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Resumo 

Introdução: A doença de Chagas é resultante da infecção pelo protozoário 

Trypanosoma cruzi. As manifestações clínicas desta doença são representadas pelas 

seguintes formas: indeterminada, cardíaca, digestiva ou mista. A resposta imune 

desempenha papel relevante na determinação do curso da infecção. O receptor para 

quimiocinas CCR5 e as quimiocinas CCL3 e CCL4 (ligantes deste receptor) estão 

envolvidos na migração de leucócitos para os locais de inflamação. Objetivos: Avaliar 

se os polimorfismos do gene CCR5, CCR5Δ32 (rs333), CCR5 59029 A/G (rs1799987) e 

as concentrações plasmáticas das quimiocinas CCL3 e CCL4 estão associados às 

diferentes formas clínicas da doença de Chagas crônica, bem como com a disfunção 

sistólica ventricular esquerda. Casuística e métodos: Foram incluídos no estudo 277 

pacientes, sendo 109 com a forma digestiva da doença e 168 com a forma cardíaca. O 

grupo controle foi composto por 172 doadores de sangue com sorologia não reagente 

para o T. cruzi. O teste de ELISA foi realizado para confirmar a infecção por T. cruzi. 

Os polimorfismos foram identificados por PCR e PCR-RFLP. Os níveis plasmáticos das 

quimiocinas foram medidos usando ensaio multiplex Milliplex® MAP (Millipore). As 

variáveis contínuas foram comparadas utilizando o teste t não pareado. Para 

comparação dos demais resultados foram realizados o Teste Qui-quadrado e o Teste T 

de Student ou Teste de Mann-Whitney. Resultados: Os genótipos e alelos dos 

polimorfismos CCR5Δ32 e CCR5 59029 A/G não diferiram entre os pacientes com 

doença de Chagas crônica cardíaca, com e sem disfunção sistólica ventricular esquerda. 

Foi observada maior frequência do genótipo AA nos pacientes com a forma cardíaca da 

doença, bem como frequência elevada do genótipo AG nos pacientes com a forma 

digestiva. Não houve diferenças nas concentrações de CCL3 e CCL4 entre os pacientes 
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com doença digestiva e cardíaca, como também entre os pacientes com função sistólica 

ventricular esquerda normal e com disfunção. Maiores níveis plasmáticos de CCL3 e 

CCL4 foram verificados nos pacientes com disfunção sistólica ventricular esquerda, 

comparados com aqueles com a forma digestiva. Conclusões: Os polimorfismos 

CCR5Δ32 (rs333) e CCR5 59029 A/G (rs1799987) não estão associados à disfunção 

sistólica ventricular esquerda nos pacientes com doença de Chagas crônica cardíaca. O 

polimorfismo CCR5∆32 parece não influenciar nas diferentes manifestações clínicas da 

doença de Chagas. Nossos resultados mostram o envolvimento do polimorfismo CCR5 

59029 A/G na suscetibilidade diferencial às formas clínicas da doença de Chagas 

crônica, na população estudada. As concentrações plasmáticas de CCL3 e CCL4 

parecem não estar envolvidas na suscetibilidade diferencial às formas clínicas da doença 

de Chagas crônica, como também no desenvolvimento da disfunção sistólica ventricular 

esquerda. Nestes pacientes, maior atividade inflamatória dependente de CCL3 e CCL4 

pode ocorrer, em relação à forma digestiva da doença. 

Palavras-chave: Doença de Chagas, Trypanosoma cruzi, CCR5, Quimiocina CCL3, 

Quimiocina CCL4. 
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Abstract 

Introduction: Chagas disease is a disease resulting from infection by the protozoan 

Trypanosoma cruzi. The clinical manifestations of this disease are represented by the 

following forms: indeterminate, cardiac, digestive or mixed. The immune response 

plays an important role in determining the outcome of infection. The CC chemokine 

receptor 5 (CCR5) and chemokines CCL3 and CCL4 (ligands of this receptor) are 

involved in the migration of leukocytes to sites of inflammation. Objectives: The aim 

of this study was to evaluate if the CCR5Δ32 (rs333) and CCR5 59029 A/G (rs1799987) 

polymorphisms of the CCR5 gene and plasma concentrations of chemokines CCL3 and 

CCL4 are associated with different clinical forms of chronic Chagas disease and with 

left ventricular systolic dysfunction. Methods:  The study included 277 patients, 109 

with the digestive form of the disease and 168 with the cardiac form. The control group 

comprised 172 blood donors with negative serology for T. cruzi. Infection by T. cruzi 

was confirmed by ELISA. The polymorphisms were identified by PCR and PCR-RFLP. 

The chemokines levels were measured using a Milliplex® MAP multiplex assay 

(Millipore). The unpaired t test was used to compare continuous variables. Chi-square, 

the Student's t test or Mann-Whitney test were used to compare the results. Results: The 

genotypes and alleles of the CCR5Δ32 and CCR5 59029 A/G polymorphisms did not 

differ between the patients with Chronic Chagas heart disease with and without left 

ventricular systolic dysfunction. There was a higher frequency of the AA genotype in 

patients with Chronic Chagas heart disease, as well as high frequency of AG genotype 

in patients with the digestive form. There were no differences in the concentrations of 

CCL3 and CCL4 among patients with digestive and heart disease, as well as in patients 

with normal left ventricular systolic function and dysfunction. The plasma 
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concentrations of both CCL3 and CCL4 were greater in patients with left ventricular 

systolic dysfunction than in those with the digestive form. Conclusions: The CCR5Δ32 

(rs333) and CCR5 59029 A/G (rs1799987) polymorphisms had no relationship with left 

ventricular systolic dysfunction in patients with chronic Chagas' heart disease. The 

CCR5Δ32 polymorphism does not seem to influence the different clinical 

manifestations of Chagas disease. The results of this study show the involvement of the 

CCR5 59029 A/G polymorphism in susceptibility to the different clinical forms of 

chronic Chagas disease in this study population. Plasma concentrations of CCL3 and 

CCL4 may not be involved in the differential susceptibility to clinical forms of chronic 

Chagas disease, as well as in the development of left ventricular systolic dysfunction. In 

these patients, increased inflammatory activity dependent CCL3 and CCL4 can occur in 

relation to the digestive form of the disease. 

Keywords: Chagas Disease, Trypanosoma cruzi, CCR5, Chemokine CCL3, Chemokine 

CCL4.
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Doença de Chagas 

A doença de Chagas, resultante da infecção pelo protozoário Trypanosoma 

cruzi, foi descrita pelo médico e cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das 

Chagas.(1) A doença é endêmica em áreas de 21 países da América Latina e atualmente 

de 6 a 7 milhões de pessoas estão infectadas pelo T. cruzi, segundo estimativa da 

Organização Mundial de Saúde.(2) Ocorrem aproximadamente 28.000 novos casos a 

cada ano, com 8.000 casos de infecção durante a gestação, e outros 65 milhões de 

pessoas vivem sob o risco de adquirir a doença.(3) A doença de Chagas é uma doença 

negligenciada, que afetava áreas rurais e pobres da América Central e Sul.(4) 

Posteriormente, a doença também se tornou um problema urbano, devido a crescente 

urbanização ocorrida desde 1940.(5) Atualmente, com a migração internacional, a 

infecção não está confinada a América Latina, atingindo áreas não endêmicas, como 

regiões dos Estados Unidos, Europa, Ásia e Oceania.(6,7) 

As mais tardias evidências de infecção humana pelo T. cruzi, que datam cerca de 

9.000 anos, ocorreram em múmias do norte do Chile e Sul do Peru, nas quais foram 

identificados DNA do parasito.(8) Em 1835 Charles Darwin relata em seu diário ter sido 

picado por um inseto triatomíneo quando visitava o Chile e os sintomas apresentados 

posteriormente sugerem ser devidos à doença de Chagas.(1) No entanto, apenas em 1909 

o T. cruzi foi identificado como agente etiológico da doença de Chagas, quando Carlos 

Chagas identificou a presença do parasito no sangue de uma criança febril, chamada 

Berenice, sendo este o primeiro caso clínico descrito da doença. Posteriormente, Carlos 

Chagas descreveu a morfologia do T. cruzi, os reservatórios, o ciclo de vida tanto nos 



                                                                                                                                            Introdução     3 

 

 

hospedeiros vertebrados, quanto nos invertebrados, a epidemiologia, as manifestações 

clínicas e diversos aspectos da doença.(9-11) 

A infecção pelo T. cruzi pode ser adquirida pelo homem de diversas maneiras, 

como por meio de insetos vetores, considerado o mecanismo de transmissão de maior 

importância epidemiológica. A transfusão sanguínea é outro meio de transmissão de 

grande importância epidemiológica, que com a migração internacional, emergiu nas 

áreas não endêmicas.(7,9) Também pode ocorrer transmissão congênita e oral, sendo esta 

última adquirida pela ingestão de alimentos e bebidas contaminados com o T. cruzi.(7,11) 

Além desses mecanismos de transmissão principais citados, há os meios de transmissão 

secundários, que ocorrem com menor frequência, tais como acidentes de laboratório e 

transplantes de órgãos.(7)  

O T.cruzi é um protozoário flagelado pertencente à ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma.(12) São observadas várias formas 

evolutivas de T. cruzi em seu ciclo biológico, e em todas elas verifica-se a presença de 

uma mitocôndria modificada com abundante DNA, denominada cinetoplasto.(9) São 

reconhecidas mais de 100 espécies de reservatórios para o T. cruzi e mais de 140 

espécies de vetores.(7) Os insetos vetores desse parasito são triatomíneos da família 

Reduvidae, sendo os epidemiologicamente mais significantes representados por: 

Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus, 

Triatoma pseudomaculata, Triatoma sórdida e Panstrongylus megistus.(13) 

O ciclo de vida desse parasito é complexo, ocorrendo no hospedeiro vertebrado 

uma fase de multiplicação intracelular, e no inseto vetor, extracelular. Durante o 

hematofagismo, os tripomastigotas metacíclicos (forma infectante para os vertebrados) 
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são eliminados nas fezes e urina do inseto vetor e por meio das mucosas ou ferimentos 

na pele, ocorre interação entre a célula hospedeira e o parasito.(9) O T. cruzi tem a 

capacidade de infectar diferentes tipos celulares, como por exemplo, macrófagos, 

fibroblastos, células epiteliais e células do miocárdio.(14) A descrição completa do ciclo 

do T. cruzi encontra-se na figura 1.  

 

Figura 1. Ciclo de vida do protozoário Trypanosoma cruzi – (1) Durante o 

hematofagismo, o inseto infectado elimina os tripomastigotas metacíclicos nas fezes e 

urina. (2) Os tripomastigotas invadem células, como os macrófagos, onde se 

transformam em amastigotas. (3) Dentro das células, os amastigotas multiplicam-se por 

divisão binária simples. (4) Os amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas 

sanguíneos, ocorre lise celular e os parasitos são liberados na corrente sanguínea, 

podendo invadir novas células para cumprirem novo ciclo celular. (5) Os 

tripomastigotas sanguíneos podem ser ingeridos por novo inseto, continuando o ciclo do 

parasito. (6) No estômago do inseto os tripomastigotas sanguíneos se transformam em 

epimastigotas. (7) Os epimastigotas se multiplicam por divisão binária simples. (8) Os 

epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos.(15) 
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Na doença de Chagas ocorre a fase aguda e posteriormente a fase crônica. 

Geralmente a fase aguda é assintomática e manifestações locais na região de entrada do 

parasito como sinal de Romaña e chagoma de inoculação podem ser observadas, se o 

meio de transmissão for vetorial. Os sintomas da fase aguda incluem febre, mal estar, 

poliadenia, hepatoesplenomegalia, insuficiência cardíaca e às vezes meningoencefalite, 

esta que pode ocorrer em crianças e pacientes imunossuprimidos.(9,16)  Após a fase 

aguda, cerca de 60% dos indivíduos infectados apresentam a forma clínica 

indeterminada da infecção, caracterizada por ausência de sintomas, estudos radiológicos 

e eletrocardiográficos aparentemente normais e sorologia reagente para o T. cruzi.(12) 

Cerca de 20 anos após a infecção, os indivíduos infectados cronicamente podem vir a 

desenvolver as seguintes formas crônicas da doença: cardíaca, digestiva ou mista. 

Aproximadamente 30% deles desenvolvem a Cardiopatia Chagásica Crônica (CCC), 

correspondente à forma cardíaca da doença, enquanto cerca de 10% desenvolvem a 

forma digestiva e ainda, manifestações cardíacas e digestivas são observadas em alguns 

pacientes, caracterizando a forma mista da doença.(1,6)  

A principal manifestação clínica da doença de Chagas é a CCC, pela frequência 

em que ocorre e pela gravidade, responsável por óbito de pacientes nas áreas endêmicas 

e mais recentemente, causa de doenças cardíacas nos EUA e Europa.(1,16) Insuficiência 

cardíaca sistólica crônica,(17) arritmias ventriculares,(18) eventos tromboembólicos,(16) 

morte súbita cardíaca,(18) e dor no peito precordial(6) são as manifestações desta forma da 

doença.  

A forma digestiva da doença é representada por megaesôfago e megacólon, 

decorrentes da dilatação do esôfago e cólon respectivamente.(1) As manifestações 

clínicas devido ao megaesôfago incluem ptialismo, disfagia, regurgitação, dor 
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epigástrica e, em alguns casos, desnutrição. O megacólon pode causar distensão 

abdominal, obstipação e obstrução do intestino. Maior prevalência de desenvolver 

câncer de esôfago é observada nos pacientes com megaesôfago.(4) As manifestações 

clínicas comumente encontradas na fase crônica da doença de Chagas estão resumidas 

na figura 2. 

 

Figura 2. Achados comuns na doença de Chagas crônica. (Adaptado).(4)  

(A) Cardiopatia Chagásica Crônica (cardiomegalia). (B). Megaesôfago (graus I, II, III e 

IV, respectivamente). (C). Megacólon. 

