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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo € sendo uma gota de dgua no oceano.

Mas o oceano seria menor se lhe faltasse uma gota”. (Madre Teresa de Calcuta)



RESUMO

A Doenga de Chagas (DC), doenga tropical negligenciada com desfechos clinicos diversos, ¢
causada pelo Trypanosoma cruzi. Estima-se que 7 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo
protozodrio em todo o mundo, principalmente na América latina, refor¢gando a DC como um
desafio para a saude publica global. A fase aguda, caracterizada por alta parasitemia, dura entre 4-
8 semanas, sendo seguida por uma fase cronica, onde individuos infectados podem néo apresentar
nenhum comprometimento clinico (forma assintomatica ou indeterminada) ou, apds um periodo
de 10-30 anos, podem desenvolver complicagdes cardiacas e/ou digestivas. Apesar de mais de um
século de multiplos esfor¢os e pesquisas, a DC ainda ndo tem todos os seus processos
fisiopatologicos completamente elucidados. O sistema complemento € pega fundamental na defesa
do organismo humano contra infec¢des. As ficolinas, receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), sdo essenciais para a ativagdo deste sistema através da via das lectinas (VL). As ficolinas
-2 e -3 ja foram relacionadas a DC, assim como outros componentes da VL, como a lectina ligante
de manose (MBL), colectina-11, as MBL-associadas a serino proteases (MASP-1, 2 e 3),
entretanto o papel da ficolina-1 (codificada pelo gene FCN/) ainda ndo havia sido investigado na
DC. A endotelina-1 (EDN-1), potente peptideo vasoconstritor endogeno, ja foi associada com
processos infecciosos, incluindo a DC cronica, em que niveis sorolégicos elevados de EDN-1
sinalizam um papel importante no processo infeccioso da DC. Polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs) localizados no gene da endotelina 1 (EDNI), foram associados a disturbios
cardiometabolicos e hipertensdo, importantes comorbidades em pacientes infectados com 7. cruzi
que podem influenciar na gravidade da DC ou sua progressdo clinica. SNPs da FCNI,
especialmente da regido promotora, também té€m sido associados a doengas infecciosas.
Entretanto, ndo ha na literatura estudos sobre a associa¢do entre os SNPs dos genes LDN/1 e FCN1
e a DC cronica. O objetivo deste trabalho foi avaliar possivel associagdo de trés SNPs da regido
promotora do gene FCN/ (rs2989727, rs17039495 e rs10858293) e quatro SNPs do gene DN/,
0 1rs10478718, rs10478720 e rs1800543, no intron 2, e 0 15369, no exon 3, com a DC cronica e
suas formas clinicas. Os SNPs do gene F'CN/ foram determinados por meio da técnica PCR-SSP
(amplificagdo sequéncia especifica); e os quatro SNPs do gene DN/ foram sequenciados pelo
método Sanger. Na analise do gene de FCN/, foram incluidos 200 pacientes, sendo 47 (23,5%)
assintomaticos, 104 (52%) com forma clinica cardiaca, 20 (10%) digestiva e 29 (14,5%)
cardiodigestiva. Para o gene EDN/, foram incluidos 160 pacientes, sendo 67 (41.9%)
assintomaticos, 32 (20%) na forma clinica cardiaca estadiamento A, 11 (6,9%) forma cardiaca B,
10 (6,3%) com a forma cardiaca D, 16 (10%) na forma digestiva e 24 (15%) com a forma
cardiodigestiva. Os resultados demonstraram um aumento significativo da frequéncia do alelo G
r$2989727 e do gendtipo GG do gene FCNI em pacientes (p=0,004 e p=0,010, respectivamente),
sintomaticos (p=0,008 e p=0,012, respectivamente) e cardiacos (p=0,013 e p=0,013,
respectivamente) quando comparados ao grupo controle. Quanto aos polimorfismos da DN/, foi
observada uma associagdo significativa dos SNPs rs10478718 e rs5369 com as formas
sintomaticas cardiacas da DC cronica. Nao foram observados resultados significativos para os
demais SNPs de EDN/ e FCNI estudados. Nossos achados demostram que os polimorfismos de
FCNI 132989727 (c.-1981G>A) e os SNPs 1510478718 e rs5369 do gene DN/ estdo associados
com a DC, possivelmente influenciando a expressdo das proteinas FCN-1 e EDN-1.

Palavras-chave: Doenga de Chagas, 7. cruzi, polimorfismo génico, ficolina-1, endotelina-1.



ABSTRACT

Chagas disease (CD), a neglected tropical disease with diverse clinical outcomes, is caused by
Trypanosoma cruzi. An estimated 7 million people are infected with the protozoan worldwide,
mainly in Latin America, reinforcing CD as a global public health challenge. The acute phase,
characterized by high parasitemia, lasts between 4-8 weeks, followed by a chronic phase where
infected individuals have no clinical impairment (asymptomatic or indeterminate form) or, after a
period of 10-30 years, may develop cardiac and/or digestive involvement. Despite more than a
century of multiple efforts and extensive research, CD does not yet have all its pathophysiological
processes fully elucidated. The complement system is a fundamental part of the human organism's
defense against infections. The ficolins, pattern recognition receptors, are essential for the
activation of this system through the lectin pathway (LP). Ficolins 2 and 3 have already been
related to CD, as well as other components of LP, such as mannose-binding lectin (MBL), colectin-
11, MBL-associated serine proteases (MASP-1, 2 and 3), however the role of ficolin-1 (encoded
by the FCNI gene) has not yet been investigated in CD. Endothelin-1 (EDN-1), a potent
vasoconstrictor, has already been associated with infectious processes, including chronic CD, in
which elevated serological levels of EDN-1 may play an important role in the infectious process
of CD. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) located in the endothelin 1 gene (EDN/) have
been associated with cardiometabolic disorders and hypertension, both considered important
comorbidities in patients infected with 7. cruzi since they can influence the severity of CD or even
its clinical progression. FCN/I SNPs, especially in the promoter region, have also been associated
with infectious diseases. However, there are no studies in the literature on the association between
the SNPs of EDN/I and FFCN1 genes and chronic CD. The objective of this research was to evaluate
three SNPs of the promoter region of CN/ gene (rs2989727, rs17039495 and rs10858293), using
the PCR-SSP technique (specific sequence amplification), and four SNPs of EDN/ gene
(rs10478718, rs10478720, rs1800543 and rs5369), sequenced by Sanger method, and its possible
association with chronic CD and its clinical forms. In the analysis of the FCN/ gene, 200 patients
were included, 47 (23.5%) asymptomatic, 104 (52%) with cardiac clinical form, 20 (10%)
digestive and 29 (14.5%) cardiodigestive. For the EDN/ gene, 160 patients were included, 67
(41.9%) asymptomatic, 32 (20%) in clinical form cardiac staging A, 11 (6.9%) cardiac form B, 10
(6.3%) with cardiac form D, 16 (10%) in digestive form and 24 (15%) with cardiodigestive form.
We observed higher frequency of the G allele and GG genotype of the FCN/ SNP rs2989727 in
patients (p=0.004, p=0.010), symptomatic forms (p=0.008, p=0.012) and cardiac (p=0.013,
p=0.013) when compared to control. As for EDN/ polymorphisms, we observed a significant
association of SNPs rs10478718 and rs5369 with the symptomatic cardiac forms of chronic CD.
No significant results were observed in the evaluation of the other SNPs of both genes studied.
Our findings show that FCN/ rs2989727 (c.-1981G>A) polymorphism and SNPs rs10478718 and
185369 of the EDNI1 gene are associated with CD, possibly influencing the expression of FCN-1
and EDN-1.

Keywords: Chagas disease, 7. cruzi, polymorphisms, ficolin-1, endothelin-1.
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1 INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi € o agente causador da doenca de Chagas (DC), doenga tropical
negligenciada também conhecida como tripanossomiase americana, identificada em 1909 pelo
pesquisador brasileiro Carlos Chagas na cidade de Lassance, Minas Gerais, Brasil (KROPF; SA,
2009). Estima-se que a DC afete cerca de 6-7 milhdes de pessoas no mundo com significativo
impacto social e a saude publica, gerando custos globais estimados em US$ 627,46 milhdes/ano
(LEE et al., 2013; LIDANI et al., 2019; WHO, 2021). Aproximadamente 12000 mortes/ano sdo
atribuidas a complicagdes da DC e cerca de 70 milhdes de individuos encontram-se em situagio
de risco de contrair a doenca nas Américas (PAHO/OPAS, 2022). Nas ultimas décadas, muito
casos de DC foram reportados em regides classicamente ndo endémicas para a doenga, tais como
Europa, América do Norte e Australia, onde a transmissdo ocorre principalmente por transfusio
sanguinea ou transplante de 6rgdos (TARLETON, 2016; ANGHEBEN et al., 2015). Apesar da
melhoria das moradias e da triagem universal em bancos de sangue que propiciaram controle da
transmissdo vetorial nas Américas, ainda s8o estimados cerca de 30 mil novos casos relatados por
ano (OPAS, 2021). No cone sul, em areas endémicas, a DC € considerada uma relevante causa de
doencas cardiacas e mortes relacionadas a problemas cardiovasculares (LIDANI et al., 2019).

