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Resumo

Introdugdo: A doenca de Chagas ¢ resultante da infeccdo pelo protozodrio
Trypanosoma cruzi. As manifestagdes clinicas desta doenca sdo representadas pelas
seguintes formas: indeterminada, cardiaca, digestiva ou mista. A resposta imune
desempenha papel relevante na determinacdo do curso da infec¢do. O receptor para
quimiocinas CCRS5 e as quimiocinas CCL3 e CCL4 (ligantes deste receptor) estdo
envolvidos na migracao de leucdcitos para os locais de inflamagdo. Objetivos: Avaliar
se os polimorfismos do gene CCRS5, CCR5A32 (1s333), CCRS5 59029 A/G (rs1799987) e
as concentragdes plasmaticas das quimiocinas CCL3 e CCL4 estdo associados as
diferentes formas clinicas da doenga de Chagas cronica, bem como com a disfungdo
sistolica ventricular esquerda. Casuistica e métodos: Foram incluidos no estudo 277
pacientes, sendo 109 com a forma digestiva da doenga e 168 com a forma cardiaca. O
grupo controle foi composto por 172 doadores de sangue com sorologia ndo reagente
para o T. cruzi. O teste de ELISA foi realizado para confirmar a infec¢ao por 7. cruzi.
Os polimorfismos foram identificados por PCR ¢ PCR-RFLP. Os niveis plasmaticos das
quimiocinas foram medidos usando ensaio multiplex Milliplex® MAP (Millipore). As
varidveis continuas foram comparadas utilizando o teste t ndo pareado. Para
compara¢do dos demais resultados foram realizados o Teste Qui-quadrado e o Teste T
de Student ou Teste de Mann-Whitney. Resultados: Os genotipos e alelos dos
polimorfismos CCR5A32 e CCR5 59029 A/G nado diferiram entre os pacientes com
doenga de Chagas cronica cardiaca, com e sem disfuncdo sistolica ventricular esquerda.
Foi observada maior frequéncia do genotipo 44 nos pacientes com a forma cardiaca da
doenga, bem como frequéncia elevada do genotipo AG nos pacientes com a forma

digestiva. Nao houve diferencas nas concentracdoes de CCL3 e CCL4 entre os pacientes
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com doenca digestiva e cardiaca, como também entre os pacientes com fun¢ao sistédlica
ventricular esquerda normal e com disfun¢do. Maiores niveis plasmaticos de CCL3 e
CCL4 foram verificados nos pacientes com disfuncdo sistélica ventricular esquerda,
comparados com aqueles com a forma digestiva. Conclusdes: Os polimorfismos
CCR5A32 (1s333) e CCRS5 59029 A/G (rs1799987) nao estdo associados a disfuncao
sistélica ventricular esquerda nos pacientes com doencga de Chagas cronica cardiaca. O
polimorfismo CCR5A32 parece ndo influenciar nas diferentes manifestagdes clinicas da
doenca de Chagas. Nossos resultados mostram o envolvimento do polimorfismo CCRS
59029 A/G na suscetibilidade diferencial as formas clinicas da doenca de Chagas
cronica, na populacdo estudada. As concentragdes plasmaticas de CCL3 e CCL4
parecem ndo estar envolvidas na suscetibilidade diferencial as formas clinicas da doenca
de Chagas cronica, como também no desenvolvimento da disfungdo sistélica ventricular
esquerda. Nestes pacientes, maior atividade inflamatoria dependente de CCL3 e CCL4

pode ocorrer, em relagdo a forma digestiva da doenga.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, CCRS, Quimiocina CCL3,

Quimiocina CCLA4.
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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 (CCRS5) 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 CCR5A32 (rs333) and CCRS5 59029 A/G (rs1799987)
polymorphisms of the CCRS5 gene and plasma concentrations of chemokines CCL3 and
CCLA4 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 7. cruzi. Infection by 7. 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 CCR5A32 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 44 genotype in
patients with Chronic Chagas heart disease, as well as high frequency of 4G 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 CCR5A32
(rs333) and CCRS5 59029 A/G (rs1799987) polymorphisms had no relationship with left
ventricular systolic dysfunction in patients with chronic Chagas' heart disease. The
CCR5A32 polymorphism does not seem to influence the different clinical
manifestations of Chagas disease. The results of this study show the involvement of the
CCRS5 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, CCRS5, Chemokine CCL3, Chemokine

CCLA4.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, resultante da infec¢do pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, foi descrita pelo médico e cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas.’") A doenca ¢ endémica em éareas de 21 paises da América Latina e atualmente
de 6 a 7 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo 7. cruzi, segundo estimativa da
Organiza¢do Mundial de Saude.” Ocorrem aproximadamente 28.000 novos casos a
cada ano, com 8.000 casos de infec¢do durante a gestacdo, e outros 65 milhdes de
pessoas vivem sob o risco de adquirir a doenca.””’ A doenga de Chagas é uma doenca
negligenciada, que afetava 4reas rurais e pobres da América Central e Sul.”
Posteriormente, a doenca também se tornou um problema urbano, devido a crescente
urbanizacdo ocorrida desde 1940.°) Atualmente, com a migragcdo internacional, a
infeccdo ndo estd confinada a América Latina, atingindo areas ndo endémicas, como

regides dos Estados Unidos, Europa, Asia e Oceania.®”

As mais tardias evidéncias de infeccdo humana pelo 7. cruzi, que datam cerca de
9.000 anos, ocorreram em mumias do norte do Chile e Sul do Peru, nas quais foram
identificados DNA do parasito.” Em 1835 Charles Darwin relata em seu diario ter sido
picado por um inseto triatomineo quando visitava o Chile e os sintomas apresentados
posteriormente sugerem ser devidos 4 doenga de Chagas."’ No entanto, apenas em 1909
o T. cruzi foi identificado como agente etiologico da doenga de Chagas, quando Carlos
Chagas identificou a presenga do parasito no sangue de uma crianga febril, chamada
Berenice, sendo este o primeiro caso clinico descrito da doenga. Posteriormente, Carlos

Chagas descreveu a morfologia do 7. cruzi, os reservatorios, o ciclo de vida tanto nos
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hospedeiros vertebrados, quanto nos invertebrados, a epidemiologia, as manifestagcoes

. : 9-11
clinicas e diversos aspectos da doenga.®'"

A infecgdo pelo 7. cruzi pode ser adquirida pelo homem de diversas maneiras,
como por meio de insetos vetores, considerado o mecanismo de transmissdao de maior
importancia epidemiologica. A transfusdo sanguinea ¢ outro meio de transmissao de
grande importancia epidemioldgica, que com a migragdo internacional, emergiu nas
areas ndo endémicas.”” Também pode ocorrer transmissdo congénita e oral, sendo esta
Giltima adquirida pela ingestdo de alimentos e bebidas contaminados com o 7. cruzi."'V
Além desses mecanismos de transmissao principais citados, ha os meios de transmissao
secundarios, que ocorrem com menor frequéncia, tais como acidentes de laboratorio e

transplantes de orgios.”

O T.cruzi ¢ um protozodrio flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma.'” Sdo observadas varias formas
evolutivas de 7. cruzi em seu ciclo biologico, e em todas elas verifica-se a presenca de
uma mitocondria modificada com abundante DNA, denominada cinetoplasto.”’ Sdo
reconhecidas mais de 100 espécies de reservatorios para o 7. cruzi e mais de 140
espécies de vetores.”” Os insetos vetores desse parasito sdo triatomineos da familia
Reduvidae, sendo os epidemiologicamente mais significantes representados por:
Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus,

Triatoma pseudomaculata, Triatoma sérdida e Panstrongylus megistus.'®

O ciclo de vida desse parasito ¢ complexo, ocorrendo no hospedeiro vertebrado
uma fase de multiplicagdo intracelular, e no inseto vetor, extracelular. Durante o

hematofagismo, os tripomastigotas metaciclicos (forma infectante para os vertebrados)
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sao eliminados nas fezes e urina do inseto vetor e por meio das mucosas ou ferimentos
na pele, ocorre interagdo entre a célula hospedeira e o parasito.(9) O T. cruzi tem a
capacidade de infectar diferentes tipos celulares, como por exemplo, macrdéfagos,
fibroblastos, células epiteliais ¢ células do miocardio." A descricdo completa do ciclo

do T. cruzi encontra-se na figura 1.

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

. . . . . . ;1. 1
epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos."”
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Na doenga de Chagas ocorre a fase aguda e posteriormente a fase cronica.
Geralmente a fase aguda ¢ assintomadtica e manifestacdes locais na regido de entrada do
parasito como sinal de Romafia e chagoma de inoculagdo podem ser observadas, se o
meio de transmissao for vetorial. Os sintomas da fase aguda incluem febre, mal estar,
poliadenia, hepatoesplenomegalia, insuficiéncia cardiaca e as vezes meningoencefalite,
esta que pode ocorrer em criancas e pacientes imunossuprimidos.®'® Apos a fase
aguda, cerca de 60% dos individuos infectados apresentam a forma clinica
indeterminada da infeccdo, caracterizada por auséncia de sintomas, estudos radiologicos
e eletrocardiograficos aparentemente normais e sorologia reagente para o 7. cruzi'?
Cerca de 20 anos ap6s a infeccdo, os individuos infectados cronicamente podem vir a
desenvolver as seguintes formas cronicas da doenca: cardiaca, digestiva ou mista.
Aproximadamente 30% deles desenvolvem a Cardiopatia Chagésica Cronica (CCC),
correspondente a forma cardiaca da doenca, enquanto cerca de 10% desenvolvem a
forma digestiva e ainda, manifestagdes cardiacas e digestivas sdo observadas em alguns

. . . 1.6
pacientes, caracterizando a forma mista da doenga.!"*”

A principal manifesta¢do clinica da doenga de Chagas ¢ a CCC, pela frequéncia
em que ocorre e pela gravidade, responsavel por 6bito de pacientes nas areas endémicas

e mais recentemente, causa de doencas cardiacas nos EUA e Europa.'® Insuficiéncia

(17) (18) (16)

cardiaca sistolica cronica, "’ arritmias ventriculares,” ~ eventos tromboembolicos,
morte subita cardiaca,"'¥ e dor no peito precordial® sdo as manifestagdes desta forma da

doenga.

A forma digestiva da doenga ¢é representada por megaesofago e megacolon,
decorrentes da dilatacio do esdfago e colon respectivamente.'” As manifestacdes

clinicas devido ao megaesdfago incluem ptialismo, disfagia, regurgitacdo, dor
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epigastrica e, em alguns casos, desnutricio. O megacolon pode causar distensdo
abdominal, obstipagdo e obstru¢do do intestino. Maior prevaléncia de desenvolver
cancer de esdfago ¢ observada nos pacientes com megaeséfago.(4) As manifestacoes
clinicas comumente encontradas na fase cronica da doenca de Chagas estdo resumidas

na figura 2.

SLUSIS €

)_(4)

Figura 2. Achados comuns na doenca de Chagas cronica. (Adaptado
(A) Cardiopatia Chagasica Cronica (cardiomegalia). (B). Megaesofago (graus I, II, III e

IV, respectivamente). (C). Megacolon.