 

Durante a fase aguda da infecção, o diagnóstico laboratorial é realizado pela 

pesquisa direta de parasitos no sangue periférico por meio dos seguintes testes: exame 

de sangue a fresco, gota espessa e esfregaço sanguíneo.(9)  Devido à baixa parasitemia 

que ocorre na fase crônica, o diagnóstico laboratorial deve ser realizado por meio dos 

testes sorológicos. Os anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG podem ser detectados por 

imunofluorescência indireta (IFI), ensaio imunoenzimático (ELISA - Enzyme linked 

immunosorbent assay) e hemaglutinação indireta (HAI), sendo recomendado a 

realização de dois testes sorológicos diferentes para precisão do diagnóstico.(4,9) 

Geralmente, quando os testes sorológicos são inconclusivos, o diagnóstico molecular 

por Reação em cadeia da polimerase (PCR) é recomendado.(19) Na fase crônica é 

possível realizar o diagnóstico clínico por meio de avaliação clínica, eletrocardiograma 

e raios X (esôfago e cólon).(20) (Figura 3). 
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Figura 3. Diagnóstico da doença de Chagas crônica. (Adaptado).(4) 

ELISA =Enzyme linked immunosorbent assay. IFI =imunofluorescência indireta. HAI 

=Hemaglutinação indireta. ECG =eletrocardiograma. *disfagia é o sintoma 

predominante (megaesôfago); constipação é o sintoma predominante (megacólon). 

 

A terapêutica da doença de Chagas ainda é limitada. Existem apenas duas drogas 

para o tratamento dessa enfermidade: nifurtimox e benzonidazol, as quais apresentam 

melhor eficácia no início da fase aguda da infecção. Estas drogas podem provocar 

efeitos colaterais graves e resistência. No Brasil, apenas o benzonidazol está sendo 

comercializado.(9,11) Terapias alternativas para o tratamento da doença vêm sendo 

testadas, como por exemplo, o uso de antifúngicos azólicos.(21)  

1.2 Resposta imune contra o T. cruzi 

O controle do T. cruzi envolve a imunidade inata e adquirida por meio da 

mobilização de uma variedade de células tais como, células Natural Killer (NK), células 

T CD4+ e CD8+ e células B.(14,22) 
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A interação das células do sistema imune inato com os componentes do T. cruzi 

(glicoconjugados de membrana) pode ocorrer por meio dos receptores Toll-Like, 

presentes nos macrófagos e células dendríticas.(23,24) A infecção dos macrófagos pelo T. 

cruzi resulta na secreção de Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-α) e de Interleucina 12 

(IL-12), que induz a secreção de Interferon-gama (IFN-γ) pelas células NK. IFN-γ ativa 

os macrófagos que destroem os parasitos pela produção de Óxido Nítrico (NO).(1) 

Interleucina 10 (IL-10) e Fator de Crescimento Transformador beta (TGF-β) são 

citocinas regulatórias que modulam os efeitos da ativação dos macrófagos, como a 

produção de NO e a atividade tripanocida.(25) 

Depois de invadir a célula hospedeira, o T. cruzi pode escapar do vacúolo 

parasitóforo e ir para o citosol, no qual se diferencia em amastigota e o processo de 

replicação é iniciado. Os antígenos do parasito são processados e apresentados por 

moléculas do Complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de classe I, que são 

reconhecidos pelas células T CD8+. O controle do T. cruzi pelas células T CD8+ está 

relacionado principalmente à produção de IFN-γ e à atividade citotóxica contra a célula 

infectada, destacando-se o papel desempenhado pela perforina.(26)  

A contribuição das células T CD4+ com fenótipo TH1 na defesa do hospedeiro 

incluem: a produção de IFN-γ, a qual ativa os macrófagos infectados a eliminarem o 

parasito; a diferenciação e ativação das células T CD8+ e a participação indireta na 

síntese de anticorpos que ativam o sistema complemento, por meio da síntese de IFN-γ.  

A presença destas células no tecido cardíaco é breve, sendo posteriormente substituídas 

por células T CD8+.(25)  

Em síntese, na imunidade humoral, durante a fase aguda da infecção, a maioria 

dos pacientes apresentam anticorpos de isotipos IgM e IgG.(25) No fim da fase aguda e 



                                                                                                                                            Introdução     9 

 

 

na fase crônica, os parasitos extracelulares liberados de ninhos teciduais são eliminados 

pelos anticorpos IgG específicos contra o T. cruzi.(22)  

A resposta imune contra o T. cruzi não é capaz de eliminar o parasito, apenas 

controla seu crescimento, resultando na sua persistência no hospedeiro. A resposta 

imune prolongada pode culminar com as lesões teciduais encontradas nas formas 

clínicas da doença.(9)  

1.3 Mecanismos envolvidos na patogênese da doença 

Os mecanismos patogênicos envolvidos na doença de Chagas podem ser 

explicados por duas hipóteses principais, a persistência do parasito e autoimunidade, 

embora a patogênese da doença não esteja totalmente estabelecida. A primeira hipótese 

aponta a persistência do parasito como responsável por manter a inflamação, e a 

segunda, sugere que o dano tecidual observado nos órgãos afetados é decorrente de 

resposta imune contra antígenos próprios.(27,28)  

A presença de intenso infiltrado inflamatório, com predomínio das células 

mononucleares, principalmente as células T CD8+, é verificada no miocárdio dos 

pacientes com CCC.(27) As células inflamatórias no miocárdio desempenham papel de 

efetoras nos danos cardíacos.(23) Da mesma forma, na doença de Chagas digestiva, há 

associação das lesões encontradas nas células musculares com o infiltrado inflamatório 

e fibrose.(27) Na forma indeterminada da infecção, no que diz respeito à resposta imune, 

parece haver uma situação de equilíbrio entre o parasito e o hospedeiro. Alguns 

elementos sugerem uma imunidade parcialmente protetora, como a presença de IL-10, 

associada com controle da doença.(27)  
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A expressão das quimiocinas CXCL1 (MGSA), CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-

10), CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) e CCL5 (RANTES) ocorre no 

tecido cardíaco durante a fase aguda da infecção, e CXCL9, CXCL10 e CCL5 também 

são produzidas na fase crônica, mesmo na escassez do parasito.(29) Os pacientes com 

CCC apresentam resposta imune TH1 exacerbada. A expressão de IFN-γ, TNF-α e 

Interleucina 6 (IL-6) foi verificada nas células mononucleares infiltradas no tecido 

cardíaco destes pacientes, assim como, expressão reduzida de Interleucina 2 (IL-2), 

Interleucina 4 (IL-4) e IL-10.(23)  

As células TH1 desempenham papel relevante na produção da citocina IFN-γ, a 

qual é de grande importância no controle da infecção, mas também contribui para a 

inflamação do miocárdio.(26) Esta citocina induz a expressão de CCL5, CXCL10, 

CXCL9 e moléculas de adesão, contribuindo na migração das células T e inflamação do 

miocárdio.(26) As lesões cardíacas observadas na CCC podem ser decorrentes da 

produção local de citocinas inflamatórias e de quimiocinas pelas células T do infiltrado 

inflamatório cardíaco.(30)  

Recentemente, maior expressão de IL-10 foi verificada em pacientes com a 

forma indeterminada da infecção. No mesmo estudo, os pacientes com cardiomiopatia 

apresentaram expressão elevada de TNF- α, IFN- γ, IL-6 e Interleucina 1-beta (IL-1β). 

Além disso, a melhor função cardíaca foi associada com maior expressão de IL-10.(31) 

Dados experimentais revelaram a expressão de TNF-α por monócitos de pacientes 

cardíacos, enquanto que monócitos de pacientes com a forma indeterminada da infecção 

expressaram IL-10.(27)  

Maior frequência de células T regulatórias foi verificada nos pacientes com a 

forma indeterminada da infecção. Alguns dados sugerem a contribuição destas células 
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no controle da resposta imune, como também a importância do equilíbrio entre células 

T efetoras e regulatórias na progressão e desenvolvimento da doença.(32)  

Os autores de um estudo verificaram maior produção basal IFN-γ na forma 

digestiva da doença de Chagas, e maior produção de IL-4 nos pacientes com 

megaesôfago, comparados com aqueles que apresentam megacólon.(33) Outros autores 

verificaram nos indivíduos com a forma digestiva da doença, maior produção de IL-10, 

em relação aos grupos indeterminado, cardíaco e controle.(34) Em outro estudo, nos 

pacientes com megaesôfago a produção de IFN-γ e CXCL9 foi mais elevada, quando 

comparados com o grupo controle.(35)  

1.4 Quimiocinas, receptor para quimiocinas CCR5, polimorfismos CCR5∆32 

(rs333) e CCR5 59029 A/G (rs1799987) 

As quimiocinas (citocinas quimiotáticas) são pequenas proteínas envolvidas na 

migração de leucócitos.(36,37) De acordo com o número e espaçamento dos resíduos de 

cisteínas próximas ao domínio amino terminal, as quimiocinas foram divididas em 

quatro famílias: CC, CXC, C e CX3C.(36,38,39) A ação das quimiocinas ocorre por meio 

de receptores específicos pertencentes à superfamília de receptores com sete domínios 

transmembrânicos acoplados a proteínas G.(36,37,40)  

O gene CCR5, localizado no cromossomo 3p21, apresenta 4 éxons e 2 íntrons, 

sendo que entre os éxons 2 e 3 não há intron.(41,42) Este gene apresenta 2 regiões 

promotoras e padrões de splicing alternativo podem originar 2 transcritos denominados 

CCR5A e CCR5B, que codificam a mesma proteína.(42)  

O receptor para quimiocinas CCR5 é uma proteína composta de 352 

aminoácidos e seu peso molecular é de 40,6 kDa.(43) CCR5 é correceptor para o vírus da 
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imunodeficiência humana-1 (HIV-1).(44,45) Os ligantes deste receptor são as quimiocinas 

CCL3, CCL4, CCL5 e CCL8 (MCP-2) que atraem monócitos, macrófagos, células T 

ativadas e de memória, que expressam CCR5.(36,39,43)  

A deleção de 32 pares de base na região codificante do gene CCR5 (CCR5Δ32) 

resulta na geração de uma proteína truncada, ausente na superfície celular. Níveis 

reduzidos de expressão deste receptor ocorrem nos indivíduos heterozigotos (CCR5/ 

CCR5Δ32).(41,46) O polimorfismo localizado na região promotora do gene CCR5 (CCR5 

59029 A/G) afeta o nível de expressão do receptor na superfície celular. Como a maior 

atividade promotora in vitro é resultante do alelo A, o genótipo AA resulta na maior 

expressão de CCR5 na superfície celular.(47,48)  

1.5 CCR5 e seus ligantes na doença de Chagas  

O papel de CCR5, na infecção por T. cruzi, foi investigado por alguns 

pesquisadores.(49-54) A contribuição de CCR5 no controle da replicação do T. cruzi foi 

revelada por alguns estudos.(53,55) Por outro lado, CCR5 também foi associado com a 

patogênese da CCC.(54,56,57)  

O polimorfismo CCR5 59029 A/G foi associado com proteção no 

desenvolvimento da cardiomiopatia chagásica.(58,59) Associação do genótipo 

CCR5/CCR5Δ32 com proteção no desenvolvimento da cardiomiopatia foi sugerida.(59) 

Outras variantes genéticas de CCR5 foram associadas com suscetibilidade a CCC e 

outras com papel protetor no desenvolvimento desta cardiopatia.(50-52)  

As quimiocinas CCL3, CCL4 e CCL5 (ligantes de CCR5) foram avaliadas na 

infecção por T. cruzi por estudos independentes.(55,57,60) Foi relatado o envolvimento de 

CCL3, CCL4 e CCL5 na produção de NO pelos macrófagos humanos, na infecção por 
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T. cruzi.(61) A presença de CCL3, CCL4 e CCL5 foi verificada no miocárdio de 

camundongos infectados com T. cruzi.(55) Evidências experimentais sugerem que na 

infecção aguda por T. cruzi há o envolvimento de CCL3 no recrutamento celular.(62) Por 

outro lado, no controle da infecção por T. cruzi em ratos, as quimiocinas CCL3 e CCL5 

foram consideradas relevantes.(60)  

Assim, está claro o envolvimento de CCR5 e seus ligantes na infecção pelo T. 

cruzi, no entanto é importante realizar uma avaliação nas formas evolutivas da doença 

de Chagas crônica, pois os fatores de suscetibilidade que levam os indivíduos a 

desenvolverem as distintas formas clínicas desta enfermidade ainda não são totalmente 

compreendidos. 

1.6 Objetivos 

O presente estudo teve como objetivo geral verificar a hipótese de que 

polimorfismos do gene CCR5 e ligantes de CCR5 (quimiocinas CCL3 e CCL4) estão 

associados às diferentes formas clínicas da doença de Chagas, bem como, com a 

disfunção sistólica ventricular esquerda nos pacientes com doença de Chagas crônica 

cardíaca. Os objetivos específicos foram: 

1. Investigar os polimorfismos CCR5Δ32 (rs333) e CCR5 59029 A/G 

(rs1799987) nos pacientes com doença de Chagas crônica cardíaca, com e sem 

disfunção sistólica ventricular esquerda.  

2. Investigar os polimorfismos CCR5Δ32 e CCR5 59029 A/G nos pacientes com 

as formas clínicas digestiva e cardíaca da doença de Chagas crônica, e nos indivíduos 

sem a infecção pelo T. cruzi. 
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3. Avaliar se diferenças nos níveis plasmáticos das quimiocinas CCL3 e CCL4 

estão envolvidas na susceptibilidade diferencial às formas digestiva e cardíaca da 

doença de Chagas crônica. 

4. Verificar se as concentrações plasmáticas das quimiocinas CCL3 e CCL4 

estão envolvidas no desenvolvimento da disfunção sistólica ventricular esquerda, nos 

pacientes com doença de Chagas crônica cardíaca.  
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ABSTRACT 

Background: The clinical manifestations of chronic Chagas disease include the cardiac 

form of the disease and the digestive form. Not all the factors that act in the variable 

clinical course of this disease are known. This study investigated whether the CCR5Δ32 

(rs333) and CCR5 59029 A/G (promoter region - rs1799987) polymorphisms of the 

CCR5 gene are associated with different clinical forms of chronic Chagas disease and 

with the severity of left ventricular systolic dysfunction in patients with chronic Chagas 

heart disease (CCHD).  