Classicamente, a DC se apresenta em duas fases, a fase aguda, logo apos o contagio,
compreendendo um periodo de 4-8 semanas, seguida por uma fase cronica classificada nas formas
indeterminada, cardiaca, digestiva ou, a forma mista, cardiodigestiva (LIDANI et al., 2019; WHO,
2021). A fase aguda ¢ geralmente assintomatica ou oligossintomatica, entretanto, individuos
cronicamente infectados podem ter sua qualidade de vida substancialmente impactada pela doenga
(SOUSA et al., 2015), com perda de produtividade, risco de progressao para insuficiéncia cardiaca
e morte subita (NUNES et al., 2018) devido as formas sintoméaticas da DC e/ou comorbidades
associadas (TEIXEIRA et al., 2011; LEE et al., 2013).

A variabilidade genética do hospedeiro € crucial para a manifestacdo, estabelecimento e
progressdo clinica da DC (CAMPBELL; WESTENBERGER; STURM, 2004). Fatores genéticos
do hospedeiro podem impactar a susceptibilidade de diferentes enfermidades, assim como o

desenvolvimento de manifesta¢des clinicas e gravidade das mesmas (OLLIER, 2004). Diferentes
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marcadores ja foram associados a susceptibilidade genética a DC (LUZ et al., 2013; LIDANI et
al, 2019; BALLINAS-VERDUGO et al., 2021).

Diversos trabalhos apontam que o sistema complemento exerce papel fundamental no
estabelecimento da DC (CESTARI et al., 2013). No ambito das ficolinas, ligadas a ativagdo do
complemento pela via das lectinas, a investigacdo de polimorfismos de ficolina-2 em pacientes
com DC demonstrou maior frequéncia da variante 258S em pacientes com sintomas
cardiodigestivos (LUZ et al., 2014) e niveis séricos reduzidos de ficolina-3 foram associados a
maior risco de insuficiéncia cardiaca em pacientes com DC cronica (LIDANI et al., 2021).

Polimorfismos de nucleotideos tnicos (SNP) foram identificados como biomarcadores
chave de diversas doengas. SNPs de IFCNI, especialmente da regido promotora, ja foram
associados a doengas infecciosas e autoimunes, com efeitos protetores ou implicados no processo
de inflamagdo cronica, quando a alta expressdo do gene pode levar a ativacdo excessiva do
complemento (CRUYSSEN et al., 2007, HAERYNCK et al. , 2012; PIECZARKA et al., 2020).

Outra molécula possivelmente envolvida na patogénese da DC ¢ a endotelina-1 (EDN-1),
codificada pelo gene EDN/. A EDN-1 é um marcador pro-inflamatério e vasoconstritor em
doengas cardiovasculares, com papel essencial na disfun¢@o endotelial; sendo um agente critico no
processo de agregagdo plaquetaria, inflamagao e vasoconstrigdo (FREEMAN et al., 2014; LIANG
et al, 2018; KUCZMARSKI et al., 2021). Pacientes em ambas as fases aguda e crénica da DC
apresentam niveis plasmaticos de EDN-1 elevados, bem como alta concentragdo da proteina foi
observada no tecido cardiaco em modelos murinos de DC (PETKOVA et al., 2000, PETKOVA
et al., 2001; TUCCI et al., 2020). A variagcdo na expressdo genética da EDN-1 tem se mostrado
envolvida na disfungdo microvascular coronariana (FORD et al., 2020). Em pacientes com DC
crénica, observou-se que a disfunc¢do endotelial microvascular sistémica esta associada a reducdo
da fracdo de ejecdo ventricular esquerda (KASAL et al., 2021). Além disso, pacientes com
cardiomiopatia chagéasica com disfung¢@o cardiaca grave apresentam aumento dos niveis de EDN-
1 (PENGUE et al.,, 2019). A EDN-1 ¢ secretada por cardiomidcitos, fibroblastos, macrofagos,
astrocitos e células dendriticas (KEDZIERSKI; YANAGISAWA, 2001; SPIRIG et al., 2009;
HOFFMANN et al, 2019). Trabalhos in vifro demonstraram que a EDN-1 aumentou a expressao
de moléculas pro-inflamatorias (BERILLO et al, 2021) e a deposi¢do de colageno induzindo

fibrose no miocardio em ratos com cardiomiopatia chagésica cronica (HOFFMANN et al., 2019).
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A persisténcia do parasita na forma amastigota no tecido cardiaco e sua interagdo com os
mecanismos imunolégicos de defesa pode resultar em fibrose, comprometendo a capacidade
funcional cardiaca. Nesse sentido, a deposi¢do do tecido fibroso caracteriza-se por uma resposta
inflamatoria do hospedeiro ao parasita em pacientes chagasicos (TANOWITZ et al., 2015).
Considerando-se o papel da EDN-1 na proliferagdo de células musculares lisas (WORT et al ;
2001; KIM et al.; 2015) e na promogdo de hipertrofia de cardiomiocitos pela estimulagdo de
receptores acoplados a proteina G, além da a¢do na expressdo génica e ativagdo da cascata quinase
1/2 (ERK1/2) (SUGDEN; CLERK, 1998; CULLINGFORD et al., 2008; GIRALDO et al.; 2012),
essa proteina tem sido considerada como um potencial alvo terapéutico no manejo da fibrose
cardiaca (LEASK, 2010; MANITSOPOULOQOS et al., 2018). Esses achados demonstram que a
EDN-1 participa das alteragdes de vasculatura aumentando o tonus vascular e a pressdo arterial em
individuos com cardiomiopatia de véarias etiologias que vao desde doencgas infecciosas, como a
DC, até disturbios endocrinologicos como hipertensdo, diabetes mellitus e sindrome de Cushing
(KTAN et al., 2021). Portanto, a EDN-1 representa um potencial biomarcador para monitorar o
risco cardiovascular e progndstico em pacientes com DC cronica,

A auséncia de biomarcadores de prognostico e de progressdo para a DC, impde limitagdes
ndo s6 no acompanhamento dos pacientes como nos testes de novos medicamentos/avaliagdo de
efetividade dos medicamentos existentes considerando as diferentes fases e formas clinicas da DC
(PINAZO et al., 2015).

Considerando que a variabilidade genética entre os individuos pode estar relacionada com
o desenvolvimento das diferentes apresenta¢des clinicas da DC, assim como ser um fator
prognostico ou preditivo da doenga, a hipotese do presente estudo € que polimorfismos nos genes
FCNI estdo associados com a DC e suas diferentes formas clinicas. Hipotetizamos também que
polimorfismos no gene DN/ estdo associados com as formas clinicas, e diferentes estadiamentos
da forma cardiaca da DC cronica, possivelmente conferindo susceptibilidade ou protecdo a doenga.
Portanto, a fim de verificar as hipdteses apresentadas, o objetivo deste trabalho foi investigar a
associagdo de trés SNPs de FCN/ (1s2989727, rs17039495 e rs10858293) e quatro SNPs de DN/
(rs10478718, rs10478720, rs1800543 e rs5369) com as diversas formas clinicas da DC cronica.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, ¢ uma das principais doengas
negligenciadas no mundo, afetando principalmente popula¢des negligenciadas em situagio de
vulnerabilidade econdmica e social em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Apos
113 anos de seu descobrimento, a DC continua representando uma ameagca a vida dos individuos
infectados, gerando custos globais em saude estimados em mais de 3 bilhdes de reais por ano.
Além disso, a doenga impacta diretamente na qualidade de vida dos individuos infectados,
contribuindo para a manutengdo e perpetuagdo da pobreza, visto que as inimeras complicagdes da
doenga cronica podem dificultar o desenvolvimento educacional e limitar as oportunidades
profissionais dos individuos infectados, reforcando o ciclo de estigma e exclusdo social
relacionado a DC.

