efeito

40,41

de dose do gene, que poderia limitar o papel de receptor de quimiocinas.

Embora ndo tenhamos tomado nenhuma medida qualitativa ou quantitativa da
expressdo da glicoproteina Duffy nesse estudo, verificamos que as frequéncias
genotipicas de FY nos pacientes com CCC em relacdo ao grau de severidade da
miocardiopatia foram maiores naqueles portadores do genétipo heterozigoto FYA/FYB
do que nos homozigotos para os alelos FYA e FYB, em todos os graus desta cardiopatia.
N&o houve, no entanto, associacao significante entre os graus de severidade da CCC e
0s gendtipos do gene FY (Tabela 2). Pesquisadores verificaram que individuos
homozigotos para os alelos FYA e FYB expressam quantidade menor de DARC que 0s
heterozigotos. Desta forma, é possivel que os ultimos oferecam maior repertorio de
receptores para as possiveis variagdes que ocorrem nas ligagdes com as quimiocinas.*!
As bases que fundamentam essa observagdo ainda ndo estdo determinadas e 0S nossos
resultados genotipicos, em conjunto com a falta de estudos na literatura, ndo nos

permitem fazer inferéncias de associacdo entre estes genotipos e a CCC.

Nossos resultados ndo apresentaram associagdo significante entre o perfil
genotipico de DARC e a CCC, talvez devido a limitages no tamanho amostral, porém
ha relatos na literatura que associam os genétipos Duffy com outras doencas. O
antigeno Duffy estd envolvido em doengas e transplantes renais, rejeicdo aguda do
transplante e arterite de células gigantes.***” Estudos realizados com cancer de prostata
sugerem que os individuos DARC °/ podem apresentar aumento da incidéncia e
mortalidade para este tipo de cancer.”®**® A expressdo de DARC pode atenuar o

potencial de crescimento e metastase do carcinoma espinocelular de laringe e dos
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canceres de mama e pulmé&o.*®*? Estudiosos verificaram que individuos DARC 7/
apresentaram um aumento de 40% no risco de adquirir o HIV, embora eles

apresentassem uma progressao mais lenta da doenga.>>**

Um estudo realizado na regido Amazénica verificou que individuos com o
gendtipo FYA/FYB sdo mais susceptiveis & malaria vivax e a presenca do alelo FYB-33
esté relacionada com risco diminuido desta doenca.®” Um estudo posterior realizado na
mesma regido sugere que o0s gendtipos FYA/FYA e FYA/FYB podem estar associados
com o aumento da freqiiéncia de infeccdo por maléria vivax e ainda com alta densidade

parasitaria, que ndo é comum nesta doenca.”

Nossas andlises mostraram uma associacdo significante (p=0,0098) entre
pacientes na faixa etaria menor ou igual a 60 anos com os graus de severidade
moderado e grave combinados, indicando que estes individuos apresentam risco
aumentado de desenvolver as formas mais graves da cardiopatia (Tabela 3). Nossos
resultados ndo estdo de acordo com a literatura, em que a severidade da cardiopatia
aumenta em pacientes com idade avancada, porém ha relatos de que a cardiopatia
chagésica é predominante em individuos na faixa etéaria entre 30 e 60 anos. ***" O
presente estudo também mostrou que o sexo masculino foi fator preditor para a CCC
(Tabela 4), corroborando com dados da literatura, os quais sugerem que a CCC

predomina em individuos do sexo masculino.*®®

V. Conclusao

As diferencas no perfil genotipico de DARC entre individuos sororreagentes
para T. cruzi, com e sem CCC ndo mostraram qualquer associacdo, e também ndo houve

associacdo entre os gendtipos dos pacientes e a severidade da CCC, o que pode ser
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devido ao pequeno namero amostral. Por outro lado, os pacientes na faixa etaria menor
ou igual a 60 anos apresentaram risco aumentado de desenvolver as formas mais graves

da cardiopatia. E ainda, o sexo masculino foi fator preditor paraa CCC.