Methods: The antibodies anti- T.cruzi were identified by ELISA. PCR and PCR-RFLP 

were used to identify the CCR5Δ32 and CCR5 59029 A/G polymorphisms. The chi-

square test was used to compare variables between groups. 

Results: There was a higher frequency of the AA genotype in patients with CCHD 

compared with patients with the digestive form of the disease and the control group. 

The results also showed a high frequency of the AG genotype in patients with the 

digestive form of the disease compared to the other groups.  

Conclusions: In conclusion, the CCR5Δ32 polymorphism does not seem to influence 

the different clinical manifestations of Chagas disease. Our data suggest the 

involvement of the CCR5 59029 A/G polymorphism in susceptibility to the different 

forms of chronic Chagas disease. Besides, these polymorphisms do not influence left 

ventricular systolic dysfunction in patients with CCHD. 

Keywords: CCR5; CCR5Δ32 polymorphism; Chagas disease; chemokine receptor; 

megaesophagus;  chronic Chagas heart disease; megacolon; biomarkers; genetic 

markers; CC chemokine receptor 5; CCR5 Receptor; CCR5 59029 A/G; chemokines; 

cytokines. 
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Introduction 

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is endemic in Latin 

America and, due to migration, it has spread to other countries [1, 2]. According to the 

World Health Organization, it is estimated that about 7 million people are infected with 

T. cruzi, especially in Latin America [3]. The clinical manifestations of the disease 

occur approximately two decades after infection with about 30% of infected individuals 

developing the cardiac form of the disease, chronic Chagas heart disease (CCHD). In 

this case, chronic heart failure is the most important clinical manifestation of the disease 

[4]. Dilation of the esophagus (megaesophagus) and/or colon (megacolon), 

characteristic of the digestive form of the disease, affect about 10% of infected 

individuals [1, 2].  

The variable clinical course of Chagas disease involves distinct populations of parasites, 

an inflammatory reaction and host immune response [5]. Genetic variants of cytokines 

are involved in the different clinical manifestations of the disease [1]. Chemokines are 

cytokines formed by small proteins that are involved in the recruitment of leukocytes to 

sites of inflammation. They act via specific receptors belonging to the superfamily of G 

protein-coupled receptors with seven transmembrane domains [6, 7].  Several types of 

chemokine receptors are expressed on leukocytes. The CC chemokine receptor 5 

(CCR5), ligand of the CCL3, CCL4 and CCL5 chemokines, is expressed by monocytes, 

macrophages and T lymphocytes, preferentially on TH1 cells [7, 8]. 

Different studies have evaluated the role of CCR5 in Chagas disease. One of them 

reported an increased CCR5 expression in patients with cardiomyopathy compared to 

individuals with indeterminate form of infection [9]. Another study reported that the 

reduction in the CCR5 expression correlates to the reduction observed in the cardiac 

function [10]. Polymorphisms in the CCR5 gene were associated with CCHD [11-14]. 

The aim of the present study was to investigate the CCR5Δ32 (rs333) and CCR5 59029 

A/G (promoter region - rs1799987) polymorphisms of the CCR5 gene in patients with 

digestive and cardiac forms of chronic Chagas disease and in uninfected individuals 

with T. cruzi. And also, we evaluated the possible association between the genotypes 

and alleles with the severity of left ventricular systolic dysfunction (LVSD) in patients 

with CCHD.  
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MATERIAL AND METHODS 

Ethical aspects and patient selection 

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Medicine School in 

São José do Rio Preto (#009/2011). The objectives, laboratory procedures, and all 

details of the study were explained to the patients and control subjects and those who 

agreed to participate signed an informed consent form.  

Two hundred and forty consecutive male and female patients seen at the 

Cardiomyopathy Outpatient Service and General Surgery of Hospital de Base of the 

Fundação Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto (HB-FUNFARME), São 

José do Rio Preto, SP, Brazil, were enrolled. The control group consisted of 172 male 

and female blood donors, with negative serology (hemagglutination and 

immunofluorescence) for T. cruzi recruited at the Blood Bank in São José do Rio Preto, 

SP, Brazil.  

Blood sampling and diagnosis of Chagas disease 

A quantity of 5 mL of peripheral blood were collected by venipuncture from each 

patient in tubes with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and 5 mL of blood in 

tubes without any anticoagulant. Genomic DNA was extracted from leukocytes. 

Infection by T. cruzi was confirmed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

according to manufacturer's instructions, performed in duplicate (bioMérieux SA, 

Brazil).  

Seropositive patients underwent clinical evaluation, 12-lead electrocardiogram, 2-

dimensional echocardiogram and chest X-rays. Patients were considered to have CCHD 

when they presented with electrocardiographic or echocardiographic abnormalities 

consistent with the disease [15]. The echocardiographic abnormality indicative of 

LVSD was a left ventricular ejection fraction (LVEF) <60% measured by the Teicholz’ 

method. In cases where LVEF could not be measured by this method, a LVEF < 50% at 

Radionuclide Ventriculography was used to detect LVSD. 

Patients were divided in groups according to LVEF; without LVSD was diagnosed in 

patients with a LVEF ≥60%, mild LVSD in those with LVEF <60% and ≥40%, and 
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severe LVSD in those with LVEF <40%, being the last group defined according to the 

Brazilian guidelines of severe chronic heart disease [16]. In cases where LVEF was 

measured by Radionuclide Ventriculography, patients with LVEF >50%, LVEF 

between 30% and 50% and LVEF <30%, indicated normal left ventricular systolic 

function, mild to moderate, and severe LVSD, respectively.  

After the clinical evaluation, patients suspected of having the digestive form of the 

disease were submitted to anorectal manometry, X-ray of the opaque enema, esophageal 

manometry and X-ray of the esophagus to confirm the diagnosis. Patients with a mixed 

form of the disease (cardiac and digestive forms) were excluded.  

Genomic DNA extraction and genotyping of the CCR5 gene 

Genomic DNA was extracted using the PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit 

(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) according to the manufacturer's instructions. 

DNA was quantified and its purity determined by the optical densitometry 260/280 nm 

ratio in a spectrophotometer (Biotek Instruments ™ -Epoch ®). 

Polymerase chain reaction (PCR) amplification was performed using the CCR5c (5’-

CAA AAA GAA GGT CTT CAT TAC ACC-3’) and CCR5d primers (5’-CCT GTG 

CCT CTT CTT CTC ATT TCG-3’) to identify the deletion of 32 base pairs of the 

CCR5 gene (CCR5Δ32). The PCR conditions were performed as described by Huang et 

al. [17].  

Each reaction had a final volume of 25 µL containing 3.0 mM MgCl2, 0.2 mM of each 

dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP], 20 pM of each primer, 1 unit of Taq polymerase 

(Invitrogen) and 2 µL of genomic DNA (100 ng/µL). Amplification conditions were: 40 

cycles with the first five cycles at 94°C for 1 minute, 55°C for 1 minute, 72°C for 1.5 

minutes, followed by 35 cycles at 94°C for 30 seconds, 61°C for 30 seconds, and 72°C 

for 45 seconds. The PCR product was observed by gel electrophoresis in 1.2% agarose 

stained with ethidium bromide and visualized under ultraviolet light. The fragment of 

189 base pairs corresponds to the CCR5 wild allele and that of 157 base pairs 

corresponds to the deletion allele.  



                                                                                                                                            Artigo 2  29 

 

 

The methodology used to identify the CCR5 59029 A/G polymorphism (promoter 

region of the CCR5 gene) was Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment 

Length Polymorphism (PCR-RFLP). The promoter region of the CCR5 gene was 

amplified using the sense (5’-CCC GTG AGC CCA TAG TTA AAA CTC-3’) and 

antisense primers (5’-TCA CAG GGC TTT TCA ACA GTA AGG-3’). The conditions 

of the PCR-RFLP technique were performed as described by McDermott et al. [18].  

Each reaction had a final volume of 25 µL containing 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM of each 

dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP], 20 pM of each primer, 0.5 unit of Taq polymerase 

(Invitrogen) and 2 µL of genomic DNA. Each amplification reaction consisted of one 

cycle at 94°C for 5 minutes, followed by 35 cycles at 95°C for 1 minute, 54°C for 1 

minute, 72°C for 1 minute and a cycle of 72°C for 10 minutes. The PCR product 

containing 268 base pairs was observed by gel electrophoresis in 2% agarose stained 

with ethidium bromide and visualized under ultraviolet light.  

The amplified DNA was digested at 37°C for 30 minutes using the Fast Digest enzyme 

Bsp1286I (Fermentas-Thermo Scientific). The fragments of 10 base pairs and 258 base 

pairs correspond to the A allele while the fragments of 10, 127 and 131 base pairs 

correspond to the G allele. The fragments were observed by gel electrophoresis in 2% 

agarose stained with ethidium bromide and visualized under ultraviolet light.  

Statistical analysis 

Quantitative variables are expressed as mean, median and standard deviation. The 

unpaired t-test was used to compare continuous variables.  

The genotype frequencies were evaluated using the recessive inheritance model (AA vs. 

AG + GG) and the dominant inheritance model (AA + AG vs. GG). Statistical 

calculations were performed using GraphPad Instat software (version 3.06). The chi-

square test was used to compare proportions between groups, adopting a level of 

significance of 5%. The Hardy-Weinberg equilibrium was calculated using the BioEstat 

software (version 5.3).  

RESULTS 
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Of the 240 patients with positive serology for T. cruzi, 130 (54.2%) were female and 

110 (45.8%) were male. The overall mean age was 64.7 ± 10.9 (median: 65.5; Range: 

31-93). One hundred and nine (45.4%) of the patients had the digestive form of Chagas 

disease and 131 (54.6%) had CCHD.  

The control group consisted of 172 subjects; 90 (52.3%) were female and 82 (47.7%) 

were male. The overall mean age was 31.5 ± 11.0 (median: 30.0; range: 18-64).  

The difference between the mean age of patients with chronic Chagas disease (64.7 ± 

10.9) and the control group (31.5 ± 11.0) was statistically significant (p <0.0001).  

The genotype frequencies for the CCR5Δ32 polymorphism among the 240 patients were 

223 (92.9%) with CCR5/CCR5 and 17 (7.1%) with CCR5/CCR5Δ32. The 

CCR5Δ32/CCR5Δ32 genotype was not observed in the group of patients. The control 

group also showed a high frequency of the CCR5/CCR5 genotype; one individual was 

homozygous for the CCR5Δ32/CCR5Δ32 genotype. Table 1 shows the comparison of 

genotypes and alleles of the CCR5Δ32 polymorphism between patients and controls. 

The distribution of the genotypes of the CCR5Δ32 polymorphism was in Hardy-

Weinberg equilibrium in all the three study groups (Digestive Disease: χ2 = 0.060, 

degrees of freedom [DF] = 1, p= 0.806; Heart Disease: χ2 = 0.302, DF = 1, p = 0.583; 

Control Group: χ2 = 0.886, DF = 1, p = 0.346).  

Genotyping of the CCR5 59029 A/G polymorphism was performed in 219 patients with 

chronic Chagas disease. In all patients, the frequencies of the AA, AG, and GG 

genotypes were 68 (31.1%), 91 (41.5%) and 60 (27.4%), respectively. In the control 

group, the genotype frequencies were respectively 47 (28.1%), 74 (44.3%) and 46 

(27.5%) for the AA, AG and GG. The distribution of the CCR5 59029 A/G 

polymorphism genotypes was in Hardy-Weinberg equilibrium in patients with digestive 

disease (χ2= 0.001; DF= 1; p= 0.979) and in the control group (χ2= 2.160; DF= 1; p= 

0.142) whereas for the group of patients with CCHD it was out of Hardy-Weinberg 

equilibrium (χ2= 10.722; DF= 1; p= 0.001). The genotype and allele frequencies of the 

CCR5 59029 A/G polymorphism are shown in Table 2.  

A significant difference was found on using the recessive inheritance model (AA vs. AG 

+ GG) to compare the genotype frequencies between patients with digestive and cardiac 
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forms of chronic Chagas disease, and the control group (p= 0.036 - Table 3). However, 

no significant difference was observed in the dominant inheritance model (AA + AG vs. 

GG), between the same groups (p= 0.998 - Table 4).  

Among patients with CCHD, 66 (50.4%) patients had normal left ventricular systolic 

function, 30 (22.9%) mild to moderate LVSD, and 35 (26.7%) severe LVSD. Table 5 

and table 6 shows the comparison of genotypes and alleles of the CCR5Δ32 and CCR5 

59029 A/G polymorphisms between patients with CCHD classified according with the 

severity of LVSD, respectively.  

DISCUSSION 

The aim of this study was to investigate the association of the CCR5Δ32 and CCR5 

59029 A/G polymorphisms in patients with digestive and cardiac forms of chronic 

Chagas disease. The different clinical courses of Chagas disease are associated with the 

inflammatory reaction and differences in host immune response[5]. Studies were 

conducted to investigate the role of CCR5 in the pathogenesis of Chagas disease [9, 10]. 

However, this seems to be the first study evaluating these two CCR5 polymorphisms in 

the different clinical forms of chronic Chagas disease.  

There was a statistically significant difference in respect to age, with the mean age of 

the patients in this study being higher than the mean age of the control group. In fact, 

individuals infected with T. cruzi develop the chronic forms of Chagas disease about 

two decades after infection [2], which contributes to the high mean age of patients. 

Moreover, healthy individuals with ages between 18 and 67 years are two requisites for 

blood donation [19], which results in a younger population compared to the patients.  

The CCR5Δ32 genetic variant results from the deletion of 32 base pairs in the CCR5 

gene, which generates a truncated protein that is missing from the cell surface. In 

heterozygous individuals, the expression of the CCR5 receptor is reduced [20, 21]. The 

differences in the distribution of genotypes and alleles of the CCR5Δ32 polymorphism 

between patients with CCHD and digestive disease, and the control group were not 

statistically significant. This lack of association may be due to the low frequency of the 

CCR5Δ32 allele in the population studied. The frequency of this allele is high in 

European populations, however its frequency in Amerindian populations is rare or 
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absent [22, 23]. A study carried out in Brazil also revealed a low frequency of the 

CCR5Δ32 allele and absence of individuals homozygous for this deletion [24]. It is 

worthwhile to mention that other studies found a low prevalence of the CCR5Δ32 allele 

in patients with Chagas disease [11, 13].  