Sabe-se que fatores genéticos do hospedeiro influenciam tanto a susceptibilidade como a
progressdo clinica da DC. Porém, apesar de mais de um século de investigagdo e esforgos de
diferentes grupos de pesquisa para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na progressdo da
DC, seu tratamento continua restrito a duas op¢des medicamentosas hd mais de 50 anos e nédo
existem biomarcadores especificos para o controle de sua progressdo clinica.

Desta forma, preencher as lacunas existentes no conhecimento imunopatologico da doenga
¢ de suma importancia, assim como a busca por novos biomarcadores de progressdo que possam
auxiliar em melhor acompanhamento dos pacientes com DC crénica.

A disponibilizagdio das informagles resultantes desta pesquisa no contexto
hospitalar/ambulatorial, poderd contribuir para uma melhor gestdo da infec¢do nos individuos
afetados com as diferentes formas clinicas da DC cronica, considerando os polimorfismos
genéticos estudados nos gene FCN/I e EDNI e suas possiveis associagcdes com a doenga,
possibilitando melhores prognosticos e controle de sintomas, gerando aprimoramento na qualidade

do atendimento e de vida do paciente.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar os polimorfismos nos genes FCN/ e EDNI na DC cronica e suas diferentes formas clinicas.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Investigar a associacdo entre polimorfismos da regido promotora do gene FCNI/
(rs2989727, 1517039495 e rs10858293) e a DC cronica,

2. Avaliar a associagdo entre os polimorfismos da regido promotora do gene FCNI/
(rs2989727, 1517039495 e rs10858293) e a as diferentes formas clinica da DC crénica;

3. Investigar a associag@o entre polimorfismos do gene EDN/ (rs10478718, rs10478720,
rs1800543) no intron 2, e o SNP rs5369, da regido codificante (exon 3), e a DC cronica;

4. Avaliar a associagdo entre polimorfismos de interesse no gene EDNI (rs10478718,
rs10478720, rs1800543 e rs5369) e as diferentes formas clinicas da DC cronica.

5. Avaliar a associa¢do entre polimorfismos de interesse no gene LDNI (rs10478718,
rs10478720, rs1800543 e rs5369) e os diferentes niveis de estadiamento cardiaco nos
pacientes com a forma cardiaca da DC cronica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCA DE CHAGAS

Dados paleoparasitoldgicos sugerem que a DC se originou nos primeiros acampamentos na
regido costeira do Deserto do Atacama no norte do Chile (STEVERDING, 2014). Porém, a
identificagcdo do 7. cruzi como agente etiologico e insetos triatomineos como vetores da transmissao
da doenga ocorreu somente no inicio do século XX (STEVERDING, 2014). Mais de 110 anos se
passaram desde a identificagdo da doenga de Chagas em Lassance, interior de Minas Gerais, pelo
médico e pesquisador Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas (Figura 1) e, apesar de inimeras agdes
efetivas no combate a transmissdo da doenga através do controle vetorial, conscientiza¢do sobre a
doenga e identificacdo de infectados em bancos de sangue, a enfermidade se mantém como um grave
problema de satde publica com expressiva morbimotalidade, especialmente na América Latina, onde
um total de 6.354.220 individuos foram diagnosticados com DC até 2019 (MS, 2021; OMS, 2021;
GOMES-OCHOA et al., 2022). A fisiopatologia da DC ainda ndo foi completamente elucidada,
consequéncias graves como a perda de produtividade relacionada a cardiomiopatia (LEE et al., 2013),
morte subita (NUNES et al, 2018) e diminuigdo da qualidade de vida dos portadores de DC (SOUSA
et al., 2015) estdo associadas a doenga. Apesar de geralmente apresentar quadros assintomaticos na
fase aguda, individuos cronicamente infectados podem ter suas vidas seriamente prejudicadas ou até
mesmo morrer como consequéncia de uma das formas clinicas da doenga e suas complicagdes
(TEIXEIRA et al 2011). Em maio de 2019, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) estabeleceu o
dia 14 de abril como o Dia Mundial da Doenga de Chagas, data no ano de 1909 em que o pesquisador

Carlos Chagas diagnosticou o primeiro caso humano da doenga em uma menina de dois anos chamada

Berenice (OMS, 2019).
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FIGURA 1. O cientista brasileiro que identificou o protozoario 7. cruzi como o agente causador da
DC, Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, em seu laboratorio no Instituto Federal de Soroterapia em

Manguinhos no Rio de Janeiro, Brasil. Fonte: Wikimedia commons.

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que a DC afeta de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, causando
incapacidade e sofrimento principalmente em populagdes vulneraveis (OMS, 2021). A doenca,
inicialmente quando restrita as Américas afetava especialmente zonas rurais (SCHMUNIS, 2007).
Porém devido as constantes migragdes populacionais, a DC se alastrou para regides urbanas e outros
continentes (Figura 2), com casos notificados ao redor do mundo, em paises considerados ndo
endémicos como Espanha, Australia, Nova Zelandia, Japdo e EUA (RASSI; RASSI; MARIN-NETO,
2010; LIDANI et al ., 2019). A DC ainda ¢ considerada uma doen¢a endémica e relevante preocupagdo
de saude publica em pelo menos 21 paises da América Latina, tais como Argentina, Belize, Bolivia,
Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana,

Honduras, Mexico, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai, and Venezuela (ROJAS
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et al., 2018; MIRANDA-ARBOLEDA et al, 2021; WHO, 2022). Na América Latina, um total de
6.354.220 individuos tiveram diagnostico de DC até 2019, representando uma taxa de prevaléncia de
933,76:100.000 habitantes (GOMES-OCHOA et al ., 2022). O internamento anual de pacientes devido
a doenca e suas complicagdes aumentou 6,8% nos anos 2002-2017 entre mulheres em idade
reprodutiva nos EUA, pais que apresenta mais de 325 mil individuos com DC (LIDANTI et al., 2019,
IKEDIONWU et al, 2020). Atualmente, a Espanha representa o pais europeu com o maior numero de
pacientes infectados (ACOSTA et al., 2020). Assim, a doenga passou a ser considerada um problema

de saude publica mundial (RASSI; RASSI; MARINS-NETO, 2010).
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FIGURA 2. Numero estimado de imigrantes com infecg¢do por 7. cruzi em paises ndo endémicos.
Fonte: LIDANI et al. (2019).

Estima-se que, devido a transmissdo materno-infantil, cerca de 8 mil bebés nascem com a DC
por ano nas Américas (OPAS, 2021). Desta forma, a deteccdo, busca ativa e tratamento de mulheres
em idade fértil se apresenta como uma ac¢do fundamental para o controle da DC, juntamente com a

triagem de recém-nascidos e irmé@os de maes infectadas em tratamento prévio com medicamentos

antiparasitarios (WHO, 2022).
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A DC ¢ endémica no Brasil e representa um importante problema de saide publica em mais
de 21 paises (ROJAS et al., 2018). Afeta entre 1,0-2,4% da populagdo brasileira (DIAS et al., 2016),
numero estimado de 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas infectadas no pais (HOTEZ; FUIIWARA, 2014,
MARTINS-MELOQ et al ., 2014). Analise dos casos de doenga de Chagas aguda notificados entre 2001
e 2018 (5.184 casos) mostra que a distribuigdo do espago-tempo da doencga nesse periodo foi
heterogénea no Brasil. Com taxa de incidéncia anual de 0,16/100.000 habitantes, identificando rapido
aumento das notificagdes antes de 2005, uma queda estavel entre 2005 e 2009, seguido por um
aumento das notificagdes apos 2009 (SANTOS et al., 2020). A maior frequéncia de infeccdo foi
observada em criangas, adolescentes e adultos da regido Norte, durante todo o periodo do estudo. Ja
entre 2001 e 2009 na regido nordeste, registrou-se maior frequéncia em mulheres e em pessoas de 20
a 64 anos. A transmissdo vetorial foi a principal forma de transmissdo até 2005, enquanto a
transmissdo oral registrou um aumento significativo no Norte nos demais periodos de tempo. O norte
do Para foi identificado como responsavel por 81% dos casos causados pela transmissdo oral na
regido Norte do pais, com maiores taxas de casos ocorridos apds a colheita de agai, apds a ingestdo
de produtos derivados da fruta, contaminados com excretas do inseto barbeiro (SAMPAIO et al.,
2020; SANTOS et al., 2020).