Durante a fase aguda da infec¢do, o diagndstico laboratorial ¢ realizado pela
pesquisa direta de parasitos no sangue periférico por meio dos seguintes testes: exame
de sangue a fresco, gota espessa e esfregaco sanguineo.”” Devido a baixa parasitemia
que ocorre na fase cronica, o diagndstico laboratorial deve ser realizado por meio dos
testes sorologicos. Os anticorpos anti-7. cruzi da classe IgG podem ser detectados por
imunofluorescéncia indireta (IFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA - Enzyme linked
immunosorbent assay) e hemaglutinacdo indireta (HAI), sendo recomendado a
realizagio de dois testes sorolégicos diferentes para precisio do diagnostico.*”
Geralmente, quando os testes sorologicos sdo inconclusivos, o diagnostico molecular
por Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ recomendado."” Na fase cronica é

possivel realizar o diagnostico clinico por meio de avaliacdo clinica, eletrocardiograma

e raios X (esdfago e colon).?” (Figura 3).
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Suspeita de doencga de Chagas
I
Dois métodos sorologicos
reagentes (ELISA, IFl ou HAI)

Doenca de Chagas confirmada

Avaliagdo Clinica
(anormalidades eletrocardiogréficas, sintomas gastrointestinais*)

ECG normal ECG anormal ECG normal ECG anormal
Raios X (eséfago e Raios X (esdfago e Raios X (es6fago e/ou | | Raios X (eséfago e/ou
célon) normais colon) normais célon) anormais colon) anormais
| | I I
: Form? Forma cardiaca Forma digestiva ’ Forma Mista ‘
indeterminada

Figura 3. Diagnostico da doenca de Chagas cronica. (Adaptado).(4)
ELISA =Enzyme linked immunosorbent assay. IFI =imunofluorescéncia indireta. HAI
=Hemaglutina¢do indireta. ECG =eletrocardiograma. *disfagia ¢ o sintoma

predominante (megaesdfago); constipacao € o sintoma predominante (megacdlon).

A terapéutica da doenga de Chagas ainda ¢ limitada. Existem apenas duas drogas
para o tratamento dessa enfermidade: nifurtimox e benzonidazol, as quais apresentam
melhor eficacia no inicio da fase aguda da infeccdo. Estas drogas podem provocar
efeitos colaterais graves e resisténcia. No Brasil, apenas o benzonidazol estd sendo
comercializado.®"'" Terapias alternativas para o tratamento da doengca vém sendo

o . rqe 21
testadas, como por exemplo, o uso de antifingicos azolicos.?"

1.2 Resposta imune contra o 7. cruzi

O controle do 7. cruzi envolve a imunidade inata e adquirida por meio da
mobilizacao de uma variedade de células tais como, células Natural Killer (NK), células

T CD4" e CDS" e células B.!4??
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A interagdo das células do sistema imune inato com os componentes do 7. cruzi
(glicoconjugados de membrana) pode ocorrer por meio dos receptores Toll-Like,
presentes nos macrofagos e células dendriticas.***" A infeccdo dos macrofagos pelo 7.
cruzi resulta na secre¢do de Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) e de Interleucina 12
(IL-12), que induz a secre¢do de Interferon-gama (IFN-y) pelas células NK. IFN-y ativa
os macréfagos que destroem os parasitos pela producdo de Oxido Nitrico (NO)."
Interleucina 10 (IL-10) e Fator de Crescimento Transformador beta (TGF-B) sdo
citocinas regulatorias que modulam os efeitos da ativagdo dos macréfagos, como a
produgdo de NO e a atividade tripanocida.'*

Depois de invadir a célula hospedeira, o 7. cruzi pode escapar do vactolo
parasitoforo e ir para o citosol, no qual se diferencia em amastigota e o processo de
replicacdo ¢ iniciado. Os antigenos do parasito sdo processados e apresentados por
moléculas do Complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de classe I, que sdo
reconhecidos pelas células T CD8". O controle do T. cruzi pelas células T CD8" esta
relacionado principalmente a producao de IFN-y e a atividade citotoxica contra a célula
infectada, destacando-se o papel desempenhado pela perforina.

A contribuigdo das células T CD4" com fendtipo Tyl na defesa do hospedeiro
incluem: a produ¢do de IFN-y, a qual ativa os macréfagos infectados a eliminarem o
parasito; a diferenciagdo e ativagdo das células T CD8" e a participagdo indireta na
sintese de anticorpos que ativam o sistema complemento, por meio da sintese de IFN-y.
A presenca destas células no tecido cardiaco € breve, sendo posteriormente substituidas
por células T CD8".*

Em sintese, na imunidade humoral, durante a fase aguda da infec¢do, a maioria

dos pacientes apresentam anticorpos de isotipos IgM e IgG.“*” No fim da fase aguda e
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na fase cronica, os parasitos extracelulares liberados de ninhos teciduais sao eliminados
pelos anticorpos IgG especificos contra o 7. cruzi.*?

A resposta imune contra o 7. cruzi ndo € capaz de eliminar o parasito, apenas
controla seu crescimento, resultando na sua persisténcia no hospedeiro. A resposta

imune prolongada pode culminar com as lesdes teciduais encontradas nas formas

clinicas da doenga.”
1.3 Mecanismos envolvidos na patogénese da doenga

Os mecanismos patogénicos envolvidos na doenga de Chagas podem ser
explicados por duas hipdteses principais, a persisténcia do parasito e autoimunidade,
embora a patogénese da doenga ndo esteja totalmente estabelecida. A primeira hipdtese
aponta a persisténcia do parasito como responsavel por manter a inflamacdo, e a
segunda, sugere que o dano tecidual observado nos orgdos afetados ¢ decorrente de

. ’ SR 27,2
resposta imune contra antigenos proprios. "

A presenga de intenso infiltrado inflamatoério, com predominio das células
mononucleares, principalmente as células T CDS8", ¢ verificada no miocardio dos
pacientes com CCC.?” As células inflamatorias no miocardio desempenham papel de
efetoras nos danos cardiacos.””’ Da mesma forma, na doenca de Chagas digestiva, ha
associa¢ao das lesdes encontradas nas células musculares com o infiltrado inflamatorio
e fibrose.“” Na forma indeterminada da infecgio, no que diz respeito a resposta imune,
parece haver uma situagdo de equilibrio entre o parasito e o hospedeiro. Alguns
elementos sugerem uma imunidade parcialmente protetora, como a presenga de IL-10,

: 2
associada com controle da doenga.”
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A expressao das quimiocinas CXCL1 (MGSA), CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-
10), CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) e CCL5 (RANTES) ocorre no
tecido cardiaco durante a fase aguda da infec¢do, e CXCL9, CXCL10 e CCLS também
sdo produzidas na fase crénica, mesmo na escassez do parasito.*” Os pacientes com
CCC apresentam resposta imune Tyl exacerbada. A expressao de IFN-y, TNF-a e
Interleucina 6 (IL-6) foi verificada nas células mononucleares infiltradas no tecido
cardiaco destes pacientes, assim como, expressao reduzida de Interleucina 2 (IL-2),
Interleucina 4 (IL-4) e IL-10.%*®

As células Tyl desempenham papel relevante na produgdo da citocina IFN-y, a
qual ¢ de grande importancia no controle da infeccao, mas também contribui para a
inflamagdo do miocérdio.*® Esta citocina induz a expressao de CCLS5, CXCL10,
CXCL9 e moléculas de adesdo, contribuindo na migracao das cé€lulas T e inflamacdo do
miocardio.?® As lesdes cardiacas observadas na CCC podem ser decorrentes da
producao local de citocinas inflamatdrias e de quimiocinas pelas células T do infiltrado
inflamatoério cardiaco.®”

Recentemente, maior expressdao de IL-10 foi verificada em pacientes com a
forma indeterminada da infec¢do. No mesmo estudo, os pacientes com cardiomiopatia
apresentaram expressao elevada de TNF- a, IFN- vy, IL-6 e Interleucina 1-beta (IL-1p).
Além disso, a melhor funcdo cardiaca foi associada com maior expressao de IL-10.6Y
Dados experimentais revelaram a expressdo de TNF-a por monoécitos de pacientes
cardiacos, enquanto que mondcitos de pacientes com a forma indeterminada da infecgao
expressaram IL-10.%7

Maior frequéncia de células T regulatorias foi verificada nos pacientes com a

forma indeterminada da infeccdo. Alguns dados sugerem a contribui¢do destas células
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no controle da resposta imune, como também a importancia do equilibrio entre células
T efetoras e regulatdrias na progressao e desenvolvimento da doenca.®?

Os autores de um estudo verificaram maior produ¢do basal IFN-y na forma
digestiva da doenca de Chagas, e maior produg¢do de IL-4 nos pacientes com
megaesdfago, comparados com aqueles que apresentam megacélon.”? Outros autores
verificaram nos individuos com a forma digestiva da doenca, maior producao de IL-10,
em relagdo aos grupos indeterminado, cardiaco e controle.®” Em outro estudo, nos
pacientes com megaesofago a produgdo de IFN-y e CXCL9 foi mais elevada, quando
comparados com o grupo controle.®”

1.4 Quimiocinas, receptor para quimiocinas CCRS, polimorfismos CCR5A32

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

As quimiocinas (citocinas quimiotaticas) sdo pequenas proteinas envolvidas na
migracdo de leucocitos.®**” De acordo com o nimero e espagamento dos residuos de
cisteinas proéximas ao dominio amino terminal, as quimiocinas foram divididas em
quatro familias: CC, CXC, C e CX3C.C***?) A acdo das quimiocinas ocorre por meio
de receptores especificos pertencentes a superfamilia de receptores com sete dominios

transmembranicos acoplados a proteinas G.**"4?

O gene CCRYS, localizado no cromossomo 3p21, apresenta 4 éxons e 2 introns,
sendo que entre os éxons 2 e 3 nao ha intron.“'*? Este gene apresenta 2 regides
promotoras e padrdes de splicing alternativo podem originar 2 transcritos denominados

CCR5A e CCR5B, que codificam a mesma proteina.*?

O receptor para quimiocinas CCRS ¢ uma proteina composta de 352

aminoacidos e seu peso molecular é de 40,6 kDa.“*”) CCRS5 ¢ correceptor para o virus da
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imunodeficiéncia humana-1 (HIV-I).(M’45 ) Os ligantes deste receptor sdo as quimiocinas
CCL3, CCLA4, CCLS5 e CCL8 (MCP-2) que atraem monocitos, macrofagos, células T

. . 36,39,43
ativadas e de memoria, que expressam CCR5.0¢2%%)

A delecao de 32 pares de base na regido codificante do gene CCRS5 (CCR5A32)
resulta na geracdo de uma proteina truncada, ausente na superficie celular. Niveis
reduzidos de expressao deste receptor ocorrem nos individuos heterozigotos (CCRS5/
CCR5432).*19 O polimorfismo localizado na regido promotora do gene CCR5 (CCRS5
59029 A/G) afeta o nivel de expressao do receptor na superficie celular. Como a maior
atividade promotora in vitro ¢ resultante do alelo 4, o genodtipo A4 resulta na maior

expressio de CCR5 na superficie celular,*"*"

1.5 CCRS e seus ligantes na doenca de Chagas

O papel de CCRS, na infec¢do por 7. cruzi, foi investigado por alguns
pesquisadores.*”™* A contribuicio de CCR5 no controle da replicacio do 7. cruzi foi

revelada por alguns estudos.***> Por outro lado, CCR5 também foi associado com a
patogénese da CCC.0**%*7
O polimorfismo CCRS5 59029 A/G foi associado com protecdo no

(58,59)

desenvolvimento da cardiomiopatia chagésica. Associacdo do  genotipo

CCR5/CCR5432 com prote¢dao no desenvolvimento da cardiomiopatia foi sugerida.(sg)
Outras variantes genéticas de CCRS5 foram associadas com suscetibilidade a CCC e

outras com papel protetor no desenvolvimento desta cardiopatia.(5 0-52)

As quimiocinas CCL3, CCL4 e CCLS5 (ligantes de CCRS5) foram avaliadas na
infecgdo por T. cruzi por estudos independentes.®>"*”) Foi relatado o envolvimento de

CCL3, CCL4 e CCL5 na producao de NO pelos macrofagos humanos, na infec¢do por
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T. cruzi®) A presenca de CCL3, CCL4 e CCLS foi verificada no miocéardio de
camundongos infectados com 7. cruzi.*® Evidéncias experimentais sugerem que na
infec¢ao aguda por 7. cruzi hd o envolvimento de CCL3 no recrutamento celular.®® Por
outro lado, no controle da infec¢ao por 7. cruzi em ratos, as quimiocinas CCL3 e CCL5

. 60
foram consideradas relevantes.*”

Assim, esta claro o envolvimento de CCRS5 e seus ligantes na infecg¢ao pelo 7.
cruzi, no entanto ¢ importante realizar uma avaliacao nas formas evolutivas da doenca
de Chagas cronica, pois os fatores de suscetibilidade que levam os individuos a
desenvolverem as distintas formas clinicas desta enfermidade ainda ndo sao totalmente

compreendidos.
1.6 Objetivos

O presente estudo teve como objetivo geral verificar a hipotese de que
polimorfismos do gene CCR)S e ligantes de CCRS (quimiocinas CCL3 e CCL4) estao
associados as diferentes formas clinicas da doenga de Chagas, bem como, com a
disfuncdo sistolica ventricular esquerda nos pacientes com doenca de Chagas cronica

cardiaca. Os objetivos especificos foram:

1. Investigar os polimorfismos CCR5A32 (rs333) e CCR5 59029 A/G
(rs1799987) nos pacientes com doenca de Chagas cronica cardiaca, com e sem

disfuncao sistélica ventricular esquerda.