Although the mobilization of immune cells is essential to reduce the parasitic load, the 

high production of chemokines as well as the expression of their receptors induces 

migration of large numbers of inflammatory cells into the myocardium, which act as an 

effector of heart damage [25, 26]. In digestive Chagas disease, there is an association of 

inflammatory infiltration and fibrosis with lesions found in muscle cells. Immunological 

differences from the host are involved in the different clinical manifestations of disease 

[5]. The CCR5Δ32 polymorphism appears do not be involved in differential immune 

response between patients with digestive and cardiac disease. Therefore, the results of 

the current study suggest that the CCR5Δ32 polymorphism does not influence the 

differential clinical manifestation of chronic Chagas disease. 

The CCR5Δ32 polymorphism was analyzed in patients with CCHD [11-13, 27]. 

Although the differences were not statistically significant, a study in Venezuela 

suggested a protective role for the CCR5/CCR5Δ32 genotype in development of 

cardiomyopathy [12]. To date, the CCR5Δ32 polymorphism has not been evaluated in 

Chagas digestive disease. 

The results of the investigation of the polymorphism of the CCR5 promoter region 

(CCR5 59029 A/G) identified a higher frequency of the AA genotype in patients with 

CCHD compared with those with chronic Chagas digestive disease and the control 

group. This difference is evident on comparing the groups using the recessive 

inheritance model. The results of this study also show a higher frequency of the AG 

genotype in patients with the digestive form of the disease than those of the other 

groups. This polymorphism affects the CCR5 level of expression on cell surface. 

Individuals with the AA genotype have greater expression of CCR5 on the surface of 

leukocytes compared with other genotypes, as the G allele has less promoter activity in 

vitro that the A allele [18, 28].  
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In CCHD, B and T lymphocytes, macrophages and few NK cells are the major 

infiltrating cells being the CD8+ T cells the predominant cell population [25]. CD4+ TH1 

cells are involved in differentiation and activation of CD8+ T cells [29]. 

The expression of chemokines CCL3, CCL4 and CCL5 was reported during the acute 

and chronic stages of infection by T. cruzi [30]. CCL4 attracts preferably the CD4+ T 

cells while CCL3 predominantly attracts CD8+ T cells [31]. In mice infected with T. 

cruzi, the contribution of CCL5 to the infiltration of CD8+ T cells was demonstrated 

[32]. In fact, these CC chemokines attract preferably activated CD8+ T lymphocytes 

resulting in increased number of these cells in the heart of mice infected with T. cruzi 

[33]. It was observed high proportion of CD8+ T cells expressing CCR5 in mice 

infected by T. cruzi [34]. Also, it was observed high expression of CCR5 in CD8+ T 

cells in the peripheral blood of infected patients [10]. Together with the expression 

profile of chemokines, CCR5 may play a role in the predominance of CD8+ T cells in 

the myocardium. Thus, the AA genotype may contribute to the intense inflammatory 

infiltrate and predominance of CD8+ T cells in heart of patients infected by T. cruzi 

favoring the development of Chagas myocarditis. 

The composition of the inflammatory infiltrate in the digestive form of Chagas disease 

includes macrophages, mast cells, eosinophils, CD4+ and CD8+ T cells, B cell and NK 

lymphocytes being the CD4+ T cells most abundant in comparison to CD8+ T cells [5, 

35-37]. In humans, it was demonstrated a higher percentage of CD8+ T cells expressing 

CCR5 in relation to CD4+ T cells [38]. The elevated frequency of AG genotype in 

patients with digestive disease observed in this study suggests a reduced inflammatory 

process dependent of CCR5, in comparison to cardiac form of the Chagas disease. Thus, 

the inflammatory activity in the digestive form of the disease may be less dependent on 

the CCR5 receptor and its ligands than that observed in the CCHD. 

Denervation is the main pathophysiological mechanism of digestive chronic Chagas 

disease which plays an important role in the formation of megaesophagus and 

megacolon. The causes of the reduction in the number of neurons remain unclear [5].  

High number of mast cells and eosinophils were observed in patients with megacolon 

and these cells together with macrophages were correlated with the occurrence of 

fibrosis in the colon of these patients. In this same study, eosinophils were associated 



                                                                                                                                            Artigo 2  34 

 

 

with the damaged neuronal ganglia [37]. Mononuclear cells, eosinophils and mast cells 

were also present in the inflammatory infiltrate of patients with megaesophagus. 

Besides, ganglionitis, periganglionitis and vasculitis were also demonstrated in these 

patients [36]. Although association of CD8+ T cells with  degenerated ganglion cells has 

been reported in patients with megacolon [39] these seem do not be the predominant 

cells [35]. Of course, there are other pathophysiological mechanisms and other cells 

involved in the pathogenesis of digestive Chagas disease.  

The CCR5 59029 A/G polymorphism was associated with protection in the 

development of Chagas cardiomyopathy [11, 12]. Calzada et al. [11] suggested an 

association of the G allele with protection against chagasic cardiomyopathy. The results 

of another study suggest that the GG genotype has a protective role in the development 

of cardiomyopathy related to T. cruzi infection [12]. In contrast to the results of this 

study and the results mentioned above, Flórez et al. [13] revealed the presence of the G 

allele in the haplotype associated with the susceptibility to the chagasic 

cardiomyopathy. The CCR5 59029 A/G polymorphism has not been studied in the 

digestive form of chronic Chagas disease. 

The differences in the distribution of genotypes and alleles of the CCR5Δ32 and CCR5 

59029 A/G polymorphisms between patients with CCHD evaluated according to the 

degree of LVSD were not statistically significant. The results this study are consistent 

with the results reported another recent study by our group. We investigated these 

polymorphisms among patients with CCHD with and without LVSD, and found no 

association between CCR5Δ32 and CCR5 59029 A/G polymorphisms and left ventricle 

impairment [27]. Although Talvani et al. [10] found that with the presence of cardiac 

dysfunction, there was a decrease in CCR5 expression, the CCR5 59029 A/G 

polymorphism does not appear to be associated with the severity of CCHD, but with the 

differential clinical manifestation of the heart and digestive forms.  

The expression of CCR5 was evaluated in Chagas disease. Gomes et al. [9] showed a 

lower expression of CCR5 in patients with an indeterminate form of the disease 

compared with patients with cardiomyopathy. These authors support the hypothesis that 

the development of heart disease is associated with an increased TH1-type immune 

response in particular [9]. In another study with mice, treatment with Met-RANTES (N-
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terminal-methionylated RANTES) in the chronic phase of T. cruzi infection resulted in 

reductions in the damage to heart tissue and in dysfunction [40]. In addition, a study of 

cardiac tissue of beagle dogs infected with T. cruzi, suggested that high expression of 

CCR5 mRNA and myocarditis may be correlated [41].  

In this study, for the group of CCHD patients, unlike the control group, the distribution 

of the genotypes of the CCR5 59029 A/G polymorphism is out of Hardy-Weinberg 

equilibrium. Although some authors argue that both groups should be in Hardy-

Weinberg equilibrium [42], others argue that this equilibrium should only be 

investigated in the control group as it represents the general population [43-45]. 

Therefore, the high frequency of the AA genotype might be changing the distribution of 

this polymorphism in individuals with heart disease, resulting in a deviation from the 

Hardy-Weinberg equilibrium.  

Despite the current knowledge on the CCR5 receptor especially in cardiac form of 

chronic Chagas disease, the role of polymorphisms CCR5Δ32 and CCR5 59029 A/G in 

different clinical forms of the disease still needs further clarification, especially due to 

the small number of patients enrolled in this study. 

According to our results, the CCR5Δ32 polymorphism does not seem to influence the 

different clinical manifestations of Chagas disease. The results of this study show the 

involvement of the CCR5 59029 A/G polymorphism in susceptibility to chronic forms 

of Chagas disease in the population studied. In conclusion, our results show that the AA 

genotype is associated with the CCHD and the genotype AG is associated with digestive 

form of chronic Chagas disease. Besides, these polymorphisms do not influence LVSD 

in patients with CCHD.  

Acknowledgements 

Many thanks to David Hewitt to proofread the English. Many thanks to Professor 

Stephen Henry from Auckland University of Technology to provide library access. 

Present address of Dr. Reinaldo Bulgarelli Bestetti: Universidade de Ribeirão Preto, 

Departamento de Medicina. Av. Costábile Romano, 2201, Centro, 14096-900 - Ribeirão 

Preto, SP – Brazil. 

 

 



                                                                                                                                            Artigo 2  36 

 

 

References 

1. Ayo CM, Dalalio MM de O, Visentainer JEL, Reis PG, Sippert EÂ, Jarduli LR et al. 

Genetic susceptibility to Chagas disease: an overview about the infection and about the 

association between disease and the immune response genes. BioMed research 

international 2013, 2013:284729. 

2. Bestetti RB, Restini CBA. Precordial chest pain in patients with chronic Chagas 

disease. International journal of cardiology 2014, 176:309–14. 

3. World Health Organization (2015) Chagas disease (American trypanosomiasis): Fact 

Sheet No 340. 

4. Bestetti RB, Otaviano AP, Cardinalli-Neto A, da Rocha BF, Theodoropoulos TA, 

Cordeiro JA. Effects of B-Blockers on outcome of patients with Chagas' 

cardiomyopathy with chronic heart failure. International journal of cardiology 2011, 

151:205-8. 

5. Dutra WO, Menezes CAS, Villani FNA, da Costa GC, da Silveira ABM, Reis D 

d’Avila et al. Cellular and genetic mechanisms involved in the generation of protective 

and pathogenic immune responses in human Chagas disease. Memórias do Instituto 

Oswaldo Cruz 2009, 104 Suppl :208–18. 

6. Proudfoot AEI. Chemokine receptors: multifaceted therapeutic targets. Nature 

reviews Immunology 2002, 2:106–15. 

7. Szpakowska M, Fievez V, Arumugan K, van Nuland N, Schmit J-C, Chevigné A. 

Function, diversity and therapeutic potential of the N-terminal domain of human 

chemokine receptors. Biochemical pharmacology 2012, 84:1366–80. 

8. Sallusto F, Mackay CR, Lanzavecchia A. The role of chemokine receptors in 

primary, effector, and memory immune responses. Annual review of immunology 2000, 

18:593–620. 



                                                                                                                                            Artigo 2  37 

 

 

9. Gomes JAS, Bahia-Oliveira LMG, Rocha MOC, Busek SCU, Teixeira MM, Silva JS 

et al. Type 1 chemokine receptor expression in Chagas’ disease correlates with 

morbidity in cardiac patients. Infection and immunity 2005, 73:7960–6. 

10. Talvani A, Rocha MOC, Ribeiro AL, Correa-Oliveira R, Teixeira MM. Chemokine 

receptor expression on the surface of peripheral blood mononuclear cells in Chagas 

disease. The Journal of infectious diseases 2004, 189:214–20. 

11. Calzada JE, Nieto A, Beraún Y, Martín J. Chemokine receptor CCR5 

polymorphisms and Chagas’ disease cardiomyopathy. Tissue antigens 2001, 58:154–8. 

12. Fernández-Mestre MT, Montagnani S, Layrisse Z. Is the CCR5-59029-G/G 

genotype a protective factor for cardiomyopathy in Chagas disease? Human 

immunology 2004, 65:725–8. 

13. Flórez O, Martín J, González CI. Genetic variants in the chemokines and chemokine 

receptors in Chagas disease. Human immunology 2012, 73:852–8. 

14. Machuca MA, Suárez EU, Echeverría LE, Martín J, González CI. SNP/haplotype 

associations of CCR2 and CCR5 genes with severity of chagasic cardiomyopathy. 

Human immunology 2014, 75:1210–5. 

15. Bestetti RB, Cardinalli-Neto A. Sudden cardiac death in Chagas’ heart disease in the 

contemporary era. International journal of cardiology 2008, 131:9–17. 

16. Dutra OP, Besser HW, Tridapalli H, Leiria TL, Afiune Neto A, Simão AF et al. 

Sociedade Brasileira de Cardiologia, II Brazilian guideline for severe heart disease. 

Arquivos Brasileiros de Cardiologia 2006, 87:223–32. 

17. Huang Y, Paxton WA, Wolinsky SM, Neumann AU, Zhang L, He T et al. The role 

of a mutant CCR5 allele in HIV-1 transmission and disease progression. Nature 

medicine 1996, 2:1240–3. 



                                                                                                                                            Artigo 2  38 

 

 

18. McDermott DH, Zimmerman PA, Guignard F, Kleeberger CA, Leitman SF, Murphy 

PM. CCR5 promoter polymorphism and HIV-1 disease progression. Multicenter AIDS 

Cohort Study (MACS). Lancet 1998, 352:866–70. 

19. Portaria no 1353, de 13 de junho de 2011 

[http://portal.anvisa.gov.br/wps/content/Anvisa+Portal/Anvisa/Inicio/Sangue+Tecidos+

e+Orgaos/Assunto+de+Interesse/Publicacoes+e+Apresentacoes/Legislacao/Portaria+n+

1353+de+13+de+junho+de+2011] 

20. Liu R, Paxton WA, Choe S, Ceradini D, Martin SR, Horuk R et al.Homozygous 

defect in HIV-1 coreceptor accounts for resistance of some multiply-exposed 

individuals to HIV-1 infection. Cell 1996, 86:367-77. 

21. Wu L, Paxton WA, Kassam N, Ruffing N, Rottman JB, Sullivan N et al. CCR5 

levels and expression pattern correlate with infectability by macrophage-tropic HIV-1, 

in vitro. The Journal of experimental medicine 1997, 185:1681–91. 

22. Martinson JJ, Chapman NH, Rees DC, Liu YT, Clegg JB. Global distribution of the 

CCR5 gene 32-basepair deletion. Nature genetics 1997, 16:100–3. 

23. Mangano A, Theiler G, Sala L, Capucchio M, Fainboim L, Sen L. Distribution of 

CCR5-Delta 32 and CCR2-64I alleles in an Argentine Amerindian population. Tissue 

antigens 2001, 58:99–102. 

24. Vargas AE, Marrero AR, Salzano FM, Bortolini MC, Chies JAB. Frequency of 

CCR5delta32 in Brazilian populations. Brazilian Journal of Medical and Biological 

Research 2006, 39:321–5. 