Assim, embora a ocorréncia da DC tenha caido em todo o Brasil, foram registradas 1746
mortes onde a DC foi relatada como causa basica no periodo margo a agosto de 2020, 146 novos casos
de doencga de Chagas aguda com uma letalidade de 2% foram relatados neste ano sendo 75,34%
decorrentes da transmissdo via oral com maior incidéncia na regido norte do pais (SVS-MS, 2021).
Em 2020 foi verificada redugdo de 47% no registro de casos suspeitos e 63% de casos confirmados
em relacdo ao ano anterior (2019) no Brasil, tal reducdo pode estar relacionada a possivel
subnotificacdo decorrente da situagido de pandemia de COVID-19 (SVS-MS, 2021). Na regido central-
norte do Parand, na cidade de Maringd, sul do Brasil, a transmissdo vetorial se mostrou prevalente,
representado ter sido a causa de 91% dos casos em estudo com 270 paciente com DC, 60% dos
pacientes tinha 65 anos ou mais, nesta populacdo 30% dos casos se enquadraram na forma
indeterminada da DC e 70% em uma de suas formas sintomaticas, a maioria dos paciente com até 54
anos passou por tratamento etioldgico, enquanto pacientes com 55 ou mais em sua maioria ndo foram
tratados (GASPARIM et al., 2018). Outro estudo, realizado pelo nosso grupo de pesquisa, avaliando

237 pacientes chagasicos atendidos na capital paranense, Curitiba, mostrou um perfil semelhante com
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64% dos pacientes com DC apresentando sintomas cardiacos e/ ou digestivos e uma idade média de
57.7 anos, os autores ressaltam a situacdo de vulnerabilidade social do grupo analisado e a alta
prevaléncia de comorbidades (LIDANI et al., 2020).

Registros de 1980 indicavam a prevaléncia da DC no Parané de 4% (BOZELLI et al., 2006).
Entretanto, estudos mais recentes mostram dados de prevalencia da infec¢do na regido de 0,003%,
indicando a efetividade dos esforgos para o controle endémico da transmissdo vetorial no estado
(DIAS et al., 2016). Estima-se que em 2020, existiam 819.351 e 1.927.885 pessoas com a forma
indeterminada da DC, entre 409.676 a 963.943 pessoas diagnosticadas com a forma cardiaca e entre
136.559 e 321.314 com a forma digestiva da doenga no Brasil (SVS-MS, 2021). Em 2019, foram
relatados por individuos com 18 anos ou mais, 47322 diagnosticos médicos de DC no Parana (Figura

3) (SVS-MS, 2022).
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FIGURA 3. Unidades federadas do Brasil e o numero de relatos de diagnésticos médicos de DC por
pessoas com 18 anos ou mais na pesquisa nacional de saude de 2019. Fonte: Boletim Epidemiologico
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da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, Brasil, SVS-MS (2022).

O GBD 2019 apontou que o numero de mortes por DC no Brasil diminuiu de 7.903 em
1990 para 6.523 em 2019, representando 1,6% de todas as mortes cardiovasculares no pais
(OLIVEIRA et al, 2022). O Brasil foi o pais com o maior numero de obitos por DC no periodo
analisado (GOMES-OCHOA et al., 2022).

2.1.2 O agente causador: Trypanosoma cruzi

O parasito 7. cruzi, agente causador da DC, é um protozoario hemoflagelado, pertencente
a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae (Figura 4A) que se caracteriza
morfologicamente pela presenca de um flagelo e uma regido particular na mitocondria, chamada
cinetoplasto, onde se encontra 0 DNA mitocondrial (kDNA) (KAUFER et al., 2017). O ciclo de
vida do 7. cruzi envolve diferentes formas morfoldgicas, abrigadas em hospedeiros vertebrados
e/ou invertebrados, durante o desenvolvimento do parasito (CONTRERAS et al., 2002; DE
SOUZA, 2009; SANDRI et al., 2020).

Quando os vetores invertebrados se alimentam do sangue de vertebrados infectados
ingerem a forma tripomastigota, forma com mais mobilidade do que a epimastigota. Essas
tripomastigotas passam das glandulas salivares para o intestino dos insetos, onde ocorre a
metaciclogénese, diferenciacdo em epimastigotas que se multiplicam através de reproducdo
assexuada (fissdo binaria). A forma epimastigota ¢ alongada, tem cerca de 20-40 mm de
comprimento e 2-5 mm de largura), nela o cinetoplasto estd anterior ao nucleo, na regido central
do parasito (Figura 4B e C). O flagelo emerge da por¢do central com uma membrana ondulante
curta. Apos a replicacdo, as epimastigotas migram para a por¢do terminal do intestino, onde se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (SANDRI et al., 2020).

Na forma tripomastigota (Figura 4D e E), o cinetoplasto se localiza posteriormente em
relagdo ao nucleo, na por¢do terminal do corpo do parasito. O flagelo emerge da regido posterior e
percorre o corpo do parasito. O flagelo encontra-se aderido a superficie do parasito formando uma

membrana ondulante até a por¢do anterior onde o flagelo se torna livre. A membrana ondulante
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melhora a mobilidade do protozoario. A forma tripomastigota ¢ infectante e pode ser encontrada
no trato digestivo de insetos € no sangue humano. A forma tripomastigota metaciclica com
extensdo corporal de cerca de 25mm de comprimento e 2 mm de largura, encontrada no intestino
dos vetores, ¢ responsavel pela infec¢do em humanos. As tripomastigotas metaciclicas rompem a
pele e através da corrente sanguinea infectam diferentes tecidos, principalmente, musculos, tecidos
hepatico e nervoso (SANDRI et al., 2020).

A amastigota € a forma proliferativa intracelular em hospedeiros vertebrados, esférica, sem
flagelo proeminente, ndo tem mobilidade, com cerca de 2-7mm e cinetoplasto proximo ao nucleo
(Figura 4F e G). A divisdo das amastigotas comega cerca de 24h apos a infecgcdo pela forma
tripomastigota. A divisdo binaria se inicia com um aumento gradual do corpo do parasito, surgindo
dois corpos basais, iniciando a divisdo do cinetoplasto com modificag¢des e, posterior condensagio,
da cromatina nuclear. Um novo flagelo se forma. O nucleo adquire um aspecto alongado, ocorre a
constri¢do no centro, surgindo uma célula com dois ntcleos e dois cinetoplastos. Seguida por uma
constri¢do no citoplasma que leva a separagdo da nova forma do parasito. Este processo ocorre a
cada 14h, podendo variar de acordo com a cepa, célula hospedeira, e temperatura. Apos cerca de
9 divisdes, as amastigotas sofrem diferenciagdo em tripomastigotas, processo sincronico,
conhecido como metaciclogénese, que se inicia com o crescimento do flagelo e mudangas
estruturais no cinetoplasto. No final deste ciclo intracelular, um grande numero de tripomastigotas
¢ formado, devido a intensa mobilidade as tripomastigotas rompem a célula hospedeira e ocorre
sua liberagdo para o meio extracelular (DE SOUZA, 2009; TONELLI et al., 2010; MARTINS et
al., 2012; GONCALVES et al,, 2018, SANDRI et al., 2020).

O T. cruzi apresenta células eucaridticas com algumas especializagdes nos diferentes
estagios morfologicos relacionados a fungdes vitais e ao sucesso na infec¢do de seus hospedeiros.
A superficie celular apresenta glicoconjugados e componentes estruturais da membrana plasmatica
associados, esse padrdo molecular é essencial para a interacdo entre parasita e hospedeiro, assim
como, interfere na resposta imunologica do hospedeiro e abaixo da membrana plasmatica existe
uma distribui¢do helicoidal de microtabulos, fundamental para a forma e locomog¢do do
protozoario (DE SOUZA, 2009; de SOUZA et al., 2010a; DAS NEVES et al., 2020). (de Souza,
2009).
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FIGURA 4. Classificagdo taxondmica e ultraestrutura dos diferentes estagios do 7. cruzi. (A)
Classificacdo taxondmica 7. cruzi. (B) Coloragdo Giemsa - 7’ cruzi epimastigotas. (C) Ilustra¢do
esquematica da forma epimastigota e suas organelas. (D) 7. cruzi forma tripomastigota em um
esfregaco de sangue fino corado com Giemsa. (E) Ilustragdo esquematica da forma tripomastigota
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e suas organelas. (F) Ninho de amastigotas em corte de tecido cardiaco corado com hematoxilina
e eosina. (G) Ilustragdo esquematica da forma amastigota e suas organelas.
Fonte: Adaptado de Sandri et al. (2021).