DARC esté envolvido em diversas patologias e diferencas na expressao deste
receptor podem resultar na diversidade do curso de algumas doencas, além de
susceptibilidade diferencial s mesmas. Apesar do conhecimento atual sobre a relagdo
entre estrutura/fungdo e localizagéo tecidual deste receptor, o papel funcional das
diferentes combinacBes genotipicas necessita de maiores esclarecimentos, uma vez que
estas diferengas no genotipo podem refletir nos mecanismos genéticos favoraveis a
susceptibilidade a doencas infecciosas. Assim, sdo necessarios novos estudos a fim de

investigar o real papel de DARC na patogénese da doenca de Chagas e na CCC.
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Tabela 1: Frequéncias genotipicas e alélicas de FY em pacientes com CCC e individuos
sem manifestacBes cardiacas, atendidos no ambulatério de Cardiologia e Cirurgia

Cardiovascular do Hospital de Base - FUNFARME.

Sororreagentes
Genétipos Sem CCC Com CCC p OD (IC 95%)
n(%) n(%)
FYA/FYA 2(9,52) 7(9,46) 1,000 1,008 (0,193-5,259)
FYA/FYB-33 2(9,52) 11(14,86) 0,726 0,603 (0,122-2,962)
FYA/FYB 9(42,86) 29(39,19) 0,804 1,164 (0,435-3,109)
FYB/FYB 6(28,57) 17(22,97) 0,577 1,341 (0,450-3,993)
FYB/FYB-33 1(4,76) 8(10,81) 0,678 0,412 (0,048-3,502)
FYB-33/FYB-33 1(4,76) 2(2,70) 0,532 1,800 (0,155-20,893)
Alelos Frequéncias alélicas
FYA 0,357 0,365 1,000 0,967 (0,473-1,976)
FYB 0,524 0,480 0,727 1,193 (0,600-2,369)
FYB-33 0,119 0,155 0,632 0,734 (0,261-2,067)

Teste Exato de Fisher.
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Tabela 2: Frequéncias genotipicas de FY entre os diferentes graus de severidade da
CCC dos pacientes atendidos no ambulatério de Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular

do Hospital de Base - FUNFARME.

Geno6tipos Severidade da CCC
Normal n(%b) Leve n(%o) Moderada n(%o) Grave n(%)

FYA/FYA 2(8,69) 1(9,09) 1(6,25) 3(12,50)
FYA/FYB-33 5(21,74) 0 2(12,50) 4(16,67)

FYA/IFYB 7(30,43) 6(54,54) 7(43,75) 9(37,50)

FYB/FYB 3(13,04) 2(18,18) 5(31,25) 7(29,17)
FYB/FYB-33 5(21,74) 2(18,18) 0 1(4,17)

FYB-33FYB-33 1(4,35) 0 1(6,25) 0

Total 23(100,00) 11(100,00) 16(100,00) 24(100,00)
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Tabela 3: Frequéncias dos graus de severidade da CCC entre os pacientes com faixas
etarias menor ou igual a 60 e maior que 60 anos de idade atendidos no ambulatério de

Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular do Hospital de Base - FUNFARME.

Faixa etaria Severidade da Cardiopatia Total
Normal Leve Moderada Grave

<60 anos 7(20,59%) 3(8,82%) 8(23,53%) 16(47,06%) 34(100%)

> 60 anos 16(40,00%) 8(20,00%) 8(20,00%) 8(20,00%) 40(100%)

Teste exato de Fisher, p=0,0098

Tabela 4. Dados demogréficos e frequéncia de DARC nos cardiopatas e sororreagentes

parao T. cruzi .

Variaveis Cardiopatas Sem cardiopatia OR (IC 95%) P
n (%) n (%)

Idade

Mediana

< 60 anos 34(45,94) 8(38,09) Referéncia

> 60 anos 40(54,05) 13(61,90) 0,67 (0,24-1,90) 0,450
Sexo

Feminino 32(43,24) 15(71,43) Referéncia

Masculino 42(56,76) 6(28,57) 3,87 (1,30-11,56) 0,015
DARC

Positivos 53 (71,62) 17 (80,95) Referéncia

Negativos 21(28,38) 4 (19,05) 2,31 (0,65-8,21) 0,197
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3. Conclusoes

1. N&o houve associacédo significante entre o polimorfismo G125A no éxon 2 e a
mutacdo T-33C na regido promotora do gene FY com os individuos

sororreagentes para T. cruzi, com e sem Cardiopatia Chagésica Cronica.