25. Cunha-Neto E, Nogueira LG, Teixeira PC, Ramasawmy R, Drigo SA, Goldberg AC 

et al. Immunological and non-immunological effects of cytokines and chemokines in 

the pathogenesis of chronic Chagas disease cardiomyopathy. Memórias do Instituto 

Oswaldo Cruz 2009, 104 Suppl :252–8. 

26. Gutierrez FR, Guedes PM, Gazzinelli RT, Silva JS. The role of parasite persistence 

in pathogenesis of Chagas heart disease. Parasite immunology 2009, 31:673-85. 



                                                                                                                                            Artigo 2  39 

 

 

27. Oliveira AP, Bernardo CR, Camargo AVS, Villafanha DF, Cavasini CE, de Mattos 

CCB et al. CCR5 chemokine receptor gene variants in chronic Chagas’ disease. 

International journal of cardiology 2014, 176:520–2. 

28. Shieh B, Liau YE, Hsieh PS, Yan YP, Wang ST, Li C. Influence of nucleotide 

polymorphisms in the CCR2 gene and the CCR5 promoter on the expression of cell 

surface CCR5 and CXCR4. International immunology 2000, 12:1311–8. 

29. Brener Z, Gazzinelli RT. Immunological control of Trypanosoma cruzi infection 

and pathogenesis of Chagas' disease. International archives of allergy and immunology 

1997, 114:103-10. 

30. Dos Santos P V, Roffê E, Santiago HC, Torres RA, Marino AP, Paiva CN et al. 

Prevalence of CD8(+)alpha beta T cells in Trypanosoma cruzi-elicited myocarditis is 

associated with acquisition of CD62L(Low)LFA-1(High)VLA-4(High) activation 

phenotype and expression of IFN-gamma-inducible adhesion and chemoattractant 

molecules. Microbes and infection / Institut Pasteur 2001, 3:971–84. 

31. Taub DD, Conlon K, Lloyd AR, Oppenheim JJ, Kelvin DJ. Preferential migration of 

activated CD4+ and CD8+ T cells in response to MIP-1 alpha and MIP-1 beta. Science 

(New York, NY) 1993, 260:355–8. 

32. Teixeira MM, Gazzinelli RT, Silva JS. Chemokines, inflammation and 

Trypanosoma cruzi infection. Trends in parasitology 2002, 18:262–5. 

33. Marino APMP, Silva AA, Santos PVA, Pinto LMO, Gazinelli RT, Teixeira MM et 

al. CC-chemokine receptors: a potential therapeutic target for Trypanosoma cruzi-

elicited myocarditis. Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 2005, 100 Suppl :93–6. 

34. Marino APMP, da Silva A, dos Santos P, Pinto LM de O, Gazzinelli RT, Teixeira 

MM et al. Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES) 

antagonist (Met-RANTES) controls the early phase of Trypanosoma cruzi-elicited 

myocarditis. Circulation 2004, 110:1443–9. 



                                                                                                                                            Artigo 2  40 

 

 

35. Corrêa-Oliveira R, Gomes J, Lemos EM, Cardoso GM, Reis DD, Adad S et al. The 

role of the immune response on the development of severe clinical forms of human 

Chagas disease. Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 1999, 94 Suppl 1:253–5. 

36. Da Silveira ABM, Arantes RME, Vago AR, Lemos EM, Adad SJ, Correa-Oliveira 

R et al. Comparative study of the presence of Trypanosoma cruzi kDNA, inflammation 

and denervation in chagasic patients with and without megaesophagus. Parasitology 

2005, 131(Pt 5):627–34. 

37. Da Silveira ABM, Adad SJ, Correa-Oliveira R, Furness JB, D’Avila Reis D. 

Morphometric study of eosinophils, mast cells, macrophages and fibrosis in the colon of 

chronic chagasic patients with and without megacolon. Parasitology 2007, 134(Pt 

6):789–96. 

38. Mack M, Brühl H, Gruber R, Jaeger C, Cihak J, Eiter Vet al. Predominance of 

mononuclear cells expressing the chemokine receptor CCR5 in synovial effusions of 

patients with different forms of arthritis. Arthritis and rheumatism 1999, 42:981–8. 

39. Corbett CE, Ribeiro U, Prianti MG, Habr-Gama A, Okumura M, Gama-Rodrigues J. 

Cell-mediated immune response in megacolon from patients with chronic Chagas’ 

disease. Diseases of the colon and rectum 2001, 44:993–8. 

40. Medeiros GA, Silvério JC, Marino APMP, Roffê E, Vieira V, Kroll-Palhares K et 

al. Treatment of chronically Trypanosoma cruzi-infected mice with a CCR1/CCR5 

antagonist (Met-RANTES) results in amelioration of cardiac tissue damage. Microbes 

and infection / Institut Pasteur 2009, 11:264–73. 

41. Guedes PMM, Veloso VM, Talvani A, Diniz LF, Caldas IS, Do-Valle-Matta MA et 

al. Increased type 1 chemokine expression in experimental Chagas disease correlates 

with cardiac pathology in beagle dogs. Veterinary immunology and immunopathology 

2010, 138:106–13. 

42. Kimura A. Departure from the Hardy–Weinberg equilibrium. Gene 2014, 537:357. 



                                                                                                                                            Artigo 2  41 

 

 

43. Xu J, Turner A, Little J, Bleecker ER, Meyers DA. Positive results in association 

studies are associated with departure from Hardy-Weinberg equilibrium: hint for 

genotyping error? Human genetics 2002, 111:573–4. 

44. Llorca J, Prieto-Salceda D, Combarros O, Dierssen-Sotos T, Berciano J. [Competing 

risks of death and Hardy-Weinberg equilibrium in case-control studies of gene-disease 

association]. Gaceta sanitaria / SESPAS 2005, 19:321–4. 

45. Li M, Li C. Assessing departure from Hardy-Weinberg equilibrium in the presence 

of disease association. Genetic epidemiology 2008, 32:589–99. 

 

 

 

 

 

 

  



                                                                                                                                            Artigo 2  42 

 

 

Table 1. Frequency of genotypes and alleles of the CCR5Δ32 polymorphism in 

patients with chronic Chagas disease and control subjects.  

Genotypes Digestive 

form 

Cardiac 

form 

Control χ
2 DFa pb 

CCR5∆32 n % n % n %    

CCR5/CCR5 104 95.4 119 90.8 156 90.7 2.358 2 0.307 

CCR5/CCR5∆32 5 4.6 12 9.2 15 8.7 2.112 2 0.348 

CCR5∆32/CCR5∆32 0 0 0 0 1 0.6 1.399 2 0.497 

Total 109 100.0 131 100.0 172 100.0    

Alleles          

CCR5 213 97.7 250 95.4 327 95.1 2.566 2 0.277 

CCR5∆32 5 2.3 12 4.6 17 4.9    

a DF: Degrees of freedom; b Calculated by χ2. 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                            Artigo 2  43 

 

 

Table 2. Frequency of genotypes and alleles of the CCR5 59029 A/G polymorphism 

in patients with chronic Chagas disease and control subjects. 

Genotypes Digestive 

form 

Cardiac form Control χ
2 DFa pb 

CCR5 

59029A/G 

n % n % n %    

AA 22 22.4 46 38.0 47 28.1 6.656 2 0.036 

AG 49 50.0 42 34.7 74 44.3 5.466 2 0.065 

GG 27 27.6 33 27.3 46 27.5 0.003 2 0.998 

Total 98 100.0 121 100.0 167 100.0    

AA 22 22.4 46 38.0   6.129 1 0.013 

AG 49 50.0 42 34.7   5.212 1 0.022 

GG 27 27.6 33 27.3   0.002 1 0.963 

Alleles          

A 93 47.4 134 55.4 168 50.3 2.897 2 0.235 

G 103 52.6 108 44.6 166 49.7    

Genotype comparisons      

Digestive form vs. cardiac form   7.274 2 0.026 

Digestive form vs. control group   1.200 2 0.549 

Cardiac form vs. control group   3.725 2 0.155 

a DF: Degrees of freedom; b Calculated by χ2. 
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Table 3. CCR5 59029 A/G polymorphism analysis using the recessive inheritance 

model. 

Genotypes Digestive 

form 

Cardiac form Control χ
2 DFa pb 

CCR5 

59029A/G 

n % n % n %    

AA  22 22.4 46 38.0 47 28.1 6.656 2 0.036 

AG + GG 76 77.6 75 62.0 120 71.9    

Total 98 100.0 121 100.0 167 100.0    

Genotype comparisons      

Digestive form vs. Cardiac form   6.129 1 0.013 

Digestive form vs. control group   1.040 1 0.308 

Cardiac form vs. control group   3.128 1 0.077 

a DF: Degrees of freedom; b Calculated by χ2. 
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Table 4. CCR5 59029 A/G polymorphism analysis using the model of dominant 

inheritance. 

Genotypes Digestive 

form 

Cardiac form Control χ
2 DFa pb 

CCR5 

59029A/G 

n % n % n %    

AA + AG 71 72.4 88 72.7 121 72.5 0.003 2 0.998 

GG 27 27.6 33 27.3 46 27.5    

Total 98 100.0 121 100.0 167 100.0    

Genotype comparisons      

Digestive form vs. cardiac form   0.002 1 0.963 

Digestive form vs. control group   1.155 1 0.999 

Cardiac form vs. control group   0.003 1 0.959 

a DF: Degrees of freedom; b Calculated by χ2. 
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Table 5. Frequency of genotypes and alleles of the CCR5Δ32 polymorphism in 

patients with chronic Chagas heart disease with normal left ventricular systolic 

function, mild to moderate, and severe left ventricular systolic dysfunction. 

Genotypes Normal Mild/Moderate 

LVSD 

Severe 

LVSD 

χ
2 DFa pb 

CCR5∆32 n % n % n %    

CCR5/CCR5 61 92.4 28 93.3 30 85.7 1.528 2 0.466 

CCR5/CCR5∆32 5 7.6 2 6.7 5 14.3    

Total 66 100.0 30 100.0 35 100.0    

Alleles          

CCR5 127 96.2 58 96.7 65 92.9 1.455 2 0.483 

CCR5∆32 5 3.8 2 3.3 5 7.1    

LVSD: Left ventricular systolic dysfunction; a DF: Degrees of freedom; b Calculated by 

χ
2. 
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Table 6. Frequency of genotypes and alleles of the CCR5 59029 A/G polymorphism 

in patients with chronic Chagas heart disease with normal left ventricular systolic 

function, mild to moderate, and severe left ventricular systolic dysfunction. 

Genotypes Normal Mild/Moderate 

LVSD 

Severe LVSD χ
2 DFa pb 

CCR5 

59029A/G 

n % n % n %    

AA 26 41.3 9 32.1 11 36.7 0.716 2 0.699 

AG 19 30.1 11 39.3 12 40.0 1.205 2 0.547 

GG 18 28.6 8 28.6 7 23.3 0.312 2 0.855 

Total 63 100.0 28 100.0 30 100.0    

Alleles          

A 71 56.3 29 51.8 34 56.7 0.381 2 0.827 

G 55 43.7 27 48.2 26 43.3    

LVSD: Left ventricular systolic dysfunction; a DF: Degrees of freedom; b Calculated by 

χ
2.
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RESUMO: A doença de Chagas é uma infecção causada pelo protozoário 

Trypanosoma cruzi. As manifestações clínicas dessa doença são representadas pelas 

seguintes formas: indeterminada, cardíaca, digestiva ou mista. A variabilidade genética 

do parasito e do hospedeiro está envolvida na patogênese dessa enfermidade. 

Polimorfismos de genes envolvidos na resposta imunológica podem estar envolvidos no 

variável curso clínico da doença. As citocinas exercem papel fundamental na regulação 

da resposta imune, em particular as quimiocinas, por exercer função crucial no controle 

de migração dos leucócitos durante a resposta do hospedeiro frente ao processo 

infeccioso. Além disso, a participação das citocinas e quimiocinas inflamatórias na 

geração do infiltrado inflamatório e no dano tecidual foi relatada. O envolvimento do 

receptor para quimiocinas CCR5 na migração de leucócitos para os locais de inflamação 

já foi elucidado e este receptor já foi investigado na doença de Chagas. Aqui nós 

revisamos o papel de CCR5 na infecção por T. cruzi, bem como sua importância na 

patogênese da doença. 

Palavras-chave: doença de Chagas; Cardiopatia Chagásica Crônica; CCR5; 

polimorfismo genético. 
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1. Introdução 

A doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana, descrita por Carlos Chagas 

em 1909, é uma infecção causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, que é 

transmitido aos seres humanos pelas fezes de um inseto triatomíneo pertencente à 

família Reduvidae. É endêmica na América Latina e representa relevante problema de 

saúde pública nessa região (Ayo et al., 2013). Há estimativa que cerca de 7 milhões de 

pessoas estejam atualmente infectadas pelo T. cruzi principalmente na região endêmica, 

com risco de desenvolverem as formas crônicas da doença (WHO, 2015). Devido a 

imigrações internacionais a infecção tem sido disseminada pelo mundo, em regiões dos 

Estados Unidos, Europa, Ásia e Oceania (Coura, 2014). 

A transmissão do T. cruzi ao homem pode ocorrer por diversos mecanismos, 

como por meio de insetos vetores, transfusões sanguíneas, congenitamente e pela 

ingestão de caldo de cana e açaí contaminados com T. cruzi. Acidentes de laboratório e 

transplantes de órgãos são outras formas de transmissão conhecidas como secundárias 

(Rassi et al., 2010; Ayo et al., 2013). Os insetos vetores da doença de Chagas são os 

triatomíneos da família Reduviidae, em que o Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, 

Triatoma dimidiata, Rhodniusprolixus, Triatoma pseudomaculata, Triatoma sórdida e 

Panstrongylus megistus, são os mais significantes epidemiologicamente (Bellini et al., 

2012). 

A doença de Chagas apresenta duas fases, a fase aguda e a fase crônica. A fase 

aguda dura 30 dias em média; 95% dos pacientes sobrevivem a este período, e entram 

na fase crônica porque não há cura espontânea. Cerca de 60% dos indivíduos 

cronicamente infectados permanecem assintomáticos, sem evidência de doença cardíaca 
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ou do trato digestivo, mas com sorologia reagente para o T. cruzi. Este período de 

infecção é designado de fase indeterminada da doença de Chagas crônica. 