2. Investigar os polimorfismos CCR5A32 e CCR5 59029 A/G nos pacientes com
as formas clinicas digestiva e cardiaca da doenca de Chagas cronica, e nos individuos

sem a infec¢do pelo 7. cruzi.
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3. Avaliar se diferencgas nos niveis plasmaticos das quimiocinas CCL3 e CCL4
estdo envolvidas na susceptibilidade diferencial as formas digestiva e cardiaca da

doencga de Chagas cronica.

4. Verificar se as concentragdes plasmaticas das quimiocinas CCL3 ¢ CCL4
estdo envolvidas no desenvolvimento da disfungdo sistélica ventricular esquerda, nos

pacientes com doenca de Chagas cronica cardiaca.
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tissue is i d in the pathogs is of cardiomyopathy. However,
the precise pathogenic mechanism of Chagas' heart disease is not
completely elucidated [4,5].

The CC chemokine receptor 5 (CCR5) expressed by monocytes,
macrophages and Ty1 cells is a receptor for the CCL3, CCL4 and CCL5
chemokines [6.7]. Genetic variants of the CCR5 gene may be involved
in the differential susceptibility for Chagas cardiomyopathy [8-10].

In this study, we investigated the relationship of the CCR5A32
(rs333) and CCR5 59029 A/G (rs1799987) polymorphisms of the CCR5
gene in patients with chronic Chagas' disease, with and without left
ventricular systolic dysfunction (LVSD); left ventricular ejection
fraction (LVEF) is currently the most important predictor of all-cause
mortality of patients with this condition [11].

This study was approved by the Research Ethics Committee of the
Medicine School in Sdo José do Rio Preto (# 009/2011) and informed
consent was obtained from all patients, A total of 168 consecutive male
and female patients were enrolled from the Cardiomyopathy
Outpatient Service of Hospital de Base of the Fundagdo Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto. Anti-T. cruzi antibodies were
detected by immunosorbent assay (ELISA) according to the manufac-
turer's instructions (ELISAcruzi; bioMerieux S.A. Brazil).

Patients were divided into three groups according to the LVEF:
patients with LVEF >60%, between 60% and 40% and those with LVEF
<40% as calculated using the Teichholz' method were classified as
without, mild, and severe LVSD, respectively. The severe group was
defined according to the Brazilian guidelines of severe chronic heart
disease [12]. For patients in which the LVEF was measured by
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Table 1

Genotype and allele frequencies of the CCR5A32 polymorphism in Chagas' discase
patients with normal left ventricular systolic function, and mild to moderate, and severe
left ventricular systolic dysfunction.

Genotypes Normal Mid/moderate  Severe LVSD  * DF p*
vsD

CCR5A32 No. % No. % No. %

CCRS/CCRS 78 (918) 40 (930) 34 (850) 1880 2 0391

CCRS/CCRSA32 7 (8.2) 3 (70) 6 (150)

Total 85 (100.0) 43 (1000) 40 (100.0)

Alleles

CCRS 163 (959) 83 (965) 74 (925) 1786 2 0409

CCR5A32 7 (41) 3 (35 6 (75)

* Calculated by ¥*: LVSD: Left ventricular systolic dysfunction; DF: Degree of freedom.

radionuclide ventriculography, a LVEF >50% indicated normal left
ventricular systolic function, LVEF between 30% and 50% indicated
mild to moderate LVSD, and a LVEF <30% was consistent with severe
LVSD.

Genomic DNA was attained using a commercial kit for silica
column extraction (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen,
Carlsbad, California/USA) and following the manufacturer's instruc-
tions. The CCR5A32 polymorphism of the CCR5 gene was identified
by polymerase chain reaction (PCR), according to the protocol of
Huang et al. [13]. The polymorphism of the promoter region of the
CCR5 gene (CCR5-59029 A/G) was identified by PCR-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) as described by McDer-
mottetal. [ 14]. Comparisons of proportions between groups were made
by the chi-square test using the software GraphPad Instat (version 3.06).
Differences were considered statistically significant for a p-value < 0.05.

The CCR5A32 polymorphism was investigated in 168 patients: 152
(90.5%) were wild type homozygotes, and 16 (9.5%) heterozygotes.
Homozygotes for this deletion were not found. Table 1 shows data on
allele and genotype frequencies. The CCR5 59029 A/G polymorphism
was analyzed in 155 patients. The genotype frequencies were: AA
(39.4%), AG (36.1%) and GG (24.5%). The data on allele and genotype
frequencies are shown in Table 2.

The CCR5A32 deletion results in a non-functional receptor not
detected on the cell surface, heterozygous individuals for this
polymorphism have reduced levels of CCRS expression [15,16). The
results of this study show no association of genotypes and alleles of
the CCR5A32 polymorphism between groups of patients with chronic
Chagas' disease. A study suggested that the CCR5/CCR5A32 genotype
can protect against inflammatory cardiomyopathy, a consequence of
the chronic phase of Chagas' disease [9] but this study did not confirm
this due to the low frequency of the CCR5/CCR5A32 genotype.

Table 2

Genotype and allele frequencies of the CCRS 59029 A/G polymorphism in Chagas'
disease patients with normal left ventricular systolic function, and mild to moderate,
and severe left ventricular systolic dysfunction.

Genotypes Normal Mild/moderate  Severe ¥ DF p*
LvsD LvsD

CCR5 59029A/C No. % No. % No. %

AA 30 (3725) 16 (400) 15 (429) 0302 2 0860

AG 29 (363) 14 (350) 13 (371) 0038 2 0981

GG 21 (262) 10 (25.0) 7 (2000 0521 2 0N

Total 80 (100.0) 40 (100.0) 35 (100.0)

Alleles

A 89 (556) 46 (575) 43 (614) 0671 2 0715

G 71 (444) 34 (425) 27 (386)

* Calculated by ¢*; LVSD: Left ventricular systolic dysfunction; DF: Degree of freedom.

The CCRS 59029 A/G polymorphism of the promoter region alters
the expression of CCRS on the surface of leukocytes. It has been
demonstrated that the A allele has higher promoter activity in vitro
than the G allele and that the increased expression of CCR5 results
from the AA genotype [14,17]. The genotypes and alleles of the CCR5
59029 A/G polymorphism did not differ between the groups of
Chagas' disease patients included in this study.

Our results contrast with the results reported by other studies.
Calzada et al. |8] found a higher frequency of the AG genotype and the
presence of the G allele in asymp ic pati compared to
patients with cardiomyopathy. These authors suggested that the G
allele could protect against the development of Chagas cardio-
myopathy. Another study found a low frequency of the GG genotype
in patients with arrhythmias compared to asymptomatic patients [9].
These authors suggested that this genotype may protect against the
development of cardiomyopathy symptoms in individuals infected
with T. cruzi [9].

The results of the work of Fiérez et al. [10] did not show any
significant association between the CCR5 59029 A/G polymorphism
and protection against the development of Chagas' disease cardio-
myopathy, however, the development of Chagas disease cardiomyo-
pathy was associated with the HHA haplotype in which the G allele
was present. The authors suggest that in this type of study it may be
more appropriate to estimate haplotypes, as several polymorphisms
in the promoter region may influence the CCR5 receptor expression
levels and the cell type in which it is expressed [10,18].

In this study, the heart disease was evaluated according to the
degree of LVSD. In other studies, the aim was not to investigate any
possible relationship between CCR5A32 and CCR5 59029 A/G poly-
morphisms and left ventricular impairment, and so the criteria to
classify patients were different [8-10]. These distinct strategies may
have contributed to the discrepant results reported in this study
compared to other research.

In conclusion, the CCR5A32 (rs333) and CCR5 59029 A/G
(rs1799987) polymorphi had no relationship with LVSD in
patients with chronic Chagas' heart disease in this study population,
Thus, these polymorphisms do not seem to influence left ventricular
impairment.
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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 CCR5A32
(rs333) and CCRS5 59029 A/G (promoter region - rs1799987) polymorphisms of the
CCR)5 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- 7.cruzi were identified by ELISA. PCR and PCR-RFLP
were used to identify the CCR5A32 and CCRS5 59029 A/G polymorphisms. The chi-

square test was used to compare variables between groups.

Results: There was a higher frequency of the 44 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 4G genotype in patients with the

digestive form of the disease compared to the other groups.

Conclusions: In conclusion, the CCR5A32 polymorphism does not seem to influence
the different clinical manifestations of Chagas disease. Our data suggest the
involvement of the CCRS5 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: CCRS5; CCR5A32 polymorphism; Chagas disease; chemokine receptor;
megaesophagus;  chronic Chagas heart disease; megacolon; biomarkers; genetic
markers; CC chemokine receptor 5; CCRS 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
(CCRS5), ligand of the CCL3, CCL4 and CCLS5 chemokines, is expressed by monocytes,
macrophages and T lymphocytes, preferentially on Tyl cells [7, 8].

Different studies have evaluated the role of CCR5 in Chagas disease. One of them
reported an increased CCRS5 expression in patients with cardiomyopathy compared to
individuals with indeterminate form of infection [9]. Another study reported that the
reduction in the CCRS expression correlates to the reduction observed in the cardiac
function [10]. Polymorphisms in the CCRS5 gene were associated with CCHD [11-14].
The aim of the present study was to investigate the CCR5A32 (rs333) and CCRS5 59029
A/G (promoter region - rs1799987) polymorphisms of the CCRS5 gene in patients with
digestive and cardiac forms of chronic Chagas disease and in uninfected individuals
with 7. 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
Sado 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
Fundagao Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (HB-FUNFARME), Sao
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 7. cruzi recruited at the Blood Bank in Sao 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 7. 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 CCRS5 gene

Genomic DNA was extracted using the PureLink'™ 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
CCR)5 gene (CCR5A32). The PCR conditions were performed as described by Huang et
al. [17].