2. O polimorfismo G125A no éxon 2 e a mutacdo T-33C na regido promotora do
gene FY nédo apresentaram associagéo significante com os graus de severidade

da Cardiopatia Chagasica Cronica.

3. O sexo masculino foi fator preditor para a Cardiopatia Chagéasica Cronica e 0s
pacientes na faixa etaria menor ou igual a 60 anos apresentaram risco aumentado

de desenvolver as formas mais graves da cardiopatia.
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Anexo |

FACULDADE DE MEDICINA DE SAQ JOSE DO RIO PRETO - FAMERP.
FUNDACAO FACULDADE REGIONAL DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO - FUNFARME.
TERMO DE PARTICIPACAO E CONSENTIMENTO

“Caracterizacdo dos genétipos de Trypanosoma cruzi em pacientes com miocardiopatia
chagdsica atendidos no HB/FUNFARME - Noroeste Paulista”

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa para identificar o agente causador da Doenga de
Chagas em pacientes com miocardiopatia chagasica atendidos aqui no HB/FUNFARME.

A doenca de Chagas é uma doenca endémica no Brasil ¢ nas América do Norte, Sul e Central. Sendo uma
parasitosc tecidual ¢ sanguinea. O agente etiolégico (causador) da Doenca de Chagas é o protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi, que ¢ transmitido ao homem ¢ a outros mamiferos suscetiveis por hemipteros hematofagos (insetos
chamados popularmente de barbeiro) da subfamilia Triatominae. Essa doenca apresenta um curso clinico varidvel e
pode incluir uma fase aguda e uma fase cronica, separadas por um periodo indeterminado (neste os pacientes sdo
relativamente assintomaticos). nesta fase da doenca, o 7. cruzi se concentra nas fibras musculares. A fase aguda
caracteriza-se por alta parasitemia e parasitismo tecidual, que pode ser sintomética (febre, linfadenomegalia, miocardite
¢ faléncia cardiaca) ou mais fregilentemente assintomatica. Geralmente essa primoinfecgdo ocorre na infancia € néo ¢
fatal nessa fase.

Este projeto tem como objetivo investigar a ocorréncia das variantes genéticas do 7. cruzi em pacientes com
miocardiopatia chagasica atendidos neste hospital (HB) no Noroeste Paulista para desenvolver metodologias
diagnosticas precisas para detectar precocemente possivel reativagio da DC ¢ implantar medidas terapéuticas
adequadas ¢ cfetivas, além de obter importantes informagdes sobre o desenvolvimento da doenga. Sua participagdo ¢ de
fundamental importancia nesse estudo ¢ consistira em:

1°- Responder um questionario sobre seus habitos de vida, garantindo-lhe sigilo de todas as suas informagdes
pessoais:

2°- Sera coletado 10 ml de seu sangue para exame da DC, que sera destinado apenas para a analise cientifica e
ndo podera ser comercializado. Este processo consiste em introduzir uma agulha na veia ¢ neste momento vocé.
conforme sua sensibilidade, podera sentir uma ardéncia. Apos a coleta de sangue. podera apresentar um hematoma
(roxo) no local que foi introduzido a agulha.

Esclarecemos que ndo havera riscos de qualquer tipo de contaminagdo nesta coleta, pois o material utilizado
sera individual e ndo contaminado., isto é, um material estéril (seringa, agulha, algoddo com alcool) para cada pessoa. ¢
que depois sera colocado em saco de lixo e descartado em local seguro.