Aproximadamente 10% dos pacientes na fase indeterminada da doença de Chagas 

crônica progridem para a Cardiopatia Chagásica Crônica (CCC), anualmente (Espinosa 

et al., 1985). 

Dessa forma, cerca de 30% dos pacientes cronicamente infectados irão 

desenvolver CCC, e 10% doença do trato digestivo aproximadamente 20 anos após a 

infecção inicial (Taylor e Bestetti, 2009). As manifestações clínicas da CCC são 

representadas por fenômenos tromboembólicos (Carod-Artal, 2005), arritmias 

ventriculares (Bestetti and Cardinalli-Neto, 2008), insuficiência cardíaca crônica 

(Bestetti et al., 2011), morte súbita cardíaca  (Bestetti and Cardinalli-Neto, 2008) e dor 

no peito precordial (Bestetti and Restini, 2014).   

O comprometimento do sistema nervoso autônomo, mecanismos imunológicos, 

a persistência do T. cruzi no miocárdio e alterações da microcirculação são os principais 

mecanismos patogênicos envolvidos na cardiopatia, embora a patogênese desta doença 

não esteja totalmente estabelecida (Cunha-Neto et al., 2009; Biolo et al., 2010). Outra 

característica patológica importante é a presença de um intenso infiltrado inflamatório 

no miocárdio, o qual age como efetor dos danos cardíacos (Cunha-Neto et al., 2009; 

Ayo et al., 2013). 

2. Fatores do hospedeiro e sua influência no curso clínico doença de Chagas  

A doença de Chagas humana possui uma apresentação clínica extremamente 

variável, e os fatores que atuam direta ou indiretamente no aparecimento das lesões 

produzidas pelo T. cruzi são inúmeros. Em parte, podem ser explicados por aspectos 
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ambientais e nutricionais, mas também pela variabilidade genética do parasito e por 

uma base genética de suscetibilidade do hospedeiro (Macedo et al., 2004).  

Dentre os aspectos relacionados ao hospedeiro, a resposta imunológica é de 

especial interesse, pois desempenha papel fundamental na defesa do organismo contra o 

agente infeccioso determinando o aparecimento de lesões que caracterizam as diferentes 

formas clínicas desta doença, uma vez que tanto no coração quanto no trato digestivo, 

infiltrações inflamatórias focais decorrentes de atividades celulares são observadas 

(Brener, 1992, Reis et al., 1993). 

Neste sentido, os polimorfismos de genes envolvidos na resposta imunológica 

estão sendo largamente estudados no intuito de esclarecer suas funções frente ao 

variável curso clínico da doença de Chagas; entre eles vários trabalhos relataram a 

importância do papel das citocinas na regulação da resposta imune, em particular as 

quimiocinas, por exercer função crucial no controle de migração dos leucócitos durante 

a resposta do hospedeiro frente ao processo infeccioso (Baggiolini, et al., 1997; Rossi  e 

Zlotnik, 2000). 

Além disso, o envolvimento das citocinas e quimiocinas inflamatórias na 

geração do infiltrado inflamatório e no dano tecidual já foi relatado (Cunha-Neto et al., 

2009). A suscetibilidade à CCC pode resultar de polimorfismos genéticos de 

quimiocinas, citocinas e genes envolvidos na resposta imune (Cunha-Neto et al., 2009; 

Cunha-Neto et al., 2014). 

2.1. Receptor para quimiocinas CCR5 e sua influência na doença de Chagas 

As quimiocinas e seus receptores estão envolvidos na migração de leucócitos 

(Sallusto et al., 2000). Quatro famílias de quimiocinas foram descritas de acordo com o 

número de espaçamento dos aminoácidos existentes nos dois primeiros resíduos de 
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cisteína da extremidade N-terminal: CC, CXC, XC e CX3C, onde C representa cisteína 

e X ou X3 representa um ou três aminoácidos. Para cada família de quimiocinas descrita 

existem receptores respectivos: CCR, CXCR, XCR, CX3CR, acoplados à proteína G, os 

quais mediarão às funções junto às células-alvo (Baggiolini, et al., 1997; Rossi e 

Zlotnik, 2000). A identificação de um grande número de receptores de quimiocinas e a 

caracterização de sua seletividade e expressão em diferentes tipos de leucócitos tem 

fornecido informações sobre a regulação do tráfego de leucócitos na saúde e em 

doenças humanas (Baggiolini, et al., 2001).  

O gene CCR5, localizado no cromossomo 3p21, codifica o receptor para 

quimiocinas CCR5 (Liu et al., 1996; Barmania e Pepper, 2013) e seus ligantes incluem 

as quimiocinas CCL3, CCL4, CCL5 e CCL8 (Szpakowska et al., 2012). O 

envolvimento de CCR5 na migração de leucócitos para os locais de inflamação já foi 

elucidado (de Oliveira et al., 2014). Os monócitos, macrófagos e células T são as 

células em que este receptor está presente (Sallusto et al., 2000). Polimorfismos 

genéticos que resultam em variações nos níveis de expressão de CCR5 foram 

associados com algumas doenças (Mamtani et al., 2011; Buraczynska et al., 2012). 

Vários estudos independentes investigaram CCR5 na infecção por T. cruzi 

(Machuca et al., 2014; Frade et al., 2013; Nogueira et al., 2012; Flórez et al., 2012; 

Hardison et al., 2006; Marino et al., 2005). Embora o envolvimento de CCR5 no 

controle da replicação do T. cruzi tenha sido relatado (Hardison et al., 2006), CCR5 

também foi associado com a patogênese da miocardite chagásica (Marino et al., 2005). 

2.2. Estratégia para triagem e seleção dos estudos 

Nesta revisão sistemática, procuramos e selecionamos artigos originais 

realizados em humanos e em modelos experimentais que foram encontrados nas bases 
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de dados PubMed (US National Library of Medicine) e LILACs (Latin American and 

Caribbean Center on Information in Health Sciences). No MeSh (Medical Subject 

Heading) do banco de dados PubMed  e no LILACs os termos e os descritores usados 

foram: “CCR5” OR “CCR5/receptor” AND “Chagas disease” and “CCR5” OR 

“CCR5/receptor” AND “chronic Chagas cardiomyopathy”. Também foram usados 

termos livres a fim de recuperar artigos de interesse. Não houve restrição quanto ao 

idioma e o período da pesquisa restringiu-se ao limite do banco de dados encontrado até 

julho de 2015.  

A triagem nos bancos de dados identificou 27 citações potencialmente 

relevantes. Destas, 7 foram excluídas  após avaliação do título e do resumo (uma por 

não estar em conformidade com os critérios de inclusão, como polimorfismos ou 

expressão de CCR5, e 6 por estarem em duplicidade de artigos). 20 artigos foram 

selecionados e mais três foram incluídos, totalizando 23 artigos originais envolvendo 

CCR5 em associação com a doença de Chagas e/ou Cardiopatia Chagásica. As 

principais conclusões dos estudos selecionados estão descritas neste artigo de revisão, e 

os polimorfismos genéticos de CCR5 também estão apresentados na tabela 1.  

2.3. CCR5 e doença de Chagas 

Machado et al. (2005) verificaram a expressão das quimiocinas ligantes de 

CCR5, CCL3, CCL4 e CCL5, no coração de camundongos infectados com T. cruzi. O 

mesmo estudo revelou elevada parasitemia e aumento da mortalidade nos camundongos 

CCR5-/- comparados com o tipo selvagem. No tecido cardíaco dos camundongos CCR5-

/- também foi verificado grande número de parasitos. Esses achados revelam o papel de 

CCR5 no controle da migração de linfócitos e como também na replicação do parasito.  
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Hardison et al. (2006) avaliaram a gravidade da doença em camundongos CCR5-

/- infectados com T. cruzi. Os camundongos CCR5-/- apresentaram elevada parasitemia, 

além de maior quantidade de parasitos no tecido cardíaco, em comparação com os 

camundongos CCR5+/+. De acordo com os resultados deste estudo, os autores sugerem o 

envolvimento de CCR5 no controle da replicação do T. cruzi e da inflamação no tecido 

cardíaco, nos estágios iniciais da doença. Além disso, na fase crônica da infecção, 

CCR5 não está envolvido na manutenção da inflamação cardíaca (Hardison et al., 

2006).  

Em outro estudo, foi verificada expressão diferencial de CCR5 nas células 

mononucleares do sangue periférico entre os pacientes com CCC leve, CCC grave e 

indivíduos não infectados. Os pacientes com CCC leve apresentaram maior expressão 

de CCR5 nessas células, comparados com os outros dois grupos. De acordo com os 

autores, o aparente envolvimento de CCR5 no controle da infecção aguda, sugere que os 

indivíduos com baixa expressão de CCR5 possam ter progredido para doença grave. E 

ainda, é possível que quando os pacientes desenvolvem disfunção cardíaca ocorra 

diminuição da expressão do receptor (Talvani et al., 2004).  

Os resultados do trabalho de Gomes et al. (2005) fornecem evidências de que 

nos pacientes com cardiomiopatia a resposta imune específica do tipo TH1 é exacerbada. 

Estes autores demonstraram que a expressão de CCR5 nas células mononucleares do 

sangue periférico foi mais elevada nos pacientes com cardiomiopatia, comparados com 

indivíduos com a forma indeterminada da infecção e não infectados.  

Nogueira et al. (2012) também verificaram expressão de CCR5 em células 

mononucleares no miocárdio de pacientes com CCC. No mesmo trabalho, no miocárdio 

desses pacientes foi observada maior expressão de RNAm para CCR5, em comparação 
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com pacientes portadores de cardiomiopatias de etiologia não inflamatória e doadores 

normais. 

Em um estudo recente realizado com cães infectados experimentalmente com 

diferentes formas de T. cruzi foi verificado no átrio direito daqueles infectados com a 

forma tripomastigota sanguínea elevada expressão relativa de RNAm para CCR5, 

comparados com o grupo não infectado. E ainda, no mesmo estudo, o parasitismo 

cardíaco e os níveis de expressão do receptor CCR5 foram correlacionados 

positivamente (de Souza et al., 2014). De acordo com os resultados do trabalho de 

Kroll-Palhares et al. (2008), na expressão de CCR5 pelos linfócitos TCD8+ há o 

envolvimento da sinalização por TNF/TNFR1, a qual contribui para a inflamação do 

miocárdio por acúmulo de CD8. 

Na fase aguda, cães infectados com as cepas Y e ABC apresentaram maior 

expressão de CCR5 no tecido cardíaco, comparados com aqueles infectados com a cepa 

Be-78. Neste estudo, os autores sugerem correlação da expressão aumentada de RNAm 

para CCR5 com elevada inflamação do miocárdio (Guedes et al., 2010). Resultados de 

outro estudo sugerem que CCR5 não está envolvido na imunidade protetora da mucosa, 

em camundongos infectados pelo T.cruzi (Sullivan et al. 2011). 

Em camundongos infectados, a expressão do receptor CCR5 foi observada em 

sítios inflamatórios do músculo esquelético e coração (Cutrullis et al., 2009). Em outro 

estudo, também em camundongos, foi observada expressão elevada de CCR5 nos 

timócitos e em células T CD4+ CD25+ (Mendes-da-Cruz et al., 2006; Mariano et al., 

2008). Um trabalho envolvendo a interação T. cruzi e HIV-1 em macrófagos humanos 

demonstrou diminuição da expressão de CCR5 causada por tripomastigotas (Andreani 

et al., 2009). 
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Marino et al. (2004) verificaram maior expressão de CCR5 no tecido cardíaco de 

camundongos infectados com T. cruzi, como também maior número de células 

mononucleares do sangue periférico CCR5+. No mesmo estudo, camundongos tratados 

com Met-RANTES apresentaram miocardite reduzida, redução de células CCR5+, e 

menor recrutamento de células T CD4+ e T CD8+ para o coração.  

Os resultados do trabalho de Medeiros et al. (2009) revelaram redução do dano 

cardíaco e da disfunção após o tratamento com Met-RANTES, em camundongos 

infectados cronicamente com T. cruzi. Os benefícios deste tratamento em relação aos 

danos cardíacos podem estar associados com a quantidade de células T CD4+ reduzida, 

verificada no coração desses animais.  

Marino et al. (2005) apontam o papel de quimiocinas e seus receptores na 

patogênese da miocardite chagásica, bem como CCR5 e seus ligantes, e mostraram 

efeitos benéficos do tratamento com Met-RANTES. Esses autores apontam o boqueio 

da sinalização quimiocinas/receptores como estratégia terapêutica na doença de Chagas. 

Por outo lado, em outro estudo, o bloqueio de CCR5 em ratos resultou em miocardite 

intensa, maior parasitismo e fibrose (Roffê et al., 2010). Embora o envolvimento de 

CCR5 na infecção por T. cruzi tenha sido elucidado, não há consenso sobre sua 

contribuição no controle da replicação deste parasito e na patogênese da doença de 

Chagas. 

2.4. Polimorfismos genéticos de CCR5 na doença de Chagas 

Alguns polimorfismos genéticos de CCR5 e haplótipos foram associados com 

proteção ao desenvolvimento da CCC e outros com suscetibilidade a esta cardiopatia 

(Tabela 1). 
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Um estudo realizado com a população brasileira demonstrou associação dos 

polimorfismos do gene CCR5 rs3176763 C/A e rs11575815 A/T com a CCC. Neste 

estudo também foi revelado o papel protetor do genótipo CCR5 rs3176763 C/C no 

desenvolvimento da CCC (Frade et al., 2013). Ainda no Brasil, outro estudo investigou 

o polimorfismo CCR5 rs1799988 CT nos pacientes com doença de Chagas crônica e o 

maior risco de desenvolvimento da CCC grave foi atribuído ao alelo C e ao genótipo 

CC (Nogueira et al., 2012).  

Em outro trabalho, o menor risco de desenvolvimento da cardiomiopatia 

chagásica foi atribuído à presença do alelo CCR5 -2733 G, enquanto a menor gravidade 

dessa doença foi associada com o alelo CCR5 -2554 T (Flórez et al., 2012). 