Each reaction had a final volume of 25 pL containing 3.0 mM MgCl,, 0.2 mM of each
dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP], 20 pM of each primer, 1 unit of Taq polymerase
(Invitrogen) and 2 pL of genomic DNA (100 ng/uL). 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 CCRS wild allele and that of 157 base pairs

corresponds to the deletion allele.
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The methodology used to identify the CCR5 59029 A/G polymorphism (promoter
region of the CCRS5 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 pL containing 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM of each
dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP], 20 pM of each primer, 0.5 unit of Taq polymerase
(Invitrogen) and 2 pL 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
Bsp12861 (Fermentas-Thermo Scientific). The fragments of 10 base pairs and 258 base
pairs correspond to the A4 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 (44 vs.
AG + GG) and the dominant inheritance model (44 + 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



Artigo 2 30

Of the 240 patients with positive serology for 7. 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 CCR5A32 polymorphism among the 240 patients were
223 (92.9%) with CCR5/CCR5 and 17 (7.1%) with CCR5/CCR5432. The
CCR5432/CCR5432 genotype was not observed in the group of patients. The control
group also showed a high frequency of the CCR5/CCRS5 genotype; one individual was
homozygous for the CCR5432/CCR5432 genotype. Table 1 shows the comparison of
genotypes and alleles of the CCR5A32 polymorphism between patients and controls.
The distribution of the genotypes of the CCR5A32 polymorphism was in Hardy-
Weinberg equilibrium in all the three study groups (Digestive Disease: y2 = 0.060,
degrees of freedom [DF] = 1, p= 0.806; Heart Disease: ¥2 = 0.302, DF = 1, p = 0.583;
Control Group: 42 = 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 A4, 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 A4, AG and GG. The distribution of the CCR5 59029 A/G
polymorphism genotypes was in Hardy-Weinberg equilibrium in patients with digestive
disease (y2= 0.001; DF= 1; p= 0.979) and in the control group (}2= 2.160; DF= 1; p=
0.142) whereas for the group of patients with CCHD it was out of Hardy-Weinberg
equilibrium (x2= 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 (44 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 (44 + 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 CCR5A32 and CCRS5
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 CCR5A32 and CCRS5
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 CCRS 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 7. 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 CCR5A32 genetic variant results from the deletion of 32 base pairs in the CCRS
gene, which generates a truncated protein that is missing from the cell surface. In
heterozygous individuals, the expression of the CCRS receptor is reduced [20, 21]. The
differences in the distribution of genotypes and alleles of the CCR5A32 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
CCR5432 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
CCR5432 allele and absence of individuals homozygous for this deletion [24]. It is
worthwhile to mention that other studies found a low prevalence of the CCR5432 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 CCR5A32 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 CCR5A32 polymorphism does not influence the

differential clinical manifestation of chronic Chagas disease.

The CCR5A32 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/CCR5432 genotype in development of
cardiomyopathy [12]. To date, the CCR5A32 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 44 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 CCRS5 level of expression on cell surface.
Individuals with the 44 genotype have greater expression of CCRS5 on the surface of
leukocytes compared with other genotypes, as the G allele has less promoter activity in

vitro that the A4 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" Tyl

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

The expression of chemokines CCL3, CCL4 and CCLS5 was reported during the acute
and chronic stages of infection by 7. cruzi [30]. CCL4 attracts preferably the CD4" T
cells while CCL3 predominantly attracts CD8" T cells [31]. In mice infected with 7.
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 7. cruzi
[33]. Tt 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 44 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
CCRS in relation to CD4" T cells [38]. The elevated frequency of 4G genotype in
patients with digestive disease observed in this study suggests a reduced inflammatory
process dependent of CCRS, 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 CCRS 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
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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 7. cruzi infection [12]. In contrast to the results of this
study and the results mentioned above, Florez 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 CCR5A32 and CCRS5
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 CCR5A32 and CCRS5 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 CCRS5 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 CCRS 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 Tyl-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 7. 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 7. cruzi, suggested that high expression of

CCRS5 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 CCRS5 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 A4 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 CCRS receptor especially in cardiac form of
chronic Chagas disease, the role of polymorphisms CCR5A32 and CCRS5 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 CCR5A32 polymorphism does not seem to influence the
different clinical manifestations of Chagas disease. The results of this study show the
involvement of the CCRS5 59029 A/G polymorphism in susceptibility to chronic forms
of Chagas disease in the population studied. In conclusion, our results show that the 44
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.
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Table 1. Frequency of genotypes and alleles of the CCR5A32 polymorphism in

patients with chronic Chagas disease and control subjects.

Genotypes Digestive Cardiac Control b4 DF* p
form form

CCR5A32 n % n % n %
CCR5/CCR5 104 954 119 90.8 156 90.7 2358 2  0.307
CCRS5/CCR5A32 5 4.6 12 9.2 15 87 2112 2 0.348
CCR5A32/CCR5A32 0 0 0 0 1 06 1399 2 0497
Total 109 100.0 131 100.0 172 100.0
Alleles
CCRS5 213 977 250 954 327 951 2566 2 0.277
CCR5A32 5 23 12 4.6 17 4.9

“DF: Degrees of freedom; ° Calculated by .
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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 Cardiac form Control XZ DF* P’
form

CCRS5 n % n % n %

59029A/G

AA 22 22.4 46 38.0 47 28.1 6.656 2 0.036

AG 49 50.0 42 34.7 74 443  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

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

model.

Genotypes Digestive Cardiac form Control xz DF* P’
form

CCRS5 n % n % n %

59029A/G

AA 22 224 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

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

inheritance.

Genotypes Digestive Cardiac form Control xz DF* P’
form

CCRS5 n % n % n %

59029A/G

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

“DF: Degrees of freedom; ° Calculated by .
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Table 5. Frequency of genotypes and alleles of the CCR5A32 polymorphism in

patients with chronic Chagas heart disease with normal left ventricular systolic

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

b

Genotypes Mild/Moderate Severe 04 DF* p
LVSD LVSD
CCR5A32 n % n %
CCR5/CCRS5 28 93.3 30 857 1.528 2 0.466
CCR5/CCR5A32 2 6.7 5 14.3
Total 30 100.0 35 100.0
Alleles
CCRS5 127 96.2 58 96.7 65 929 1455 2 0.483
CCRS5A32 2 33 5 7.1

LVSD: Left ventricular systolic dysfunction; ® DF: Degrees of freedom; ° Calculated by

0
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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 Severe LVSD xz DF* p

LVSD

CCRS5 n % n % n %

59029A/G

AA 26 41.3 9 32.1 11 36.7 0.716 2 0.699
AG 19 30.1 11 393 12 40.0 1.205 2 0.547
GG 18 28.6 8 28.6 7 233 0312 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; ® DF: Degrees of freedom; ° Calculated by

0
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RESUMO: A doengca de Chagas ¢ uma infeccdo causada pelo protozodrio
Trypanosoma cruzi. As manifestacOes clinicas dessa doenca sdo representadas pelas
seguintes formas: indeterminada, cardiaca, digestiva ou mista. A variabilidade genética
do parasito e do hospedeiro esta envolvida na patogénese dessa enfermidade.
Polimorfismos de genes envolvidos na resposta imunologica podem estar envolvidos no
variavel curso clinico da doenga. As citocinas exercem papel fundamental na regulagdo
da resposta imune, em particular as quimiocinas, por exercer fungdo crucial no controle
de migracdo dos leucocitos durante a resposta do hospedeiro frente ao processo
infeccioso. Além disso, a participagdo das citocinas e quimiocinas inflamatorias na
geracdo do infiltrado inflamatdrio e no dano tecidual foi relatada. O envolvimento do
receptor para quimiocinas CCR5 na migracao de leucocitos para os locais de inflamacao
ja foi elucidado e este receptor ja foi investigado na doenga de Chagas. Aqui nés
revisamos o papel de CCRS5 na infec¢dao por 7. cruzi, bem como sua importancia na

patogénese da doenca.

Palavras-chave: doenca de Chagas; Cardiopatia Chagasica Cronica; CCRS;

polimorfismo genético.
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1. Introduciao

A doencga de Chagas ou Tripanossomiase Americana, descrita por Carlos Chagas

o~

em 1909, ¢ uma infeccdo causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, que
transmitido aos seres humanos pelas fezes de um inseto triatomineo pertencente a
familia Reduvidae. E endémica na América Latina e representa relevante problema de
saude publica nessa regidao (Ayo et al., 2013). Ha estimativa que cerca de 7 milhdes de
pessoas estejam atualmente infectadas pelo 7. cruzi principalmente na regido endémica,
com risco de desenvolverem as formas cronicas da doenga (WHO, 2015). Devido a
imigragdes internacionais a infec¢ao tem sido disseminada pelo mundo, em regides dos

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

A transmissdo do 7. cruzi ao homem pode ocorrer por diversos mecanismos,
como por meio de insetos vetores, transfusdes sanguineas, congenitamente e pela
ingestao de caldo de cana e acai contaminados com 7. cruzi. Acidentes de laboratorio e
transplantes de 6rgaos sao outras formas de transmissdao conhecidas como secundarias
(Rassi et al., 2010; Ayo et al., 2013). Os insetos vetores da doenca de Chagas sao os
triatomineos da familia Reduviidae, em que o Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis,
Triatoma dimidiata, Rhodniusprolixus, Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida e
Panstrongylus megistus, sao os mais significantes epidemiologicamente (Bellini et al.,

2012).

A doenca de Chagas apresenta duas fases, a fase aguda e a fase cronica. A fase
aguda dura 30 dias em média; 95% dos pacientes sobrevivem a este periodo, e entram
na fase cronica porque ndo ha cura espontanea. Cerca de 60% dos individuos

cronicamente infectados permanecem assintomaticos, sem evidéncia de doenga cardiaca
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ou do trato digestivo, mas com sorologia reagente para o 7. cruzi. Este periodo de
infeccdo ¢ designado de fase indeterminada da doenca de Chagas crénica.
Aproximadamente 10% dos pacientes na fase indeterminada da doenga de Chagas
cronica progridem para a Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC), anualmente (Espinosa

et al., 1985).

Dessa forma, cerca de 30% dos pacientes cronicamente infectados irdo
desenvolver CCC, e 10% doenca do trato digestivo aproximadamente 20 anos apos a
infeccdo inicial (Taylor e Bestetti, 2009). As manifestacdes clinicas da CCC sao
representadas por fendmenos tromboembolicos (Carod-Artal, 2005), arritmias
ventriculares (Bestetti and Cardinalli-Neto, 2008), insuficiéncia cardiaca crdnica
(Bestetti et al., 2011), morte subita cardiaca (Bestetti and Cardinalli-Neto, 2008) e dor

no peito precordial (Bestetti and Restini, 2014).

O comprometimento do sistema nervoso autonomo, mecanismos imunologicos,
a persisténcia do 7. cruzi no miocardio e alteragdes da microcirculagdo sao os principais
mecanismos patogénicos envolvidos na cardiopatia, embora a patogénese desta doenca
nao esteja totalmente estabelecida (Cunha-Neto et al., 2009; Biolo et al., 2010). Outra
caracteristica patologica importante ¢ a presenca de um intenso infiltrado inflamatdrio
no miocardio, o qual age como efetor dos danos cardiacos (Cunha-Neto et al., 2009;

Ayo et al., 2013).

2. Fatores do hospedeiro e sua influéncia no curso clinico doenca de Chagas

A doenca de Chagas humana possui uma apresentacdo clinica extremamente
variavel, e os fatores que atuam direta ou indiretamente no aparecimento das lesdes

produzidas pelo 7. cruzi sdo inimeros. 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 imunoldgica ¢ de
especial interesse, pois desempenha papel fundamental na defesa do organismo contra o
agente infeccioso determinando o aparecimento de lesdes que caracterizam as diferentes
formas clinicas desta doenca, uma vez que tanto no coracdo quanto no trato digestivo,
infiltragdes inflamatérias focais decorrentes de atividades celulares sdo observadas
(Brener, 1992, Reis et al., 1993).