O flagelo emerge da bolsa flagelar tendo comprimento variavel durante as diferentes fases
do ciclo de vida do parasito, confere habilidade de locomog¢do e auxilia na adesdo inicial do
parasito nas células hospedeiras. No citoplasma do 7. cruzi, algumas estruturas sdo importantes
para a manutencdo do metabolismo do protozodrio. Nas formas amastigotas e epimastigotas,
préximo ao flagelo, encontra-se o citdstoma, uma por¢do especializada da membrana plasmatica
que internaliza e metaboliza macromoléculas para a sobrevivéncia do parasito e apresenta o
reservossomo, uma organela pré-lisossomal, vital durante a metaciclogénese, que armazena
macromoléculas oriundas do citostoma (DE SOUZA, 2009).

Apresenta também glicossomos, organelas relacionadas o metabolismo de perdxidos,
oxidagdo de acido graxos, sintese de fosfolipideos, fixacdo de didxido de carbono, biossintese de
pirimidinas, reciclagem de purinas, alongamento de 4cidos graxos e biossintese de esterdis (DE
SOUZA, 2009). Muitas dessas etapas de metabolismo vém sendo estudadas como potenciais alvos
para novos tratamentos (SANDRI et al., 2020).

O acidocalcisoma ¢ uma organela acida semelhante a um vacuolo com alta concentragdo
de fosforo na forma de pirofosfato ou polifosfato, também, ions, como sodio, potassio e zinco.
Tem como fungdo regulacdo do pH citoplasmatico, osmorregulagdo, estocagem de ions e
compostos fosfatados (DOCAMPO et al., 2005, DOCAMPO et al., 2011). Estudos citoquimicos
mostram a presenca de H" ATPase, Ca?” ATPase e pirofosfato na membrana do acidocalcisoma. A
quantidade dessas organelas varia conforme a forma do parasito, sendo relativamente maior nas
amastigotas (BENCHIMOL et al., 1998).

Outra estrutura impar, ¢ o cinetoplasto, composto por um DNA circular extranuclear
organizada em uma rede de minicirculos e maxicirculos associados, conhecida como DNA do
cinetoplasto (kDNA) (DE SOUZA, 2003; CAVALCANTI et al.,, 2009). A localizagdo no
citoplasma e a morfologia estrutural do cinetoplasto definem o estagio morfologico do protozoario
(RIOU; YOT, 1977). Nas formas epimastigota e amastigota, o cinetoplasto se apresenta
compactado na regido posterior ao nucleo e anterior ao flagelo, ja na forma tripomastigota o
cinetoplasto tem uma forma arredondada e menos compactada, localizado na por¢éo anterior tanto

do flagelo como do nucleo (RIOU; YOT, 1977). O ciclo do kDNA ¢ similar ao sistema de
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replicagdo bacteriana, o que implica no uso de antibidticos como alternativa terapéutica contra a
infeccdo causada pelo parasito (SANDRI et al, 2020). A presenga de estruturas multivesiculares
derivadas da membrana plasmatica, conhecidas como exossomos, no 7. cruzi foi reportada em
diversos estudos. Essas organelas, presentes em diversas células eucarioticas, contém proteinas,
enzimas, acido nucleico, RNA entre outras moléculas. No 7. cruzi podem estar relacionadas a
transmissdo de sinais do parasito, facilitagdo da infecgdo das cclulas hospedeiras ¢ indugdo da

resposta inflamatdria no hospedeiro infectado (COLOMBO et al., 2014; LOVO-MARTINS ¢t al.,
2018; DE SOUZA; BARRIAS, 2020).

22 CICLO/TRANSMISSAQ

O agente causador da DC, o 7' cruzi, tem seu ciclo de transmissio (Figura 5) iniciado com
a deposicdo de fezes do vetor triatominco, durante o repasto sanguineo. Nas excretas do inscto

encontra-s¢ o parasito na forma tripomastigota que acessa o organismo através do contato com a

pele lesionada ou mucosas.
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FIGURA 5. O ciclo da doenga de Chagas. Adaptado pelo autor de SANDRI et al. (2021).
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Os insetos hematofagos triatomineos, como o Triatoma infestans, sdo os principais vetores
da doencga. O Triatoma brasiliensis (Figura 6), conhecido como barbeiro, € o principal vetor da
DC no nordeste Brasileiro (DALE et al., 2019; LILIOSO et al., 2020). Apesar de muitos paises,
através de iniciativas governamentais, terem alcancado o controle da transmissdo vetorial, os
parasitos 7. cruzi ainda sdo transmitidos principalmente pelo contato com fezes/urina de insetos de
triatomineos infectados em areas endémicas (SCHOFIELD et al., 2009). Esses vetores carregam
os protozodrios e normalmente vivem na parede ou rachaduras do telhado de casas e construcdes
peridomiciliares, como galinheiros, gaiolas e armazéns, em ambientes rurais ou suburbanos (DE

LANA; MACHADO, 2017; OMS, 2020).

FIGURA 6. Triatoma brasiliensis, principal vetor da DC no nordeste do Brasil. Fonte: Wikimedia

commons.

Durante o processo de repasto sanguineo, o inseto deposita excretas contendo os parasitos
no local da picada. Quando o individuo instintivamente coga a pele, promove a entrada do 7. cruzi,
presente nas excretas do inseto vetor, através da pele e/ou mucosa lesionadas. Cerca de 140
espécies de Triatomineos, amplamente distribuidos nas Américas, sdo capazes de transmitir o 7.
cruzi (WHO, 2020).

A transmissdo também pode ocorrer pelo consumo de alimentos ou bebidas contaminados;
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transplante de orgdos de doadores infectados; doagdo de sangue; acidentes laboratoriais; e
transmissdo vertical quando uma mae infectada transmite a doenga para seu recém-nascido durante
a gravidez ou parto (OLIVEIRA et al., 2010; LIU et al., 2015; LUQUETTTI et al., 2015). A via
sexual também deve ser considerada um risco possivel para humanos, devido ao potencial de
contaminagdo via mucosas e considerando que a transmissdo sexual ja foi demonstrada em
modelos animais (ARAUJO et al, 2017, RIOS et al, 2018). Assim, considerando a
transmissibilidade do parasito através de amostras bioldgicas, segue essencial a triagem em bancos
de sangue e tecidos para exclusdo de potenciais doadores infectados e conten¢do da transmissdo
do parasito.

A transmissdo oral, através da ingestdo de alimentos ou bebidas contaminadas por insetos
triatomineos infectados ou suas excretas contendo o protozoario, tem chamado a atengdo nas
ultimas décadas devido a surtos recorrentes envolvendo alimentos e bebidas contaminados pelo 7.
cruzi (SHIKANAI-YASUDA et al., 2012; MUNOZ-CALDERON et al, 2013; CIELO et al., 2017,
PACHECO et al, 2021).

2.3 AS FASES DA DOENCA DE CHAGAS

A doenga de Chagas se apresenta em duas fases, a fase aguda e a fase cronica. A
fase aguda € geralmente assintomatica, podendo apresentar sintomas inespecificos ou,
raramente, sintomas mais graves com potenciais sintomas cardiacos ou neuroldgicos.
Lesao especifica, conhecida como chagoma (Figura 7A), pode se desenvolver em torno do
local de repasto sanguineo devido a inflamacgdo local causada pela inoculagdo dos
protozoarios na pele do hospedeiro humano. Pode ocorrer também edema unilateral nas
palpebras, chamado sinal de Romana (Figura 7B), decorrente da entrada do parasito via

mucosa ocular em cerca de 10-20% dos casos (ROSSI; RAMOS; BESTETTI, 2003).
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FIGURA 7. A) Chagoma de inoculagdo. B) Sinal de Romana. Fonte: Adaptado pelo autor de
Rossi; Ramos; Bestetti (2003).