Recentemente alguns SNPs do gene CCR5 e haplótipos foram associados com a 

gravidade da CCC, e outros associados com a proteção, em uma área endêmica da 

Colômbia (Machuca et al., 2014).   

2.5. Polimorfismos CCR5∆32 (rs333) e CCR5 59029 A/G (rs1799987) 

O papel dos polimorfismos CCR5∆32 e CCR5 59029 A/G na doença de Chagas 

foi avaliado por alguns estudos. 

No trabalho de Fernández-Mestre et al. (2004), os indivíduos assintomáticos e 

pacientes com arritmia apresentaram maiores frequências do genótipo CCR5/CCR5Δ32 

em comparação com os cardiomiopatas, embora as diferenças encontradas não sejam 

significativas (Fernández-Mestre et al., 2004). Já outros estudos, encontraram baixa 

frequência do alelo CCR5Δ32 nos indivíduos investigados, impossibilitando conclusões 

sobre sua influência na doença de Chagas (Calzada et al., 2001, Flórez et al., 2012, 

Oliveira et al., 2014).  
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Um estudo realizado no Peru revelou maior frequência do polimorfismo CCR5 

59029 A/G no grupo de pacientes assintomáticos em comparação com os 

cardiomiopatas, sendo possivelmente associado com papel protetor no desenvolvimento 

da doença de Chagas crônica cardíaca (Calzada et al., 2001). Outro estudo, realizado na 

Venezuela, revelou maior frequência do genótipo CCR5 59029 G/G nos pacientes 

assintomáticos, em comparação com os sintomáticos, sugerindo proteção desse genótipo 

no desenvolvimento dos sintomas da doença de Chagas crônica cardíaca (Fernandez-

Mestre et al., 2004).  

Por outro lado, em um trabalho realizado na Colômbia, a presença do alelo 

CCR5 59029 G foi observada no haplogrupo humano HHA, o qual está envolvido com 

suscetibilidade à cardiomiopatia chagásica (Flórez et al., 2012). Outro estudo revelou 

ausência de associação do polimorfismo CCR5 59029 A/G com a disfunção sistólica 

ventricular esquerda em pacientes brasileiros com doença de Chagas crônica cardíaca 

(Oliveira et al., 2014).  

3. Considerações finais 

De acordo com os resultados dos trabalhos aqui apresentados, o papel de CCR5 

na doença de Chagas apresenta duas faces. Por um lado, CCR5 é essencial no controle 

da infecção aguda, por outro, a expressão acentuada desse receptor pode contribuir para 

manutenção da inflamação e causar danos teciduais no miocárdio. Estratégias distintas 

de avaliação podem ter contribuído na direção dos resultados obtidos.  

A variabilidade genética do parasito e do hospedeiro está envolvida na 

patogênese da doença de Chagas (Macedo et al., 2004). Em relação ao hospedeiro, 

polimorfismos de genes envolvidos na resposta imune podem estar associados à 
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suscetibilidade à CCC (Cunha-Neto et al., 2009; Cunha-Neto et al., 2014), e nesse 

sentido, os polimorfismos genéticos de CCR5 são de grande interesse. De acordo com 

Flórez et al. (2012), como a expressão do receptor CCR5 pode ser influenciada por 

vários polimorfismos na região promotora do gene, analisar haplótipos seria mais 

adequado do que variações genéticas individuais.  

A intensidade da resposta imune está ligada à patogênese da CCC (Cunha-Neto 

et al., 2014). Nos pacientes com cardiomiopatia a resposta imune específica do tipo TH1 

é exacerbada e elevada expressão de CCR5 foi observada nesses pacientes (Gomes et 

al., 2005). É possível que a expressão elevada de CCR5 resulte em maior intensidade da 

inflamação. Assim, o bloqueio parcial de CCR5 parece ser uma estratégia terapêutica de 

tratamento eficaz, que visa não prejudicar o controle do crescimento parasitário, mas 

sim reduzir o processo inflamatório (Marino et al., 2004; Marino et al.,2005).  

Novos estudos ainda são necessários para confirmar os achados aqui 

apresentados e estabelecer o papel de CCR5 não só na doença de Chagas cardíaca, 

como também nos diferentes cursos clínicos da doença de Chagas.   
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Tabela 1. Associação dos polimorfismos do gene CCR5 com doença de Chagas. 

População 
  Genes, alelos, genótipos 

ou haplótipos 
  

Polimorfismo 
  

Tipo de associação 
  

Forma clínica 
  

Referência 
          

Brasil 

  CCR5 C/A   rs3176763   Suscetibilidade   CCC   

Frade et al., 2013 

 

CCR5 A/T  
 

rs11575815 
 

Suscetibilidade 
 

CCC 
 

 

CCR5 C/C   rs3176763 
 

Proteção 
 

CCC 
 

Brasil 
  CCR5 C 

 
rs1799988   Suscetibilidade   gravidade da CCC   

Nogueira et al., 2012 
  CCR5 C/C   rs1799988   Suscetibilidade   gravidade da CCC   

Colômbia 

 
CCR5 -2733G   rs2856758   Proteção   CCC   

Flórez et al., 2012  
CCR5 -2554 T  

 
rs2734648 

 
Proteção 

 
Gravidade da CCC 

 

 CCR5 59029 G / HHA   
rs1799987 

 
Suscetibilidade 

 
CCC 

 

 
CCR5Δ32   rs333   Não associado   CCC   

Colômbia 

  CCR5 -1835 T / HHF*2   rs1800024   Suscetibilidade   gravidade da CCC   

Machuca et al., 2014 
 

CCR5 -2554 T / HHC 
 

rs2734648 
 

Proteção 
 

CCC 
 

 
CCR5 -2086 G / HHC 

 
rs1800023 

 
Proteção 

 
CCC 

 

Venezuela 
  CCR5 59029 G/G    rs1799987   Proteção   CCC   

Fernández-Mestre et al., 2004  

 
CCR5/CCR5Δ32    rs333    Proteção sugeridaa   CCC   

Peru 
  CCR5Δ32   rs333   Não associado   infecção/CCC   

Calzada et al., 2001 

 CCR5 59029 A/G 
 

rs1799987 
 

Proteção 
 

CCC  

Brasil 
  CCR5Δ32   rs333   Não associado   gravidade da CCC   

Oliveira et al., 2014 
  CCR5 59029 A/G    rs1799987   Não associado   gravidade da CCC   

CCC: Cardiopatia Chagásica Crônica; aProteção sugerida: os autores sugerem associação, porém as diferenças não foram estatisticamente significantes. 
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Resumo 

Introdução: A resposta imune desempenha papel relevante na determinação do curso 

da infecção por Trypanosoma cruzi. O objetivo desse estudo foi investigar os níveis 

plasmáticos das quimiocinas CCL3 e CCL4 nos pacientes com doença de Chagas 

crônica digestiva e cardíaca, e nestes, com e sem disfunção sistólica ventricular 

esquerda. 

Métodos: Foram selecionadas amostras de plasma de 75 pacientes. O teste de ELISA 

foi realizado para confirmar a infecção por T. cruzi. Os níveis plasmáticos das 

quimiocinas foram medidos usando ensaio multiplex Milliplex® MAP (Millipore). Para 

comparação dos resultados foram realizados o Teste T de Student ou Teste de Mann-

Whitney. 

Resultados: Não houve diferenças nas concentrações de CCL3 e CCL4 entre os 

pacientes com doença digestiva e cardíaca, como também entre os pacientes com função 

sistólica ventricular esquerda normal e com disfunção. Maiores níveis plasmáticos de 

CCL3 e CCL4 foram verificados em pacientes com disfunção sistólica ventricular 

esquerda, comparados com aqueles com a forma digestiva. 

Conclusões: CCL3 e CCL4 podem não estar envolvidas na suscetibilidade diferencial 

as formas digestiva e cardíaca da doença de Chagas crônica, além de não influenciar no 

desenvolvimento da disfunção cardíaca. Nossos dados sugerem maior atividade 

inflamatória dependente de CCL3 e CCL4 nos pacientes com disfunção cardíaca, em 

relação aos pacientes com a forma digestiva. 

Palavras-chave: doença de Chagas; cardiopatia chagásica crônica; quimiocina CCL3; 

quimiocina CCL4. 
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INTRODUÇÃO 

A apresentação clínica da doença de Chagas é variável e inclui as formas 

cardíaca, digestiva e mista. A Cardiopatia Chagásica Crônica (CCC) é a forma clínica 

mais frequente dessa enfermidade, acometendo cerca de 30% dos pacientes infectados 

pelo Trypanosoma cruzi [1,2]. CCC é a mais grave manifestação clínica da doença de 

Chagas [3]. Esta forma da doença apresenta um amplo espectro de manifestações 

clínicas, que varia de poucos sintomas, geralmente relacionados a distúrbios do ritmo e 

da condução, à cardiomiopatia dilatada.  As principais causas de morte em pacientes 

com essa forma clínica são a insuficiência cardíaca, eventos tromboembólicos, arritmias 

graves e morte súbita [4-6].  

A forma digestiva da doença afeta aproximadamente 10% dos indivíduos 

infectados, e é representada clinicamente por megaesôfago e megacólon, decorrente da 

dilatação do esôfago e/ou cólon, respectivamente [1,2]. Fatores importantes na 

patogênese da forma digestiva incluem anormalidades do sistema nervoso entérico 

autônomo e o infiltrado inflamatório atua como efetor na destruição do plexo 

mioentérico, resultando nos megas [7]. 

A variabilidade genética tanto do hospedeiro quanto do parasito e fatores 

ambientais atuam no variável curso clínico da doença, porém nem todos os fatores 

foram esclarecidos [7-9].  Embora a resposta imune seja essencial no controle do 

crescimento parasitário, lesões no coração e no trato digestivo podem ser decorrentes de 

desequilíbrios imunológicos, sendo importante destacar o envolvimento da resposta 

imune no desenvolvimento das diferentes manifestações clínicas da doença, bem como 

o papel das citocinas no curso dessa enfermidade [1].  
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O envolvimento do receptor para quimiocinas CCR5 foi elucidado na infecção 

por T. cruzi [10-15]. Um estudo demonstrou que a interação macrófago-T. cruzi resulta 

na expressão das quimiocinas CCL3, CCL4 e CCL5, as quais são ligantes do receptor 

CCR5 [16]. No miocárdio de camundongos infectados com T. cruzi foram detectadas a 

presença de CCL3, CCL4 e CCL5 [17]. O objetivo desse estudo foi investigar as 

concentrações plasmáticas das quimiocinas CCL3 e CCL4 nos pacientes com doença de 

Chagas crônica digestiva e cardíaca, além de investigar estes mediadores inflamatórios 

entre os pacientes com CCC com e sem disfunção sistólica ventricular esquerda 

(DSVE). 

MATERIAL E MÉTODOS 

Aspectos éticos e seleção da casuística  

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FAMERP 

(Parecer 009/2011). Os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o termo 

de consentimento livre e esclarecido, após receberem todas as informações sobre a 

pesquisa. Foram selecionados 38 pacientes consecutivos, de ambos os sexos atendidos 

no Ambulatório de Cardiomiopatia e 37 pacientes consecutivos atendidos no 

ambulatório de cirurgia geral, ambos do Hospital de Base da Fundação Faculdade 

Regional de Medicina (HB-FUNFARME), São José do Rio Preto, Estado de São Paulo, 

Brasil. 

Diagnóstico clínico e sorológico 

O ensaio imunoenzimático indireto (ELISA) foi realizado para confirmar a 

infecção por T. cruzi, de acordo com as instruções do fabricante (bioMérieux Brasil 

S.A.).  
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Os pacientes com sorologia reagente foram submetidos à avaliação clínica, 

eletrocardiograma, ecocardiograma e raios-X de tórax, sendo considerados com CCC 

aqueles que apresentaram alterações características no eletrocardiograma e/ou no estudo 

ecocardiográfico [18]. A anormalidade ecocardiográfica indicativa de DSVE foi à 

fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) <60% obtida pelo método de 

Teichholz'. Nos casos em que não houve condição técnica de diferenciação desta 

anormalidade, utilizou-se o critério FEVE <50% obtido na Ventriculografia com 

Radionuclídeos.  

Os pacientes com CCC foram divididos em 2 grupos de acordo com a FEVE, 

sendo classificados como: com função sistólica ventricular esquerda normal aqueles 

diagnosticados com FEVE ≥60%; e com DSVE aqueles com FEVE <60%. Nos 

pacientes em que a FEVE foi obtida por Ventriculografia com Radionuclídeos, FEVE 

≥50% indicou pacientes com função sistólica ventricular esquerda normal; FEVE <50% 

indicou DSVE.  

Os pacientes que apresentaram sintomas da doença digestiva foram submetidos 

aos seguintes exames para confirmação do diagnóstico clínico: Manometria Anorretal, 

RX de Enema Opaco, Manometria Esofágica e RX de Seriografia. Foram excluídos do 

estudo aqueles que apresentaram a forma mista da doença (formas cardíaca e digestiva).  

Quantificação das quimiocinas CCL3 e CCL4 

Os níveis plasmáticos das quimiocinas CCL3 e CCL4 foram quantificados 

usando ensaio multiplex MILLIPLEX® MAP human cytokine/chemokine panel (# 

HSTCMAG-28SK; Millipore Corporation, USA) e MAGPIX® Multiplexing Instrument 

(Millipore), de acordo com as instruções do fabricante. As concentrações das 
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quimiocinas (pg/mL) foram determinadas por MAGPIX Xponent software (Millipore 

Corporation, Billerica, MA,USA). 

Análise Estatística 

Para caracterização da casuística, as variáveis quantitativas foram descritas por 

média, mediana e desvio padrão. Para comparação das variáveis contínuas foi utilizado 

o teste t não pareado. 

Para a análise estatística inferencial das variáveis quantitativas foram utilizados 

testes estatísticos paramétricos e/ou não-paramétricos, dependendo do comportamento 

das mesmas em relação à normalidade, a qual foi verificada aplicando-se o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Foram aplicados testes para comparação de médias duas a duas 

(Teste T de Student, para dados paramétricos) ou para comparação de medianas (Teste 

de Mann-Whitney, para dados não paramétricos). 

Para todos os testes, consideramos um intervalo de confiança (IC) de 95,0% e  

as diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor p foi ≤ 

0,05. Os dados coletados foram analisados usando-se o programa GraphPad Instat 3.06 

e Prisma 6.01. 