Neste sentido, os polimorfismos de genes envolvidos na resposta imunoldgica
estdo sendo largamente estudados no intuito de esclarecer suas fungdes frente ao
variavel curso clinico da doenca de Chagas; entre eles varios trabalhos relataram a
importancia do papel das citocinas na regulacdo da resposta imune, em particular as
quimiocinas, por exercer fungao crucial no controle de migracao dos leucocitos 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 inflamatorias na
geracdo do infiltrado inflamatorio e no dano tecidual ja foi relatado (Cunha-Neto et al.,
2009). A suscetibilidade a 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 CCRS e sua influéncia na doenga de Chagas

As quimiocinas e seus receptores estdo envolvidos na migracdo de leucocitos
(Sallusto et al., 2000). Quatro familias de quimiocinas foram descritas de acordo com o

numero de espagamento dos aminoacidos existentes nos dois primeiros residuos de
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cisteina da extremidade N-terminal: CC, CXC, XC e CX3C, onde C representa cisteina
e X ou X3 representa um ou trés aminoacidos. Para cada familia de quimiocinas descrita
existem receptores respectivos: CCR, CXCR, XCR, CX3CR, acoplados a proteina G, os
quais mediardo as fungdes junto as células-alvo (Baggiolini, et al., 1997; Rossi e
Zlotnik, 2000). A identificagdo de um grande ntimero de receptores de quimiocinas e a
caracterizacdo de sua seletividade e expressdo em diferentes tipos de leucocitos tem
fornecido informagdes sobre a regulacdo do trafego de leucdcitos na satde e em
doengas humanas (Baggiolini, et al., 2001).

O gene CCRS, localizado no cromossomo 3p21, codifica o receptor para
quimiocinas CCRS5 (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 migracdo de leucocitos para os locais de inflamacao ja foi
elucidado (de Oliveira et al., 2014). Os mondcitos, macrofagos e células T sdo as
células em que este receptor estd presente (Sallusto et al., 2000). Polimorfismos
genéticos que resultam em variagdes nos niveis de expressdo de CCRS foram
associados com algumas doengas (Mamtani et al., 2011; Buraczynska et al., 2012).

Viérios estudos independentes investigaram CCRS5 na infec¢do por 7. cruzi
(Machuca et al., 2014; Frade et al., 2013; Nogueira et al., 2012; Florez et al., 2012;
Hardison et al., 2006; Marino et al., 2005). Embora o envolvimento de CCR5 no
controle da replicacdo do 7. cruzi tenha sido relatado (Hardison et al., 2006), CCR5
também foi associado com a patogénese da miocardite chagasica (Marino et al., 2005).

2.2. Estratégia para triagem e selec¢do dos estudos

Nesta revisdo sistemdtica, 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 “CCRS5/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. Nao houve restrigdo quanto ao

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

julho de 2015.

A triagem nos bancos de dados identificou 27 citacdes potencialmente
relevantes. Destas, 7 foram excluidas apds avaliacdo do titulo e do resumo (uma por
ndo estar em conformidade com os critérios de inclusdo, como polimorfismos ou
expressao de CCRS, e 6 por estarem em duplicidade de artigos). 20 artigos foram
selecionados e mais trés foram incluidos, totalizando 23 artigos originais envolvendo
CCRS5 em associacdo com a doenca de Chagas e/ou Cardiopatia Chagasica. As
principais conclusdes dos estudos selecionados estdo descritas neste artigo de revisdo, e

os polimorfismos genéticos de CCRS também estao apresentados na tabela 1.
2.3. CCR5 e doenga de Chagas

Machado et al. (2005) verificaram a expressdo das quimiocinas ligantes de
CCRS, CCL3, CCL4 e CCL5, no coracao de camundongos infectados com 7. cruzi. O
mesmo estudo revelou elevada parasitemia e aumento da mortalidade nos camundongos
CCR5™ comparados com o tipo selvagem. No tecido cardiaco dos camundongos CCRS"
" também foi verificado grande niimero de parasitos. Esses achados revelam o papel de

CCRS5 no controle da migracao de linfocitos e como também na replicacdo do parasito.
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Hardison et al. (2006) avaliaram a gravidade da doenga em camundongos CCRS5"
" infectados com 7. cruzi. Os camundongos CCR5™ apresentaram elevada parasitemia,
além de maior quantidade de parasitos no tecido cardiaco, em comparacdo com oS

+/+

camundongos CCR5"". De acordo com os resultados deste estudo, os autores sugerem o
envolvimento de CCRS5 no controle da replicacao do 7. cruzi e da inflamagdo no tecido
cardiaco, nos estagios iniciais da doenca. Além disso, na fase cronica da infeccdo,

CCRS5 nao estd envolvido na manutencdo da inflamacdo cardiaca (Hardison et al.,

2006).

Em outro estudo, foi verificada expressao diferencial de CCRS nas células
mononucleares do sangue periférico entre os pacientes com CCC leve, CCC grave e
individuos ndo infectados. Os pacientes com CCC leve apresentaram maior expressao
de CCRS nessas células, comparados com os outros dois grupos. De acordo com os
autores, o aparente envolvimento de CCRS no controle da infec¢ao aguda, sugere que os
individuos com baixa expressdo de CCRS possam ter progredido para doenga grave. E
ainda, ¢ possivel que quando os pacientes desenvolvem disfuncdo cardiaca ocorra
diminui¢do da expressdo do receptor (Talvani et al., 2004).

Os resultados do trabalho de Gomes et al. (2005) fornecem evidéncias de que
nos pacientes com cardiomiopatia a resposta imune especifica do tipo Tyl é exacerbada.
Estes autores demonstraram que a expressao de CCRS nas células mononucleares do
sangue periférico foi mais elevada nos pacientes com cardiomiopatia, comparados com
individuos com a forma indeterminada da infec¢do e nao infectados.

Nogueira et al. (2012) também verificaram expressdo de CCR5 em células
mononucleares no miocardio de pacientes com CCC. No mesmo trabalho, no miocardio

desses pacientes foi observada maior expressao de RNAm para CCRS, em comparagao
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com pacientes portadores de cardiomiopatias de etiologia ndo inflamatoria e doadores

normais.

Em um estudo recente realizado com caes infectados experimentalmente com
diferentes formas de 7. cruzi foi verificado no atrio direito daqueles infectados com a
forma tripomastigota sanguinea elevada expressao relativa de RNAm para CCRS,
comparados com o grupo ndo infectado. E ainda, no mesmo estudo, o parasitismo
cardiaco e os niveis de expressao do receptor CCRS foram correlacionados
positivamente (de Souza et al., 2014). De acordo com os resultados do trabalho de
Kroll-Palhares et al. (2008), na expressio de CCR5 pelos linfocitos TCD8" ha o
envolvimento da sinalizagdo por TNF/TNFR1, a qual contribui para a inflamagdo do

miocardio por acimulo de CD8.

Na fase aguda, caes infectados com as cepas Y e ABC apresentaram maior
expressao de CCRS5 no tecido cardiaco, comparados com aqueles infectados com a cepa
Be-78. Neste estudo, os autores sugerem correlacdo da expressao aumentada de RNAm
para CCR5 com elevada inflamac¢ao do miocardio (Guedes et al., 2010). Resultados de
outro estudo sugerem que CCRS5 nao estd envolvido na imunidade protetora da mucosa,
em camundongos infectados pelo 7.cruzi (Sullivan et al. 2011).

Em camundongos infectados, a expressao do receptor CCRS foi observada em
sitios inflamatorios do musculo esquelético e coracao (Cutrullis et al., 2009). Em outro
estudo, também em camundongos, foi observada expressdo elevada de CCRS5 nos
timocitos e em células T CD4" CD25" (Mendes-da-Cruz et al., 2006; Mariano et al.,
2008). Um trabalho envolvendo a interagdo 7. cruzi ¢ HIV-1 em macrofagos humanos
demonstrou diminuicao da expressao de CCR5 causada por tripomastigotas (Andreani

et al., 2009).
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Marino et al. (2004) verificaram maior expressao de CCRS no tecido cardiaco de
camundongos infectados com 7. cruzi, como também maior nimero de células
mononucleares do sangue periférico CCR5". No mesmo estudo, camundongos tratados
com Met-RANTES apresentaram miocardite reduzida, redu¢do de células CCR5", ¢

menor recrutamento de células T CD4" e T CD8" para o coragio.

Os resultados do trabalho de Medeiros et al. (2009) revelaram reducdo do dano
cardiaco e da disfungcdo apo6s o tratamento com Met-RANTES, em camundongos
infectados cronicamente com 7. cruzi. Os beneficios deste tratamento em relacao aos
danos cardiacos podem estar associados com a quantidade de células T CD4" reduzida,
verificada no coragdao desses animais.

Marino et al. (2005) apontam o papel de quimiocinas e seus receptores na
patogénese da miocardite chagasica, bem como CCRS5 e seus ligantes, e mostraram
efeitos benéficos do tratamento com Met-RANTES. Esses autores apontam o boqueio
da sinalizagdo quimiocinas/receptores como estratégia terapéutica na doenga de Chagas.
Por outo lado, em outro estudo, o bloqueio de CCRS5 em ratos resultou em miocardite
intensa, maior parasitismo e fibrose (Roffé et al., 2010). Embora o envolvimento de
CCRS na infeccdo por 7. cruzi tenha sido elucidado, ndo ha consenso sobre sua
contribuicdo no controle da replicagdo deste parasito e na patogénese da doenca de
Chagas.

2.4. Polimorfismos genéticos de CCRS na doen¢a de Chagas

Alguns polimorfismos genéticos de CCRS5 e haplotipos foram associados com
protecdo ao desenvolvimento da CCC e outros com suscetibilidade a esta cardiopatia

(Tabela 1).
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Um estudo realizado com a populacao brasileira demonstrou associacao dos
polimorfismos do gene CCRS5 rs3176763 C/A e rs11575815 A/T com a CCC. Neste
estudo também foi revelado o papel protetor do genodtipo CCRS5 rs3176763 C/C no
desenvolvimento da CCC (Frade et al., 2013). Ainda no Brasil, outro estudo investigou
o polimorfismo CCRJ rs1799988 CT nos pacientes com doenga de Chagas cronica e o
maior risco de desenvolvimento da CCC grave foi atribuido ao alelo C e ao gendtipo

CC (Nogueira et al., 2012).

Em outro trabalho, o menor risco de desenvolvimento da cardiomiopatia
chagésica foi atribuido a presenga do alelo CCRS -2733 G, enquanto a menor gravidade
dessa doenca foi associada com o alelo CCR5 -2554 T (Florez et al., 2012).
Recentemente alguns SNPs do gene CCRS5 e haplotipos foram associados com a
gravidade da CCC, e outros associados com a protecdo, em uma area endémica da

Colombia (Machuca et al., 2014).

2.5. Polimorfismos CCR5A32 (rs333) e CCRS5 59029 A/G (rs1799987)

O papel dos polimorfismos CCR5A32 e CCRS5 59029 A/G na doenga de Chagas

foi avaliado por alguns estudos.