A maioria dos casos agudos se resolve em algumas semanas progredindo para a
forma cronica subclinica da doenga, a forma indeterminada (assintomatica). A doenga
pode sofrer reativacdo a partir da forma indeterminada em pacientes coinfectados com
HIV ou pacientes imunossuprimidos (CZECH et al., 2021). A progressdo para as formas
crOnicas sintomaticas pode ou ndo ocorrer mesmo décadas apds a infeccdo inicial, gerando
comprometimento cardiaco, gastrointestinal ou ambos. A invasdo do musculo liso pela
forma amastigota do parasito pode levar ao desenvolvimento de megasindromes, como a
cardiomegalia, megaeso6fago e megacdlon. Assim, as inimeras complicagdes decorrentes
da evolucdo da doenca podem gerar graves limitagdes na vida dos individuos infectados
ou mesmo serem fatais (SIMOES et al.; 2018). A figura 8 resume a histdria natural da DC

a partir da exposi¢do ao 7. cruzi até o desenvolvimento de suas formas clinicas.
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FIGURA 8. Historia natural da DC. Fonte: Simdes et al. (2018).

2.3.1 Fase aguda

A fase aguda, onde ocorre extensa replicagdo do parasito no sangue do hospedeiro, portanto
caracterizada por alta parasitemia, se inicia com 1-2 semanas do contato inicial com a forma
tripomastigota do 7. cruzi. A contaminagdo, geralmente, ocorre através do contato do individuo com
o 1. cruzi a partir da quebra da integridade da pele causada pela picada de um inseto triatomineo
infectado com o protozoario. Durante o processo de alimentag¢do do inseto ocorre o deposito de fezes
contendo a forma tripomastigota do parasito. A infecgdo pode resultar também de contaminagdo via
oral, transplante de 6rgdos, transfusdo sanguinea ou mesmo reativagdo em individuos cronicamente
infectados em decorréncia de episodios de imunossupressdo (LIDANI et al, 2019). Essa fase pode

durar cerca de 4-8 semanas sendo normalmente assintomatica, porém podem ocorrer sintomas
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inespecificos como dor de cabega, mal estar geral, diarréia e dores musculares (WHO, 2021). A
auséncia ou inespecificidade dos sintomas pode dificultar a identificagdo da infecgdo,
consequentemente o diagndstico e tratamento, visto que a fase inicial pode passar despercebida. Sinais
especificos, resultantes da inoculagdo do parasito, como o chagoma (lesdo cutdnea) ou o sinal de
Romana (inchago arroxeado unilateral na palpebra), ocorrem em menos de 50% dos infectados pelo
inseto triatomineo (OMS, 2021). Casos agudos graves sdo raros, acometendo menos de 1% dos
infectados (ACQUATELLA, 2007; BERN, 2015; DIAS et al,, 2016). Entretanto, quando casos
agudos graves ocorrem, acompanham elevado risco de mortalidade (ACQUATELLA et al., 2018). A
via de transmissdo oral tem sido vinculada a maior gravidade na fase aguda e mortalidade quando
comparada a transmissdo vetorial, hipotetiza-se que alteracdes nas glicoproteinas da superficie
parasitaria devido a exposi¢do ao acido gastrico na contaminagdo oral aumenta a capacidade invasiva

do T. cruzi (COVARRUBIAS et al., 2007, YOSHIDA et al., 2008).

2.3.2 Fase cronica

Ap6s o periodo de 4-8 semanas, ocorre o controle da replicagdo do parasito pelo sistema imune
do infectado com redugdo do nimero de parasitos presentes na circulagdo periférica e o fim das
possiveis manifesta¢des clinicas agudas. Esta fase € classificada principalmente em 4 formas clinicas
distintas: forma indeterminada, cardiaca, digestiva e cardiodigestiva. A forma indeterminada ¢
caracterizada pela auséncia de sintomas e de alteracdes em exames, como o eletrocardiograma (ECG),
radiografia do torax, esdfago e colon (RASSI et al., 2010; LIDANI et al., 2019). Estima-se que dos
pacientes cronicamente infectados, 60-70% ndo apresentardo acometimento clinico em Orgdos
resultante da infecgdo pelo 7. cruzi, caracterizando a forma clinica indeterminada da DC; porém, 30-
40% dos individuos portadores da doenga cronica apresentardo as formas cardiacas, digestivas ou

cardiodigestivas (RASSI et al., 2010).

2.3.2.1 Forma cardiaca

A cardiopatia chagasica ¢ a principal complicacdo clinica, responsavel pela alta
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morbimortalidade resultante da infecg@o pelo 7. cruzi, com relevante impacto econdmico e social (DE
BONA et al.; 2018; LIDANI et al., 2019).

O T cruzi apresenta diferentes estratégias de evasdo da resposta imunologica do hospedeiro,
permitindo sua persisténcia e o estabelecimento da infecgdo cronica que resulta no desenvolvimento
da cardiomiopatia chagasica. Os potentes estimulos imunoldgicos gerados pela persisténcia do
parasita podem resultar em danos teciduais e resposta inflamatéria exacerbada (DE BONA et al,,
2018). Os sintomas podem aparecer décadas apos a infecgdo, e a instalag@o da insuficiéncia cardiaca
cronica, habitualmente, ocorre 20 anos ou mais apds a infecg@o inicial (BERN, 2015). Em alguns
casos pode ocorrer o desenvolvimento de cardiomiopatia chagasica cronica (CCC). A CCC, causa
comum de miocardite em todo o mundo, é considerada a manifestagdo mais grave da DC e também a
mais fibrosante (BOGLIOLO et al., 1996; FELDMAN et al., 2000) e ¢ caracterizada, frequentemente,
por disfungdo sistédlica do ventriculo esquerdo, anormalidades na motilidade da parede, bradicardia,
taquiarritmia, cardiomegalias, aneurisma, insuficiéncia cardiaca e morte subita (RASSI; RASSI,
RASSI,, 2001; ROJAS et al. , 2018; SOUSA JUNIOR et al. , 2017). Pacientes com CCC necessitam
de tratamento extensivo e cauteloso que inclui medicamentos e procedimentos intervencionais, como
marcapassos, cardioversores implantaveis (CID), abla¢des e transplante de coracgdo, resultando em
uma elevada carga econdmica (MORA, 2016; STANAWAY et al., 2015).

Além disso, a CCC apresenta um prognostico reservado que leva a mais morbidade e
mortalidade nas Américas do que qualquer outra doenga parasitaria (PEREIRA; NAVARRO,
2013). As comorbidades que acompanham a CCC incluem tromboembolismo (MARIN-NETO et
al., 2007, TANOWITZ et al., 2015) e alta prevaléncia de hipertensdo arterial sistémica (HAS),
principal causa de morbidade e mortalidade por doengas cardiovasculares globais (Zhou et al.,
2018). A HAS foi destacada como a comorbidade mais comum na popula¢do chagasica de um
hospital comunitario no Sul do Brasil, afetando 64% dos pacientes de Chagas (LIDANI et al.,
2020). Além disso, a comorbidade mais prevalente em pacientes com DC em area endémica no
Nordeste do Brasil (MEDEIROS et al., 2022).

Estima-se que entre 20-40% dos individuos infectados podem desenvolver
cardiomiopatias, apresentando altera¢des eletrocardiograficas, arritmias, sincope, anomalias no
ecocardiograma, insuficiéncia cardiaca, disfun¢des ventriculares e fibrilagdo atrial (BERN, 2015;

PELLEGRINI et al., 2015). O acometimento cardiaco pode ocorrer com ou sem disfungdo
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ventricular global. Comumente, ocorrem manifestagdes arritmicas junto ao quadro congestivo,
entretanto  alguns  individuos apresentam arritmias e disturbios de condugdo
intraventricular/atrioventricular, porém a fungdo ventricular se mantém normal
(KASHIWABARA et al., 2013). A apresentacdo clinica biventricular ¢ a mais frequente. As
principais queixas apresentadas pelos pacientes com acometimento cardiaco sdo: fraqueza, dor
toracica (angina tipica) e dispnéia. A fibrilagdo atrial € comum em estagios mais avangados,
contribuindo para manifesta¢cdes tromboembdlicas sistémicas, ocorrendo também dilatagdo
ventricular e aneurismas. A progressdo da insuficiéncia cardiaca resulta em piores prognésticos

(KASHIWABARA et al., 2013; SIMOES et al., 2018).