De acordo com as recomendagdes que resultaram da Conferéncia Internacional de Helsinque (1964) ¢ Toquio
(1975), o presente termo de participagdo e consentimento apenas confirma sua aprovagdo, autorizacao e colaboragdo ao
estudo proposto, em obediéncia a portaria 196/96 do Ministério da Saude do Brasil.

Declaro para os devidos fins que fui suficientemente esclarecido(a) sobre minha participacdo voluntaria no
projeto “Caracterizagio dos genétipos do 7rypanosoma cruzi em pacientes com miocardiopatia chagésica atendidos no
HB/FUNFARME - Noroeste™ ¢ que, se me sentir prejudicado. a qualquer momento, poderei solicitar a retirada das
minhas informagdes do mesmo. tendo a minha disposicdo as formas de contato com o pesquisador.

........ de.....................de

Pesquisador Responsavel Sujeito da pesquisa — RG:
Prof. Dr. Carlos E. Cavasini

CIM/DDIP - FAMERP

FONE: (0xx17) 3201-5736 / 3201.5918

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila Sdo Pedro

Séo José do Rio Preto — SP - 15090-000
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FUNDACAO FACULDADE REGIONAL DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO - FUNFARME.

Anexo

FICHA EPIDEMIOLOGICA

“Caracterizagdo dos genétipos de Trypanosoma cruzi em pacientes com miocardiopatia chagdsica
atendidos no HB/FUNFARME - Noroeste Paulista”

No. Prontuario:

/

Data da coleta:

/

Cadigo do projeto:

SR( )/DCC( )/TR( )

®

Nome: Y A _ Idade: % Anos de Escolaridade (
- MUNICIPIO dm. ZONA - TIPO MORADIA Ho::.o. Ocupagio
LN: R()/U( ) [Alv( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U( ) [AlV( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U(C) [AI( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U(C) [AIN( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U( ) [Alv( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U( ) [Alv( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U( ) [Alv( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U( ) [AV( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U() [Al( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()/U( ) [Alv( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )

R()7U( ) [AN( )/Mad( )/ Taipa( )/ Outra( )
MA: R( )/U( ) |Av( )/Mad( )/Taipa( )/Outra( )




Apéndice 2 81

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Ouviu falar ou conhece o bicho Barbeiro?

Conhece ou conheceu alguma pessoa com DC?

Data do m_wwno,w:mo, do vwmmm;._wiow Ano

Sim( )/Nao( ) [Desde Quando? (tempo): Sim ( )/Nao () [Grau de parentesco Quando (ano):
Recebeu transfusio de sangue: Sim ( )/Nio( ) Quando” Por qué?
Tabagismo: Sim ( )/ Nao () Ha quanto tempo? Deixou de fumar a quanto tempo? Por qué?
Etilismo: Sim (" )/Nao () Ha quanto tempo? Deixou de beber a quanto tempo? Por qué?

Data do diagndstico clinico (médico)? Ano

Exames complementares:

Tempo entre diagndstico laboratorial € clinico?

Faz tratamento? Sim ( )/Nao( ) Quanto tempo?

Tipo de tratamento?

Pesquisador Responsavel:

Sdo José do Rio Preto, .

PR T —— )

Coletor de dados

Prof. Dr. Carlos E. Cavasini - CIM/DDIP - FAMERP

FONE: (0xx17) 3201-5736 / 3201.5918
Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila Sio Pedro
Sdo José do Rio Preto — SP - 15090-000
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FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.° 74.179 de 14/06/74)

Parecer n.° 274/2008

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 3364/2008 sob a responsabilidade de Carlos
Eugénio Cavasini com o titulo “Caracterizagtio dos genétipos de Trypanosoma
cruzi em apcientes com miocardiopatia chagdsica atendidos no
HB/FUNFARME - Noroeste Paulista” estd de acordo com a resolugdo CNS
196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste
Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final
do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 21 de julho de 2008.

Py

Prof. Dr. Anton s Pires
Coordenador do CEP/FAMERP

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S&o José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94
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em Seres Humanos da
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Faculdade de Medicina de

ommou ciéncia e aprovou a

ampliago da me legia conforme e hamento datade de 17 de
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