No trabalho de Fernandez-Mestre et al. (2004), os individuos assintomaticos e
pacientes com arritmia apresentaram maiores frequéncias do genétipo CCR5/CCR5432
em comparagdo com os cardiomiopatas, embora as diferencas encontradas ndo sejam
significativas (Ferndndez-Mestre et al., 2004). J& outros estudos, encontraram baixa
frequéncia do alelo CCR5432 nos individuos investigados, impossibilitando conclusdes
sobre sua influéncia na doenga de Chagas (Calzada et al., 2001, Florez et al., 2012,

Oliveira et al., 2014).
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Um estudo realizado no Peru revelou maior frequéncia do polimorfismo CCRS5
59029 A/G no grupo de pacientes assintomaticos em comparagdo com 0S
cardiomiopatas, sendo possivelmente associado com papel protetor no desenvolvimento
da doenca de Chagas cronica cardiaca (Calzada et al., 2001). Outro estudo, realizado na
Venezuela, revelou maior frequéncia do genodtipo CCRS5 59029 G/G nos pacientes
assintomaticos, em comparagao com os sintomaticos, sugerindo prote¢do desse gendtipo
no desenvolvimento dos sintomas da doenca de Chagas cronica cardiaca (Fernandez-

Mestre et al., 2004).

Por outro lado, em um trabalho realizado na Colombia, a presenga do alelo
CCRS5 59029 G foi observada no haplogrupo humano HHA, o qual esta envolvido com
suscetibilidade a cardiomiopatia chagasica (Florez et al., 2012). Outro estudo revelou
auséncia de associagdo do polimorfismo CCRS5 59029 A/G com a disfungdo sistdlica
ventricular esquerda em pacientes brasileiros com doenga de Chagas cronica cardiaca

(Oliveira et al., 2014).

3. Consideracoes finais

De acordo com os resultados dos trabalhos aqui apresentados, o papel de CCRS5
na doenca de Chagas apresenta duas faces. Por um lado, CCRS5 ¢ essencial no controle
da infeccdo aguda, por outro, a expressao acentuada desse receptor pode contribuir para
manutencdo da inflamag@o e causar danos teciduais no miocardio. Estratégias distintas

de avaliacdao podem ter contribuido na direcdo dos resultados obtidos.

A variabilidade genética do parasito e do hospedeiro estd envolvida na
patogénese da doenga de Chagas (Macedo et al., 2004). Em relacdo ao hospedeiro,

polimorfismos de genes envolvidos na resposta imune podem estar associados a
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suscetibilidade a CCC (Cunha-Neto et al., 2009; Cunha-Neto et al., 2014), e nesse
sentido, os polimorfismos genéticos de CCRS sdo de grande interesse. De acordo com
Florez et al. (2012), como a expressao do receptor CCRS pode ser influenciada por
varios polimorfismos na regido promotora do gene, analisar haplotipos seria mais

adequado do que variagdes genéticas individuais.

A intensidade da resposta imune esta ligada a patogénese da CCC (Cunha-Neto
et al., 2014). Nos pacientes com cardiomiopatia a resposta imune especifica do tipo Tyl
¢ exacerbada e elevada expressao de CCRS5 foi observada nesses pacientes (Gomes et
al., 2005). E possivel que a expressdo elevada de CCRS resulte em maior intensidade da
inflamac¢do. Assim, o bloqueio parcial de CCRS5 parece ser uma estratégia terapéutica de
tratamento eficaz, que visa ndo prejudicar o controle do crescimento parasitario, mas

sim reduzir o processo inflamatorio (Marino et al., 2004; Marino et al.,2005).

Novos estudos ainda s3o necessarios para confirmar os achados aqui
apresentados e estabelecer o papel de CCRS5 ndo s6 na doenga de Chagas cardiaca,

como também nos diferentes cursos clinicos da doenca de Chagas.
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Tabela 1. Associagdo dos polimorfismos do gene CCRS5 com doenga de Chagas.

Genes, alelos, genotipos

Populacao 2 Polimorfismo Tipo de associacdo Forma clinica Referéncia
ou haplotipos
CCR5 C/A 1s3176763 Suscetibilidade CCC
Brasil CCR5 A/T rs11575815 Suscetibilidade CcCC Frade et al., 2013
CCR5 C/C rs3176763 Protecao CCC
. CCR5 C rs1799988 Suscetibilidade gravidade da CCC _
Brasil Nogueira et al., 2012
CCRS5 C/C rs1799988 Suscetibilidade gravidade da CCC
CCRS5 -2733G rs2856758 Protecao CcCC
CCRS5 -2554T rs2734648 Protecao Gravidade da CCC
Colémbia Florez et al., 2012
CCRS5 59029 G / HHA rs1799987 Suscetibilidade CCC
CCR5432 rs333 Nao associado CCC
CCRS5 -1835 T/ HHF*2 rs1800024 Suscetibilidade gravidade da CCC
Colombia CCR5 -2554 T/ HHC rs2734648 Protecdo CCC Machuca et al., 2014
CCR5 -2086 G/ HHC rs1800023 Protecao CCC
CCRS5 59029 G/G rs1799987 Protecdo CCC
Venezuela Fernandez-Mestre et al., 2004
CCR5/CCR5432 1s333 Protegio sugerida® CCC
CCR5A32 rs333 Nao associado infec¢ao/CCC
Peru Calzada et al., 2001
CCR5 59029 A/G rs1799987 Protecdo CCC
CCR5A32 rs333 Nao associado gravidade da CCC
Brasil Oliveira et al., 2014
CCR5 59029 A/G rs1799987 Nao associado gravidade da CCC

CCC: Cardiopatia Chagasica Cronica; *Prote¢do sugerida: os autores sugerem associagdo, porém as diferengas ndo foram estatisticamente significantes.
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Resumo

Introducio: A resposta imune desempenha papel relevante na determinag¢ao do curso
da infeccao por Trypanosoma cruzi. O objetivo desse estudo foi investigar os niveis
plasmaticos das quimiocinas CCL3 e CCL4 nos pacientes com doenga de Chagas
cronica digestiva e cardiaca, e nestes, com e sem disfuncdo sistolica ventricular

esquerda.

Métodos: Foram selecionadas amostras de plasma de 75 pacientes. O teste de ELISA
foi realizado para confirmar a infeccdo por 7. cruzi. Os niveis plasmaticos das
quimiocinas foram medidos usando ensaio multiplex Milliplex® MAP (Millipore). Para
comparacao dos resultados foram realizados o Teste T de Student ou Teste de Mann-

Whitney.

Resultados: Nao houve diferencas nas concentracoes de CCL3 e CCL4 entre os
pacientes com doenga digestiva e cardiaca, como também entre os pacientes com fungao
sistolica ventricular esquerda normal e com disfun¢do. Maiores niveis plasmaticos de
CCL3 e CCL4 foram verificados em pacientes com disfungdo sistolica ventricular

esquerda, comparados com aqueles com a forma digestiva.

Conclusdes: CCL3 e CCL4 podem ndo estar envolvidas na suscetibilidade diferencial
as formas digestiva e cardiaca da doenga de Chagas cronica, além de ndo influenciar no
desenvolvimento da disfungdo cardiaca. Nossos dados sugerem maior atividade
inflamatoria dependente de CCL3 e CCL4 nos pacientes com disfuncdo cardiaca, em

relacdo aos pacientes com a forma digestiva.

Palavras-chave: doenga de Chagas; cardiopatia chagésica cronica; quimiocina CCL3;

quimiocina CCLA4.
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INTRODUCAO

A apresentacdo clinica da doenca de Chagas ¢ varidvel e inclui as formas
cardiaca, digestiva e mista. A Cardiopatia Chagésica Cronica (CCC) ¢ a forma clinica
mais frequente dessa enfermidade, acometendo cerca de 30% dos pacientes infectados
pelo Trypanosoma cruzi [1,2]. CCC ¢ a mais grave manifesta¢ao clinica da doenca de
Chagas [3]. Esta forma da doenca apresenta um amplo espectro de manifestagdes
clinicas, que varia de poucos sintomas, geralmente relacionados a disturbios do ritmo e
da conducdo, a cardiomiopatia dilatada. As principais causas de morte em pacientes
com essa forma clinica sdo a insuficiéncia cardiaca, eventos tromboembdlicos, arritmias

graves e morte subita [4-6].

A forma digestiva da doenga afeta aproximadamente 10% dos individuos
infectados, e ¢ representada clinicamente por megaesdfago e megacolon, decorrente da
dilatacdo do esOfago e/ou colon, respectivamente [1,2]. Fatores importantes na
patogénese da forma digestiva incluem anormalidades do sistema nervoso entérico
autbonomo ¢ o infiltrado inflamatério atua como efetor na destruigdo do plexo

mioentérico, resultando nos megas [7].

A variabilidade genética tanto do hospedeiro quanto do parasito e fatores
ambientais atuam no variavel curso clinico da doenca, porém nem todos os fatores
foram esclarecidos [7-9]. Embora a resposta imune seja essencial no controle do
crescimento parasitario, lesdes no coragdo e no trato digestivo podem ser decorrentes de
desequilibrios imunoldgicos, sendo importante destacar o envolvimento da resposta
imune no desenvolvimento das diferentes manifestacoes clinicas da doenga, bem como

o papel das citocinas no curso dessa enfermidade [1].
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O envolvimento do receptor para quimiocinas CCRS5 foi elucidado na infecg¢ao
por T. cruzi [10-15]. Um estudo demonstrou que a interagao macrofago-7. cruzi resulta
na expressao das quimiocinas CCL3, CCL4 e CCLS, as quais sdo ligantes do receptor
CCRS5 [16]. No miocardio de camundongos infectados com 7. cruzi foram detectadas a
presenga de CCL3, CCL4 e CCLS5 [17]. O objetivo desse estudo foi investigar as
concentragdes plasmaticas das quimiocinas CCL3 e CCL4 nos pacientes com doenca de
Chagas cronica digestiva e cardiaca, além de investigar estes mediadores inflamatorios
entre os pacientes com CCC com e sem disfunc¢do sistdlica ventricular esquerda

(DSVE).
MATERIAL E METODOS
Aspectos éticos e selecio da casuistica

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP
(Parecer 009/2011). Os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido, apds receberem todas as informagdes sobre a
pesquisa. Foram selecionados 38 pacientes consecutivos, de ambos os sexos atendidos
no Ambulatério de Cardiomiopatia e 37 pacientes consecutivos atendidos no
ambulatorio de cirurgia geral, ambos do Hospital de Base da Fundacdo Faculdade
Regional de Medicina (HB-FUNFARME), Sao José do Rio Preto, Estado de Sao Paulo,

Brasil.
Diagnéstico clinico e sorologico

O ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) foi realizado para confirmar a
infeccdo por 7. cruzi, de acordo com as instru¢des do fabricante (bioMérieux Brasil

S.A.).
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Os pacientes com sorologia reagente foram submetidos a avaliacdo clinica,
eletrocardiograma, ecocardiograma e raios-X de torax, sendo considerados com CCC
aqueles que apresentaram alteracdes caracteristicas no eletrocardiograma e/ou no estudo
ecocardiografico [18]. A anormalidade ecocardiografica indicativa de DSVE foi a
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) <60% obtida pelo método de
Teichholz'. Nos casos em que ndo houve condicdo técnica de diferenciacdo desta
anormalidade, utilizou-se o critério FEVE <50% obtido na Ventriculografia com

Radionuclideos.

Os pacientes com CCC foram divididos em 2 grupos de acordo com a FEVE,
sendo classificados como: com funcdo sistolica 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 Radionuclideos, FEVE
>50% indicou pacientes com fungdo sistdlica ventricular esquerda normal; FEVE <50%

indicou DSVE.