RESULTADOS 

Caracterização da casuística 

Dos 75 pacientes incluídos no estudo, 41 (54,7%) eram do sexo feminino e 34 

(45,3%) do sexo masculino. A média de idade geral foi 66,0 ± 11,5 (mediana 67,0; 

mínimo de 43; máximo de 93). Dos pacientes com doença de Chagas digestiva, 21 

(56,8%) eram do sexo feminino e 16 (43,2%) do sexo masculino, com média de idade 

de 68,7 ± 12,0 (mediana 72,0; mínimo de 43; máximo de 93).  
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Dentre os pacientes com CCC, 20 (52,6%) eram do sexo feminino e 18 (47,4%) 

do sexo masculino. A média de idade foi igual a 63,5 ± 10,5 (mediana 63,0; mínimo de 

46; máximo de 87). A diferença entre as médias de idade dos pacientes com CCC (63,5 

± 10,5) e os pacientes com doença de Chagas digestiva (68,7 ± 12,0) foi 

estatisticamente significante (p= 0,05). 

Em relação à função sistólica ventricular esquerda, entre os pacientes com CCC, 

13 (34,2%) apresentaram função sistólica ventricular esquerda normal e 25 (65,8%) 

apresentaram DSVE. A tabela 1 mostra as frequências dos gêneros feminino e 

masculino entre os grupos de pacientes com CCC. 

Quantificação da quimiocina CCL3 

Os níveis de CCL3 entre os pacientes com doença de Chagas digestiva variaram 

de 0,0 pg/mL à 92,90 pg/mL, com média de 12,5 ± 19,2 e mediana de 8,21. Nos 

pacientes com CCC as concentrações estavam entre 0,02 pg/mL e 71,64 pg/mL, com 

média de 12,8 ± 11,8 e mediana de 11,73. Não houve diferenças estatisticamente 

significantes entre as concentrações de CCL3 nos grupos de pacientes com doença 

digestiva e CCC (p= 0,08) (figura 1A). 

As concentrações de CCL3 entre os pacientes com função sistólica ventricular 

esquerda normal variaram de 0,05 pg/mL à 19,96 pg/mL, com média de 9,3 ± 5,7 e 

mediana de 8,95; enquanto nos pacientes com DSVE as concentrações variaram entre 

0,02 pg/mL e 71,64 pg/mL, com média de 14,6 ± 13,7 e mediana de 15,06. As 

diferenças entre estes dois grupos não foram estatisticamente significantes (p= 0,19) 

(figura 2A). 
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Foram observadas diferenças estatisticamente significantes comparando o grupo 

de pacientes com doença digestiva com aqueles que apresentaram CCC com DSVE (p= 

0,05) (figura 3A).  

Quantificação da quimiocina CCL4 

Entre os pacientes com doença digestiva os níveis de CCL4 variaram de 0,37 

pg/mL à 7,37 pg/mL, com média de 1,9 ± 1,6 e mediana de 1,39. Os níveis de CCL4 

entre os pacientes com CCC foram de 0,56 pg/mL à 5,56 pg/mL, com média de 2,1 ± 

1,1 e mediana de 1,88. As diferenças entre as concentrações de CCL4 e os pacientes 

com CCC e doença digestiva não foram estatisticamente significantes (p= 0,06) (figura 

1B). 

Entre os pacientes com CCC, as concentrações de CCL4 entre os pacientes com 

função sistólica ventricular esquerda normal foram de 0,62 pg/mL à 3,76 pg/mL, com 

média de 1,8 ± 1,0 e mediana de 1,62; enquanto nos pacientes com DSVE as 

concentrações estavam entre 0,56 pg/mL e 5,56 pg/mL, com média de 2,2 ± 1,1 e 

mediana de 2,01. As diferenças entre os grupos não foram estatisticamente significantes 

(p= 0,29) (figura 2B). 

Foram observadas diferenças estatisticamente significantes entre os pacientes 

com doença digestiva e aqueles que apresentaram CCC com DSVE (p= 0,03) (figura 

3B).  

DISCUSSÃO 

O objetivo desse estudo foi investigar se diferenças nos níveis plasmáticos das 

quimiocinas CCL3 e CCL4 estão envolvidas na suscetibilidade diferencial às formas 
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cardíaca e digestiva da doença de Chagas crônica. Além disso, investigar estas 

quimiocinas entre os pacientes com CCC com e sem DSVE. Embora a resposta imune 

seja essencial no controle do crescimento do T. cruzi, ela também desempenha papel no 

desenvolvimento das diferentes manifestações clínicas da doença [1]. Há evidências do 

envolvimento das citocinas e quimiocinas na geração do infiltrado inflamatório e no 

dano tecidual [7]. As quimiocinas CCL3 e CCL4 estão envolvidas na infecção pelo T. 

cruzi [16,17], sendo importante avaliar esses mediadores inflamatórios nas formas 

evolutivas da doença de Chagas, a fim de verificar se elas estão influenciando no curso 

dessa enfermidade.   

A média de idade da casuística analisada neste estudo situou-se em 66 anos e 

houve diferença entre os grupos de pacientes com doença de Chagas digestiva e CCC. A 

média de idade dos pacientes com doença digestiva foi maior do que aqueles com CCC. 

A CCC geralmente acomete indivíduos na faixa etária entre 30 e 60 anos [19]. A média 

de idade e a mediana dos pacientes com doença digestiva deste estudo foram maiores do 

que aquelas encontradas em outros estudos [20,21].  

As frequências dos gêneros feminino e masculino não diferiram entre os grupos 

de pacientes com CCC. No entanto, na literatura há predominância do sexo masculino 

entre os pacientes com CCC. Além disso, foram observadas associações do sexo 

masculino com aumento da mortalidade. No entanto, esta observação permanece 

controversa [22,23].  

As quimiocinas controlam o tráfego de linfócitos [24]. CCL3 é quimioatraente 

para monócitos, macrófagos, células T e células NK. CCL4 apresenta quimiotaxia para 

monócitos, células T e células NK [25]. Já foi demonstrada a atração preferencial de 

células TCD4+ por CCL4 e de células TCD8+ predominantemente pela quimiocina 
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CCL3 [26]. Macrófagos, linfócitos B, T e uma minoria de células NK são componentes 

do infiltrado inflamatório na CCC, com predomínio das células T CD8+ [27]. Na doença 

de Chagas digestiva, células TCD4+, macrófagos, linfócitos B e NK são as principais 

células infiltradas [9].  

 Durante a fase aguda da infecção pelo T. cruzi, as quimiocinas CCL2, CCL3, 

CCL4, CCL5 e CXCL10 induzem a migração de células T específicas e outros 

leucócitos para os locais de inflamação [27]. O envolvimento de CCL3, CCL4 e CCL5 

na atividade tripanocida exercida pelos macrófagos foi relatado [28]. A interação 

macrófago-T. cruzi resulta na expressão de CCL3, CCL4 e CCL5, as quais exercem 

papel na produção de NO pelos macrófagos humanos, na infecção por T. cruzi [16,29].  

No presente estudo, as diferenças nas concentrações de CCL3 e CCL4 entre os 

grupos de pacientes com doença digestiva e CCC não foram estatisticamente 

significantes. A patogênese da doença de Chagas envolve a ocorrência de reação 

inflamatória e a resposta imune desempenha papel relevante na determinação do curso 

da infecção e das distintas formas clínicas da doença [9]. Nesse sentido, CCL3 e CCL4 

parecem não exercer papel relevante na diversidade da resposta imune do hospedeiro 

nas formas clínicas da doença. Assim, estas quimiocinas podem não estar envolvidas na 

suscetibilidade diferencial as formas digestiva e cardíaca da doença de Chagas crônica.  

Pelo nosso conhecimento, estas quimiocinas não foram investigadas na doença 

de Chagas digestiva. A expressão de RNAm para CCL3 e CCL4 foram detectadas tanto 

na fase aguda, quanto na fase crônica da infecção por T. cruzi em camundongos [30]. 

No miocárdio de camundongos infectados com T. cruzi foram detectadas a presença de 

CCL3, CCL4 e CCL5, as quais foram associadas com leucócitos infiltrados no coração 
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[17]. Marino et al. [31] também detectaram expressão elevada de RNAm para CCL3, 

CCL4 e CCL5 no coração de camundongos infectados, comparados com aqueles sem a 

infecção. A expressão elevada de RNAm para CCL4 e CCL5 foi observada em cães 

com a forma cardíaca da doença de Chagas, comparados com aqueles que apresentaram 

a forma indeterminada [32]. Análise imunohistoquímica revelou menor expressão de 

CCL3 nas células da língua de pacientes com doença de Chagas crônica, comparados 

com indivíduos não infectados [33].  

Neste estudo, as diferenças nas concentrações de CCL3 e CCL4 entre os 

pacientes com CCC com função sistólica ventricular esquerda normal e os pacientes 

com DSVE não foram estatisticamente significantes. Os resultados do estudo de Talvani 

et al. [34] são consistentes com os nossos resultados. Estes autores não encontraram 

associação entre as concentrações plasmáticas de CCL3 e a gravidade da disfunção 

cardíaca, em pacientes com CCC. Embora em outras doenças cardíacas CCL3 e CCL4 

tenham sido associadas com o grau de função cardíaca [35,36], nos pacientes com CCC 

elas parecem não influenciar no desenvolvimento da disfunção cardíaca.  

No presente estudo, os níveis plasmáticos de CCL3 e CCL4 foram maiores nos 

pacientes com CCC com DSVE em comparação com os pacientes com a forma 

digestiva da doença. Tanto na forma digestiva quanto na forma cardíaca da doença de 

Chagas crônica o infiltrado inflamatório é responsável por lesões teciduais. No entanto, 

há diferentes mecanismos fisiopatológicos envolvidos. A principal característica da 

doença digestiva é a denervação, uma vez que o desenvolvimento de megaesôfago está 

associado com redução de aproximadamente 85% do número de neurônios, enquanto no 

megacólon a redução destas células é cerca de 50%. A resposta imune pode estar 

envolvida neste processo de denervação [9].  
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Na CCC a miocardite é uma característica importante, a qual já foi 

correlacionada com a gravidade clínica da doença. Intensa miocardite pode ser 

observada nos pacientes com CCC grave [37]. Além disso, as quimiocinas CCL3 e 

CCL5 são ligantes do receptor CCR5, o qual já foi associado com a patogênese da CCC 

[15,32,38]. Portanto, nossos dados sugerem que ocorre maior atividade inflamatória 

dependente de CCL3 e CCL4 nos pacientes com CCC que apresentam DSVE, em 

relação aos pacientes com a forma digestiva da doença.  

Este foi o primeiro estudo que investigou as quimiocinas CCL3 e CCL4 na 

forma digestiva da doença de Chagas crônica. Os resultados do nosso trabalho devem 

ser considerados preliminares principalmente devido ao reduzido número amostral. É 

desejável que novos estudos sejam realizados em outras populações para confirmar os 

dados aqui relatados.  

 De acordo com os resultados do presente estudo, as concentrações plasmáticas 

de CCL3 e CCL4 parecem não estar envolvidas na suscetibilidade diferencial as formas 

digestiva e cardíaca da doença de Chagas crônica. Estas quimiocinas parecem não 

influenciar o desenvolvimento da DSVE, e nestes pacientes, maior atividade 

inflamatória dependente de CCL3 e CCL4 pode ocorrer, em relação à forma digestiva 

da doença. 
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Tabela 1. Frequências dos gêneros feminino e masculino entre os grupos de pacientes 

com CCC com função sistólica ventricular esquerda normal e com disfunção sistólica 

ventricular esquerda. 

Gêneros Normal Com DSVEa 
χ

2 GLb pc 

 no. % no. %    

Feminino 8 61,5 12 48,0 0,629 1 0,428 

Masculino 5 38,5 13 52,0    

Total 13 100 25 100    

a DSVE: disfunção sistólica ventricular esquerda b GL: Graus de liberdade; c Calculado 

por χ
2. 
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Figura 1. Concentrações plasmáticas de CCL3 (A) e CCL4 (B) obtidas de pacientes 

com a forma digestiva e cardíaca (CCC) da doença de Chagas crônica. As linhas 

representam valores da mediana com variação interquartil. 
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Figura 2. Concentrações plasmáticas de CCL3 (A) e de CCL4 (B) obtidas de pacientes 

com a forma cardíaca (CCC), com função sistólica ventricular esquerda normal e com 

DSVE (disfunção sistólica ventricular esquerda). Em (A) as linhas representam valores 

da mediana com variação interquartil. Em (B) as linhas representam valores da média 

com desvio padrão. 
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Figura 3. Concentrações plasmáticas de CCL3 (A) e de CCL4 (B) obtidas de pacientes 

com a forma digestiva da doença de Chagas e cardíaca (CCC) com DSVE (disfunção 

sistólica ventricular esquerda). As linhas representam valores da mediana com variação 

interquartil. Em (A) *p= 0,05; em (B) *p= 0,03. 
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3. CONCLUSÕES 

1. Os polimorfismos CCR5Δ32 (rs333) e CCR5 59029 A/G (rs1799987) não estão 

associados à disfunção sistólica ventricular esquerda nos pacientes com doença de 

Chagas crônica cardíaca. 

 

2. O polimorfismo CCR5∆32 parece não influenciar nas diferentes manifestações 

clínicas da doença de Chagas. Já o polimorfismo CCR5 59029 A/G está envolvido na 

suscetibilidade diferencial às formas crônicas digestiva e cardíaca da doença de Chagas, 

na população estudada. O genótipo AA está associado com a doença de Chagas crônica 

cardíaca e o genótipo AG está associado com a forma digestiva da doença de Chagas 

crônica.  

 

3. As concentrações plasmáticas de CCL3 e CCL4 parecem não estar envolvidas na 

suscetibilidade diferencial às formas digestiva e cardíaca da doença de Chagas crônica.  

 

4. As concentrações plasmáticas de CCL3 e CCL4 parecem não influenciar o 

desenvolvimento da disfunção sistólica ventricular esquerda, e nestes pacientes, maior 

atividade inflamatória dependente de CCL3 e CCL4 pode ocorrer, em relação à forma 

digestiva da doença.  
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