2.3.2.2 Forma digestiva

A infecg@o cronica em sua forma digestiva, caracterizada principalmente pelo acometimento
do esofago e do intestino grosso, também pode afetar glandulas salivares, estdbmago, intestino delgado,
vesicula biliar e arvore biliar, além de ocasionar as mega sindromes, como megaesdfago e/ou
megacolon (MATSUDA et al., 1995; MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009). O envolvimento
esofagico pode ter manifestagdes desde disturbios de motilidade leve, disfagia, dor epigastrica,
regurgitacdo e, em casos graves, desnutri¢do até o megaesofago. O acometimento do intestino pode
envolver o segmento sigmdide, reto ou colon descendente, ou uma combinagdo destes, e produz
obstipacdo prolongada, distensdo abdominal, obstrugdo intestinal decorrente da presenga de volvo de
sigmoide ou fecalomas, isquemia intestinal ou megacolon (BERN et al., 2020). Durante a fase cronica
da DC, o megacdlon € identificado clinicamente por constipagdo lenta e progressiva (DE OLIVEIRA
et al. 1998). LesOes nos neurdnios da cadeia parassimpatica do plexo intramural (musculatura lisa)
que ocorrem devido a presenga do parasito sdo responsaveis pelo dano na forma digestiva,
consequentemente levando a alteragdes peristalticas, alteracdo do fluxo de alimentos no sistema
gastrointestinal e acalasia. Assim, a doenga promove alteragdes que geram obstaculos para um correto
esvaziamento digestivo, ocorrendo estase, atonia e dilatacdo dos segmentos que promovem a
formagdo do megaesdfago e/ou megacdlon. As lesdes cronicas do sistema nervoso entérico levam a

hipercontrac¢do de fibras musculares, resultando em hipomotilidade do sistema digestivo e dilatagdo
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dos 6rgdos (DE OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; PINAZO et al., 2010). Para o
diagndstico da forma digestiva, sdo considerados os exames radioldgicos esofagicos e enema de bario,
além de observagdo visual e medidas de colon e reto sigmoéide (MATSUDA et al., 2009; LIDANI et
al., 2020).

2.3.2.3 Forma cardiodigestiva

A forma cardiodigestiva se caracteriza pela associagdo do acometimento cardiaco e digestivo,
tem prognostico limitado e se mostra menos frequente que a forma cardiaca em diferentes regides do

Brasil (ANDRADE et al, 2015; LIDANI et al., 2020).

2.4 DIAGNOSTICO

A doenga de Chagas ¢ diagnosticada através de métodos que indicam a presenga do 7. cruzi
de forma direta ou indireta em amostras biologicas. A fase da doenca determina o método a ser
utilizado (Figura 9). Na fase aguda, caracterizada por alta parasitemia, a visualizagdo direta ¢
facilitada, ja4 métodos indiretos (soroldgicos) sdo mais indicados na fase cronica devido a baixa
parasitemia (BRASIL et al., 2010). Os principais métodos diagnoésticos para identificagdo do 7. cruzi
sdo: parasitologico, soroldgico e molecular. Os métodos parasitologicos visam visualizar a presenga
de tripomastigotas, comumente encontrados na circulagdo periférica 4-8 semanas apds o inicio da
infecg¢@o, em amostras de sangue fresco por exame microscopico (DIAS; COURA, 1997; BECERRIL
et al., 201; PEREZ-MOLINA et al., 2015). Os métodos imunolégicos ou soroldgicos, como o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), o ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio de
hemaglutinagdo indireta (HAI), baseiam-se na busca de anticorpos anti-T.cruzi, IgM e IgG,
dependendo da fase da infecgdo, no sangue do paciente (GUHL, 2007, BRASIL et al, 2010). Para a
confirmacdo do diagnostico da DC, recomenda-se a aplicagdo de pelo menos duas metodologias
sorologicas diferentes, e, em caso de resultados divergentes, um terceiro método para confirmagio do

diagnéstico (SGUASSERO et al,, 2015, WHO, 2020). A deteccdo do DNA do parasito utilizando
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ferramentas de diagndstico molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e Western Blot,
pode ser uma alternativa complementar sensivel e especifica para a DC, porém sua implementagdo
em regides endémicas em grande escala permanece limitada, devido a complexidade, falta de
padronizagdo e alto custo (PEREIRA; NAVARRO, 2013; PICADO et al., 2018). No dia 20 de junho
de 2022, foi concedido o registro ao primeiro kit brasileiro de diagnostico molecular para a DC,
denominado Kit NAT Chagas (Nucleic Acid Test for Chagas Disease), pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), esta concessao € um dos primeiros passos necessarios para que o exame
seja incorporado ao Sistema Unico (SUS). A metodologia ainda passara por avaliagio de custo e
beneficio pela Comissdo Nacional de Incorporagdo de Tecnologias (CONITEC) e, posteriormente,
aprovagdo no Ministério da Saude antes da sua efetiva aplicagdo no SUS, entretanto, alguns beneficios
como a redugdo de custos com importagdo de insumos, assim como, a possibilidade de aplicagdo para
o acompanhamento da parasitemia em pacientes cronicos, reativacdo da doenga e transmissdo vertical,

sdo ressaltados pelo grupo desenvolvedor do produto da Fiocruz (ANVISA, 2022).
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FIGURA 9. Curso da Infecgdo humana pelo 7. cruzi e metodologia apropriada para o diagnostico
da DC. NOTA: Formas de transmissdo 1) vetorial, 2) transfusdo de sangue/transplante de 6rgéos,
3) oral, ou 4) congénita. O primeiro contato do parasito com o hospedeiro humano ¢ seguido por
um periodo de incubacdo de S a 10 dias, iniciando a fase aguda da doenca, caracterizada pela
deteccdo de tripomastigotas circulantes por visualizagdo direta, e detec¢do de IgM contra antigenos
do 7. cruzi apos 10 dias do contato com o parasito. A queda da parasitemia abaixo dos niveis
detectaveis ocorre na fase cronica, apds cerca de 4 a 8 semanas da infec¢do inicial, neste momento
a detecgdo de IgG contra antigenos do 7. cruzi e testes moleculares norteiam o diagnostico. Fonte:
LIDANI et al (2017).
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2.5 TRATAMENTO

Os medicamentos benzonidazol (Figura 10A) (Rochagan ou Radanil, N-benzyl-2-
nitroimidazol-1-acetamida) e nifurtimox (Figura 10B) (Lampit, derivado 5-nitrofurano),
desenvolvidos na década de 70 pelas empresas Roche e Bayer, sdo os unicos medicamentos
considerados eficazes contra o 7. cruzi e, podem resultar na cura da DC se administrados no inicio
da fase aguda, inclusive nos casos de transmissdo congénita (COURA, 2009; PEREIRA;
NAVARRO, 2013; LIDANI et al., 2019).
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FIGURA 10. Estruturas quimicas dos medicamentos benzonidazol (a) e nifurtimox (b). Fonte:
Imagens obtidas pelo autor através do aplicativo Mol View (https://molview.org).

Ambos os medicamentos t&ém uma taxa de suspensdo de cerca de 20% devido a efeitos
colaterais mal tolerados (JACKSON et al., 2010; PINAZO et al., 2013). O benzonidazol ¢
metabolizado por enzimas do parasito para se tornar ativo; os metabolitos agem através de varios
mecanismos bloqueando as vias da glutationa e tripanotiona (KRATZ et al. 2018), a tripanotiona
¢ um dos principais mecanismos contra o estresse oxidativo em tripanossomatideos (MELOS;

ECHEVARRIA, 2012). Ja o Nifurtimox impede o metabolismo de carboidratos do 7. cruzi através
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da inibi¢do da sintese de acido piruvico (FORSYTH et al., 2016; BERN et al., 2020). Atualmente,
benznidazol ¢ a droga de primeira escolha contra a DC na maioria dos paises da América Latina
devido a maior toxicidade do nifurtimox. No Brasil, o nifurtimox teve seu uso proibido na década
de 80, somente o uso do benzonidazol ¢ aprovado pelos o6rgdos reguladores, sendo ofertado
gratuitamente pelo SUS aos pacientes chagasicos (COURA; CASTRO, 2002; SILVA et al; 2021).
E produzido e distribuido unicamente pelo Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE), beneficiando também Bolivia, Paraguai, Equador, Colémbia, Venezuela, Honduras,
El Salvador, Chile, México, Argentina e Estados Unidos (LAFEPE, 2016; ALPERN et al, 2017).