Os pacientes que apresentaram sintomas da doenca digestiva foram submetidos
aos seguintes exames para confirmacao do diagndstico clinico: Manometria Anorretal,
RX de Enema Opaco, Manometria Esofagica e RX de Seriografia. Foram excluidos do

estudo aqueles que apresentaram a forma mista da doenga (formas cardiaca e digestiva).
Quantificacao das quimiocinas CCL3 e CCL4

Os niveis plasmaticos 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 instrugdes do fabricante. As concentragdes das
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quimiocinas (pg/mL) foram determinadas por MAGPIX Xponent software (Millipore

Corporation, Billerica, MA,USA).

Analise Estatistica

Para caracterizacdo da casuistica, as varidveis quantitativas foram descritas por
média, mediana e desvio padrao. Para comparagdo das varidveis continuas foi utilizado

o teste t ndo pareado.

Para a andlise estatistica inferencial das varidveis quantitativas foram utilizados
testes estatisticos paramétricos e/ou ndo-paramétricos, dependendo do comportamento
das mesmas em relacdo a normalidade, a qual foi verificada aplicando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Foram aplicados testes para comparagdo de médias duas a duas
(Teste T de Student, para dados paramétricos) ou para comparacdo de medianas (Teste

de Mann-Whitney, para dados ndo paramétricos).

Para todos os testes, consideramos um intervalo de confianca (IC) de 95,0% e
as diferengas 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

Caracterizacao da casuistica

Dos 75 pacientes incluidos no estudo, 41 (54,7%) eram do sexo feminino ¢ 34
(45,3%) do sexo masculino. A média de idade geral foi 66,0 + 11,5 (mediana 67,0;
minimo de 43; maximo de 93). Dos pacientes com doenga 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; minimo de 43; maximo 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; minimo de
46; maximo de 87). A diferenga entre as médias de idade dos pacientes com CCC (63,5
+ 10,5) e os pacientes com doenca de Chagas digestiva (68,7 £+ 12,0) foi
estatisticamente significante (p= 0,05).

Em relagdo a fungdo sistolica ventricular esquerda, entre os pacientes com CCC,
13 (34,2%) apresentaram funcdo sistolica ventricular esquerda normal e 25 (65,8%)
apresentaram DSVE. A tabela 1 mostra as frequéncias dos géneros feminino e

masculino entre os grupos de pacientes com CCC.

Quantificacdo da quimiocina CCL3

Os niveis de CCL3 entre os pacientes com doenga de Chagas digestiva variaram
de 0,0 pg/mL a 92,90 pg/mL, com média de 12,5 + 19,2 e mediana de 8,21. Nos
pacientes com CCC as concentracdes estavam entre 0,02 pg/mL e 71,64 pg/mL, com
média de 12,8 + 11,8 e mediana de 11,73. Nao houve diferencas estatisticamente
significantes entre as concentracdes de CCL3 nos grupos de pacientes com doenga

digestiva e CCC (p=0,08) (figura 1A).

As concentracdes de CCL3 entre os pacientes com funcdo sistolica ventricular
esquerda normal variaram de 0,05 pg/mL a 19,96 pg/mL, com média de 9,3 + 5,7 e
mediana de 8,95; enquanto nos pacientes com DSVE as concentragcdes variaram entre
0,02 pg/mL e 71,64 pg/mL, com média de 14,6 + 13,7 e mediana de 15,06. As
diferencas entre estes dois grupos ndo foram estatisticamente significantes (p= 0,19)

(figura 2A).
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Foram observadas diferencas estatisticamente significantes comparando o grupo
de pacientes com doenca digestiva com aqueles que apresentaram CCC com DSVE (p=

0,05) (figura 3A).

Quantificacdo da quimiocina CCL4

Entre os pacientes com doencga digestiva os niveis de CCL4 variaram de 0,37
pg/mL a 7,37 pg/mL, com média de 1,9 + 1,6 e mediana de 1,39. Os niveis de CCL4
entre os pacientes com CCC foram de 0,56 pg/mL a 5,56 pg/mL, com média de 2,1 +
1,1 e mediana de 1,88. As diferencas entre as concentragdes de CCL4 e os pacientes
com CCC e doenca digestiva ndo foram estatisticamente significantes (p= 0,06) (figura

1B).

Entre os pacientes com CCC, as concentragdes de CCL4 entre os pacientes com
funcdo sistolica ventricular esquerda normal foram de 0,62 pg/mL a 3,76 pg/mL, com
média de 1,8 £ 1,0 e mediana de 1,62; enquanto nos pacientes com DSVE as
concentragdes estavam entre 0,56 pg/mL e 5,56 pg/mL, com média de 2,2 + 1,1 e
mediana de 2,01. As diferengas entre os grupos ndo foram estatisticamente significantes

(p=0,29) (figura 2B).

Foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os pacientes
com doenca digestiva e aqueles que apresentaram CCC com DSVE (p= 0,03) (figura

3B).

DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi investigar se diferencas nos niveis plasmaticos das

quimiocinas CCL3 e CCL4 estao envolvidas na suscetibilidade diferencial as formas
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cardiaca e digestiva da doenca de Chagas cronica. 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 7. cruzi, ela também desempenha papel no
desenvolvimento das diferentes manifestagdes clinicas da doenca [1]. Ha evidéncias do
envolvimento das citocinas e quimiocinas na gera¢do do infiltrado inflamatorio e no
dano tecidual [7]. As quimiocinas CCL3 e CCL4 estdo envolvidas na infec¢do pelo T.
cruzi [16,17], sendo importante avaliar esses mediadores inflamatérios nas formas
evolutivas da doenca de Chagas, a fim de verificar se elas estdo influenciando no curso

dessa enfermidade.

A média de idade da casuistica analisada neste estudo situou-se em 66 anos e
houve diferenca entre os grupos de pacientes com doenga de Chagas digestiva e CCC. A
média de idade dos pacientes com doencga digestiva foi maior do que aqueles com CCC.
A CCC geralmente acomete individuos na faixa etaria entre 30 e 60 anos [19]. A média
de idade e a mediana dos pacientes com doenca digestiva deste estudo foram maiores do
que aquelas encontradas em outros estudos [20,21].

As frequéncias dos géneros feminino e masculino ndo diferiram entre os grupos
de pacientes com CCC. No entanto, na literatura hd predominancia do sexo masculino
entre os pacientes com CCC. Além disso, foram observadas associagcdes do sexo
masculino com aumento da mortalidade. No entanto, esta observacdo permanece

controversa [22,23].

As quimiocinas controlam o trafego de linfocitos [24]. CCL3 ¢ quimioatraente
para mondcitos, macrofagos, células T e células NK. CCL4 apresenta quimiotaxia para
monocitos, células T e células NK [25]. Ja foi demonstrada a atracdo preferencial de

células TCD4" por CCL4 e de células TCDS" predominantemente pela quimiocina
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CCL3 [26]. Macrofagos, linfocitos B, T e uma minoria de células NK sdo componentes
do infiltrado inflamatério na CCC, com predominio das células T CD8" [27]. Na doenga
de Chagas digestiva, células TCD4", macréfagos, linfocitos B ¢ NK sdo as principais

células infiltradas [9].

Durante a fase aguda da infec¢ao pelo 7. cruzi, as quimiocinas CCL2, CCL3,
CCL4, CCL5 e CXCLI10 induzem a migracdo de células T especificas e outros
leucécitos para os locais de inflamagao [27]. O envolvimento de CCL3, CCL4 e CCL5
na atividade tripanocida exercida pelos macrofagos foi relatado [28]. A interagdo
macrofago-7. cruzi resulta na expressao de CCL3, CCL4 e CCLS, as quais exercem

papel na producao de NO pelos macréfagos humanos, na infecgao por 7. cruzi [16,29].

No presente estudo, as diferencas nas concentragdes de CCL3 e CCL4 entre os
grupos de pacientes com doenca digestiva e CCC ndo foram estatisticamente
significantes. A patogénese da doenca de Chagas envolve a ocorréncia de reacao
inflamatoéria e a resposta imune desempenha papel relevante na determinacao do curso
da infec¢ao e das distintas formas clinicas da doenca [9]. Nesse sentido, CCL3 e CCL4
parecem nao exercer papel relevante na diversidade da resposta imune do hospedeiro
nas formas clinicas da doenga. Assim, estas quimiocinas podem nao estar envolvidas na

suscetibilidade diferencial as formas digestiva e cardiaca da doenga de Chagas cronica.

Pelo nosso conhecimento, estas quimiocinas ndo foram investigadas na doenga
de Chagas digestiva. A expressao de RNAm para CCL3 e CCL4 foram detectadas tanto
na fase aguda, quanto na fase cronica da infec¢do por 7. cruzi em camundongos [30].
No miocérdio de camundongos infectados com 7. cruzi foram detectadas a presenga de

CCL3, CCL4 e CCL5, as quais foram associadas com leucocitos infiltrados no coragao
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[17]. Marino et al. [31] também detectaram expressao elevada de RNAm para CCL3,
CCLA4 e CCL5 no coragao de camundongos infectados, comparados com aqueles sem a
infec¢do. A expressao elevada de RNAm para CCL4 e CCLS5 foi observada em caes
com a forma cardiaca da doenca de Chagas, comparados com aqueles que apresentaram
a forma indeterminada [32]. Anélise imunohistoquimica revelou menor expressdo de
CCL3 nas células da lingua de pacientes com doenga de Chagas cronica, comparados

com individuos nao infectados [33].

Neste estudo, as diferencas nas concentracdes de CCL3 e CCL4 entre os
pacientes com CCC com funcao sistolica ventricular esquerda normal e os pacientes
com DSVE nao foram estatisticamente significantes. Os resultados do estudo de Talvani
et al. [34] sdo consistentes com o0s nossos resultados. Estes autores nao encontraram
associacdo entre as concentragdes plasmaticas de CCL3 e a gravidade da disfuncao
cardiaca, em pacientes com CCC. Embora em outras doengas cardiacas CCL3 e CCL4
tenham sido associadas com o grau de fung¢do cardiaca [35,36], nos pacientes com CCC

elas parecem ndo influenciar no desenvolvimento da disfun¢ao cardiaca.

No presente estudo, os niveis plasmaticos de CCL3 e CCL4 foram maiores nos
pacientes com CCC com DSVE em comparagdo com os pacientes com a forma
digestiva da doenca. Tanto na forma digestiva quanto na forma cardiaca da doenca de
Chagas cronica o infiltrado inflamatorio € responsavel por lesdes teciduais. No entanto,
ha diferentes mecanismos fisiopatologicos envolvidos. A principal caracteristica da
doenca digestiva ¢ a denervagdo, uma vez que o desenvolvimento de megaesdfago esta
associado com reducao de aproximadamente 85% do ntimero de neur6nios, enquanto no
megacolon a redugdo destas células ¢ cerca de 50%. A resposta imune pode estar

envolvida neste processo de denervagao [9].
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Na CCC a miocardite € uma caracteristica importante, a qual ja foi
correlacionada com a gravidade clinica da doenca. Intensa miocardite pode ser
observada nos pacientes com CCC grave [37]. Além disso, as quimiocinas CCL3 e
CCLS sao ligantes do receptor CCRS, o qual ja foi associado com a patogénese da CCC
[15,32,38]. Portanto, nossos dados sugerem que ocorre maior atividade inflamatéria
dependente de CCL3 e CCL4 nos pacientes com CCC que apresentam DSVE, em

relacdo aos pacientes com a forma digestiva da doenca.

Este foi o primeiro estudo que investigou as quimiocinas CCL3 e CCL4 na
forma digestiva da doenga de Chagas cronica. Os resultados do nosso trabalho devem
ser considerados preliminares principalmente devido ao reduzido niimero amostral. E
desejavel que novos estudos sejam realizados em outras populacdes para confirmar os

dados aqui relatados.

De acordo com os resultados do presente estudo, as concentragcdes plasmaticas
de CCL3 e CCLA4 parecem nao estar envolvidas na suscetibilidade diferencial as formas
digestiva e cardiaca da doenga de Chagas cronica. Estas quimiocinas parecem nao
influenciar o desenvolvimento da DSVE, e nestes pacientes, maior atividade
inflamatéria dependente de CCL3 e CCL4 pode ocorrer, em relagdo a forma digestiva

da doenga.
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Tabela 1. Frequéncias dos géneros feminino e masculino entre os grupos de pacientes
com CCC com funcao sistélica ventricular esquerda normal e com disfungao sistodlica

ventricular esquerda.

Géneros  Normal Com DSVE? v GL’ p*
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

*DSVE: disfungio sistolica ventricular esquerda ® GL: Graus de liberdade; ¢ Calculado

por 3.
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Figura 1. Concentragdes plasmaticas de CCL3 (A) e CCL4 (B) obtidas de pacientes
com a forma digestiva e cardiaca (CCC) da doenca de Chagas cronica. As linhas

representam valores da mediana com variagao interquartil.



Artigo 4 93

A
80-
[ |
= 60-
E
o)
Z 40+
™
-
o | |
(@] 20- S u ]
——— e
0 *
Normal Com DSVE
B
6.
m
— | |
-
E 4 °
o)
= °
3 -f
QO 21
A
®

Figura 2. Concentragdes plasmaticas de CCL3 (A) e de CCL4 (B) obtidas de pacientes
com a forma cardiaca (CCC), com func¢do sistolica ventricular esquerda normal e com
DSVE (disfuncgao sistdlica ventricular esquerda). Em (A) as linhas representam valores
da mediana com variacdo interquartil. Em (B) as linhas representam valores da média

com desvio padrao.
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Figura 3. Concentragdes plasmaticas de CCL3 (A) e de CCL4 (B) obtidas de pacientes
com a forma digestiva da doenca de Chagas e cardiaca (CCC) com DSVE (disfuncao
sistolica ventricular esquerda). As linhas representam valores da mediana com variagao

interquartil. Em (A) *p=0,05; em (B) *p=0,03.
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3. CONCLUSOES

1. Os polimorfismos CCR5A32 (rs333) e CCRS5 59029 A/G (rs1799987) ndo estdo
associados a disfungdo sistélica ventricular esquerda nos pacientes com doenga de

Chagas cronica cardiaca.

2. O polimorfismo CCR5A32 parece nao influenciar nas diferentes manifestacdes
clinicas da doenga de Chagas. J4 o polimorfismo CCR5 59029 A/G estd envolvido na
suscetibilidade diferencial as formas cronicas digestiva e cardiaca da doencga de Chagas,
na populagdo estudada. O gendtipo 44 estd associado com a doenga de Chagas cronica
cardiaca e o genotipo AG estd associado com a forma digestiva da doenga de Chagas

cronica.

3. As concentragdes plasmaticas de CCL3 e CCL4 parecem ndo estar envolvidas na

suscetibilidade diferencial as formas digestiva e cardiaca da doenga de Chagas cronica.

4. As concentragdes plasmaticas de CCL3 e CCL4 parecem nao influenciar o
desenvolvimento da disfuncdo sistolica ventricular esquerda, e nestes pacientes, maior
atividade inflamatoria dependente de CCL3 e CCL4 pode ocorrer, em relacdo a forma

digestiva da doenca.
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5.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Kt 4. “Marcadores imunogenéticos relacionados & doenga de Chagas”
%3 &
& FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
" TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Satide - Resolugdo CNS 196/96)

Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa denominada “Marcadores i \éticos relaci dos a doenca de Chagas”,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP (Parecer 009/2011) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP
Parecer 623/2011). Trypanosoma cruzi é o parasita que causa a doenga de Chagas e essa doenga pode ser transmitida aos seres humanos
pela picada do inseto conhecido como “bicho barbeiro”, acarretando problemas cardiacos, esofégicos e intestinais.

Essa pesquisa tem como objetivos identificar os aspectos marcadores imunogenéticos (caracteristicas genéticas e biolégicas para
determinar se essas caracteristicas genéticas favorecem ou n#o a infecgdo por 7. cruzi. Os resultados desta pesquisa poderéo ajudar na

compreens3o dos fatores biolégicos que influenciam a infecgdo pelo 7. cruzi e poderdo beneficiar vocé e muitas outras pessoas.
isa d. rarem que os fatores genéticos se relacionam com a suscetibilidade & doenga de

Se os resultados desta pesq
Chagas, eles poderdo ajudar a compreender a importancia das variagbes genéti que exi: nas populages para a orientagiio de
programas de esclareci ducagio, prevengio e mesmo tratamento de doengas como a de Chagas. Se o resultado de seu exame
idade de 1t o genético, pois esta doenga é causada por

for positivo (reagente) para a doenga de Chagas, ndo h ar
um microrganismo ch do Tryp cruzi e ndo é trasmitida de pais para filhos.

A sua participagio nessa pesquisa é voluntaria e de extrema importéncia e vocé ndo perderd os beneficios do atendimento
médico aos quais tem direito, caso decida ndo participar ou mesmo se vocé se retirar dessa pesquisa a qualquer tempo. Voce poderd ter
acesso a todos os seus dados coletados para esta pesquisa bem como aos resultados de todos os exames realizados nas amostras de seu
sangue e terd também o direito de retirar a amostra ou quaisquer de seus dados de nosso banco de armazenamento de dados no
momento em que voce desejar. Em hipétese alguma seus dados ser&o divulgados de forma individual.

Para participar como voluntéria nessa pesquisa serd necessario:
Vocé responder um questiondrio sobre vocé e seus habitos de vida. Todas as informagdes a seu respeito serao mantidas em absoluto
sigilo.
Vocé nos autorizar a colher uma amostra de seu sangue para exames da doenga de Chagas e para a identificagdo dos seus tipos
sangiiineos ABD, Secretor e Lewis. A coleta de sangue ¢é realizada com a introdugdo de uma agulha estéril na veia e de acordo com a
sua sensibilidade, vocé poderé sentir uma leve ardéncia no local. O risco da coleta de sangue poderd incluir vermelhid&o e raramente
deixa o local de introdugdo da agulha inchado e com manchas roxas. O seu sangue serd utilizado apenas para anélises cientificas e serd
estocado em um banco de amostras do Laboratério de Imunogenética, podendo ser utilizado para novas pesquisas, dentro de no
méximo cinco anos. Quaisquer analises adidionais a serem realizadas em sua amostra de sangue deverdo obrigatoriamente estar
vinculadas ao presente projeto. Vocé deve saber que ndo havera riscos de qualq tipo de cc inacdo durante a coleta de seu
sangue, pois o material utilizado seré individual e n&o cc inado. Esse material é totalmente estéril (seringa, agulha, algodio com
4lcool) e tinico para cada pessoa. Ap6s a coleta de seu sangue, as agulhas, seringas e algod3o utilizados serdio colocados em saco de
lixo e descartados em local seguro. Esses procedimentos serdo realizados por profissionais com experiéncia.

Se for seu desejo, vocé serd informada (o) de todos os resultados dos exames que serdo realizados em seu sangue e eles serdo
mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for encerrada antes do periodo previsto, vocé também serd informada.

1.

2.

Caso ocorra danos de quaisquer natureza durante a coleta de sua amostra de sangue, voce receberd toda assisténcia mi
gratuitamente.

Se vocé tiver qualquer duvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesSes relacionadas a coleta de sangue, entre em contato
com o Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos pelo telefone ou pelo enderego abaixo indicados. Caso vocé tenha qualquer duvida sobre seus
direitos como sujeito de pesquisa, vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de

S3o José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813.
Vocé recebera uma copia deste formuldrio de consentimento livre e esclarecido assinado e datado.

édica

Declaragdo do sujeito da pesquisa

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Marcadores i genéticos rel dos & doenga de Chagas”. Autorizo a estocagem
da amostra de meu sangue no banco de amostras do Laboratério de ética do Depart de Biologia Moleculara da Faculdade
de Medicina de S3o José do Rio Preto (FAMERP) e sua utilizagiio para novas pesquisas, desde que seja mantido o sigilo absoluto das
informagBes por mim prestadas. Li e compreendi essa declaragéo de consentimento livre e esclarecido e os riscos descritos. Entendo que
posso retirar meu consentimento ou retirar-me dessa pesquisa a qualquer momento, sem perder nenhum beneficio aos quais tenho

direito.
[[{_) Desejo saber os resultados de meus [ () N3o desejo saber os Itados de meus exam ]
... de de
pela do livre e Assinatura do sujeito da pesquisaou seu representante legal
Prof. Dr, )
- Or. Lulz
Re Carlog
=0T de PEsAyiSAHRIRIAANAY
Laboratério de Ir genética - Departamento de Biologia Molecular - F: de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - S&o José do Rio Preto - 15090-000
Fones: (17) 3201-5854 (Laboratdrio)
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5.2 Ficha de Dados Epidemiologicos

kgt “Marcadores imunogenéticos relacionados a doenga de Chagas”

DE :ll!
@_’ FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
uaﬁ

FICHA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

F\lo. Prontudrio: Data da coleta: l Cédigo do projeto: j

Dados da paciente:

Nome: I DN:
Local de nascimento: Idade:
Enderego atual: Ne:
Cidade: Estado: Telefone:

Vocé contraiu algumas dessas doengas infecto-parasitérias?

> ] sim | Ndo e sim | Ndo sim | Nao

Citomegalovirus Mononucleose Leishmaniose

Rubéola Malaria Toxoplasmose
Catapora Herpes Chagas

lo HEG i AR

Vocé ja recebeu transfuséo de sangue? Tempo?
Vocé jé teve ou tem animal doméstico em casa? Qual?
Vocé tem o hébito de andar descalga no solo?

Vocé tem o habito de tomar leite cru? Qual?
Vocé come carne crua ou mal cozida de qualquer animal? Qual?
Vocé lava os legumes e verduras?

Vocé teve gravidez anterior? Quantas?
Vocé teve filho prematuro? Quando?
Vocé teve algum aborto? Quantos?
Vocé sabe seu tipo sangiiineo e seu fator Rh? Qual?

Vocé mora em zona: urbana ( ) rural () morou zona rural (

Qual o tipo de moradia? alvenaria ( ) madeira( ) Barro ou pau-a-pique ( )
prépria( ) alugada ( ) cedida( ) outro( )"

Tem rede de esgoto? Sim ( ) ndo ( ) Sendoqualotipo? fossa( ) outro ( )¢

Vocé bebe dgua: filtrada( )  fervida( ) torneira ( )

Qual o destino do lixo? coleta publica { ) outro ( )W"”

Onde vocé moratem: ratos( ) baratas ( ) moscas( )

Qual seu nivel escolaridade?

Qual a renda familiar em saldrios minimos? 1( ) 2( )3 ( ) 4( ) acimade4d( )

icar

Etnia: Pac.: Pai: Mie:

0BS:

Laboratério de Imunogenética - Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP
Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - S&o José do Rio Preto - 15090-000
Fones: (17) 3201-5854 (Laboratério)
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6.1 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

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

Parecer n.° 009/2011

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 6685/2010 sob a responsabilidade de Luiz
Carlos de Mattos, com o titulo "Marcadores imunogenéticos relacionados a
doenca de Chagas" estd de acordo com a Resolucdo do CNS 196/96 e foi
aprovado por esse CEP.

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

Al
Sdo José do Rio Preto, 10 da)janeiro de 2011,

VK
!

Prof. Dr. FeLnando Batigdlia

Coordenador{
|

o CEP/FAMERP

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - €30 Jos¢ do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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