Embora a eficacia de ambos seja reduzida consideravelmente com o tempo de infec¢do, o
tratamento também pode ser instituido durante a reativag@o de 7. cruzi devido a imunossupressao,
e durante a fase cronica precoce, considerado precoce o periodo de 5-12 anos ap6s a contaminagao
inicial (DIAS et al ., 2016). Além disso, para adultos infectados, independentemente dos sintomas,
algumas diretrizes recomendam o tratamento antiparasitario para prevenir ou coibir a progressao
da doenga e prevenir a transmissdo congénita em gestantes pela diminui¢do da carga parasitaria
(DIAS et al,, 2016). Infelizmente, menos de 10% dos pacientes com DC nas Américas foram
diagnosticados e apenas cerca de 1% deles obtem acesso ao tratamento antiparasitario na fase
aguda (DNDi1, 2018). A alta taxa de reagdes adversas € a principal barreira ao uso do medicamento
em adultos, incluindo dermatites, mialgias e purpura trombocitopénica (Pinazo et al., 2010). Os
potenciais beneficios da medicagdo devem ser ponderados na durag@o do tratamento (até 2 meses),
contraindica¢des (como gestantes e pacientes imunocomprometidos) e possiveis reagdes adversas
que ocorrem em até 40% dos pacientes adultos tratados, ressalta-se que os pacientes tratados
devem ser monitorados rigorosamente durante todo periodo de uso do medicamento (BERN et al
2007; PINAZO et al., 2010; TORRICO et al., 2018).

Cinco décadas sem novas solugdes medicamentosas para o tratamento da DC evidenciam
a posi¢do DC como uma das principais doengas negligenciadas e a urgéncia de investimento em
pesquisas que possam resultar na otimizagdo do tratamento existente e auxiliar na busca de novas

op¢des para o tratamento dos pacientes chagasicos.
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2.6 ENDOTELINAS: ENDOTELINA 1

Em 1988, os pesquisadores Yanagisawa et al. (1988) isolaram um peptideo denominado
endotelina a partir de culturas de células endoteliais de porco. As endotelinas sdo uma familia de
peptideos formados por 21 aminoacidos com potente ag¢do vasoconstritora, composta pela
endotelina-1 (EDN-1), endotelina-2 (EDN-2) e endotelina-3 (EDN-3). As endotelinas possuem
inumeros efeitos biologicos nos diversos tecidos do organismo humano conforme sintetizado na

Tabela 1.

TABELA 01. Efeitos biologicos das endotelinas.

Efeitos hemodindmicos
Vasodilatagao e hipotensao inicial seguida de vasoconstrigdo potente
e efeito pressor sustentado

Efeitos cardiacos

Inotropismo e cronotropismo miocardico positivos
Vasoconstri¢do das artérias coronarias

Efeitos renais

Aumento da resisténcia vascular renal

Redugao do fluxo plasmatico renal, ritmo de filtragdo glomerular e do
coeficiente de ultrafiltragdo glomerular

Aumento da reabsor¢do de Na* através de efeitos hemodinamicos

Redugdo da reabsorgdo de Na+ via inibi¢do da Na* K*-ATPase

Efeitos neuroendocrinos

Aumento dos niveis plasmaticos de catecolaminas, renina,
aldosterona e fator natriurético atrial
Modulagdo da transmissao sinaptica

Efeitos nas células musculares lisas

Contragdo das células musculares lisas vasculares; veias
possivelmente mais sensiveis que artérias

Contragdo da musculatura lisa ndo-vascular

Fonte: Adaptado pelo autor de Batlouni, 2001.
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A isoforma mais abundante das endotelinas ¢ a EDN-1 (Figura 11), codificada pelo gene
EDNI localizado no cromossomo 6 (Figura 12). A EDN-1 apresenta efeito vasoconstritor 100
vezes mais potente do que a norepinefrina e 10 vezes mais potente do que a angiotensina-II
(LEVIN, 1995), sendo implicada na fisiopatologia de diversas doengas cardiovasculares devido ao
seu papel em processos de remodelacdo da matriz extracelular, cicatrizagdo de feridas e
angiogénese. A principal fonte de EDN1 € o proprio endotélio, onde atua modulando o tdnus
vascular, a proliferacdo celular e a produg¢do hormonal, porém sua produgio pode ocorrer também
em células musculares lisas vasculares, cardiomiocitos, fibroblastos, macrdéfagos e leucdceitos

(LEVIN, 1995; KIRKBY et al., 2008; VALDEZ, 2013; BALTOGIANNIS et al., 2015).

FIGURA 11. Estrutura molecular da endotelina-1. Fonte: Wikimedia commons.

EDN1-201 - ENSTO0000379375 >
protein coding

FIGURA 12. Gene codificador da endotelina-1. Fonte: Ensembl.

A EDN-1 e suas isoformas atuam no processo de vasoconstri¢ido endotélio-dependente e
sd0 potentes mitogenos para os fibroblastos e células musculares (VARGA; LAFYATIS, 2015).
A hipdxia, isquemia ou estresse induzem a transcri¢do do RNA mensageiro de EDNI (mRNA) e
a sintese ¢ secre¢do da EDN-1 em poucos minutos, a meia-vida do mRNA ¢ de cerca de 15 a 20
minutos, ¢ a meia-vida plasmatica de 4 a 7 minutos; portanto, as células vasculares apresentam

capacidade de rdpida producdo de EDN-1 (LEVIN, 1995).
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A EDN-1 exerce seus efeitos bioldgicos através da interagdo com os seus receptores ET-A
e ET-B. Conforme necessidade de regulacdo do tonus, a EDN-1, através dos receptores ET-A e
ET-B acoplados a proteina G, atua em células musculares lisas promovendo a contragdo vascular
(LEVIN, 1995). O teor atrial elevado de EDN-1 foi associado ao aumento do tamanho de atrio
esquerdo, fibrilagdo atrial, fibrose e hipertrofia, podendo contribuir para a persisténcia da fibrilagao
atrial MAYYAS et al, 2010).

Na figura 13 ¢ representado o processo de produgdo da EDN-1 em células endoteliais,
porém, sua producdo também ocorre, em escala reduzida, por células vasculares no musculo liso,
neurdnios, células endometriais, células mesangiais, células de Sertoli nos testiculos, assim como
nas cé€lulas epiteliais do pulmao e das mamas (LEVIN, 1995; ZANATTA et al., 2008). Hormonios
e fatores vasculares modulam a sintese da pré-endotelina-1 pelo gene EDNI, regulando a
vinculag@o de fatores de transcricio como GATA-2 e AP-1 a elementos especificos no gene
promotor. O mRNA ¢ traduzido para uma proteina pré-endotelina-1 de 203 aminodacidos, que ¢
entdo convertida em um pro-hormonio de 39 aminoécidos, a big-endotelina-1. A enzima
conversora de endotelina converte a pro-endotelina, também conhecida como big endotelina, na
proteina endotelina-1 de 21 aminoacidos. A endotelina-1 e a pré-endotelina sdo secretadas
principalmente em dire¢do a camada muscular lisa adjacente da parede do vaso sanguineo.

Quantidades menores dos peptideos sdo secretadas no lumen do vaso (LEVIN et al., 1995).
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FIGURA 13: Representacdo da regulacdo, processamento e secre¢do de proteinas relacionadas a
Endotelina-1 em células endoteliais. ET-A: receptores de endotelina tipo A; ET-B: os receptores
da endotelina tipo B; LDL: lipoproteinas de baixa densidade; HDL: lipoproteinas de alta
densidade. Os itens que estimulam a transcrigao estdo listados no canto inferior esquerdo da figura,
e a lista no canto inferior direito representa itens que inibem a transcri¢do do gene EDN/. FONTE:
Adaptado de Levin (1995).

A EDN-1 pode causar disfun¢do e inflamag@o endotelial, contribuindo para a formagao de
placas aterosclerdticas (KOLETTIS et al., 2013). A concentrag@o plasmatica aumentada de EDN-
1 tem se correlacionado com severidade de diversas doengas e seus sintomas, tais como
insuficiéncia cardiaca, diabetes, hipertensdo, tromboembolismo, aterosclerose, hipertensdo
pulmonar e fibrilagdo arterial (SCHNEIDER et al., 2002; MAYYAS et al., 2010; DRION et al.,
2012; KUMARI et al ., 2016; ZHANG et al., 2017; PENGUE et al ., 2019; EBRAHIMI et al., 2019;
SONG et al ., 2019; PEK et al., 2020). Estudos clinicos e experimentais mostram o envolvimento
da EDN-1 em processos inflamatérios e na patogénese de pneumonias virais e bacterianas, sepse,
e no processo infeccioso da DC (WANECEK et al., 2000; PETKOVA et al., 2001; FREEMAN et
al., 2014, KOWALCZYK et al., 2015). O aumento dos niveis de EDN-1 na DC foi identificado
como uma consequéncia da invasdo inicial do sistema cardiovascular, sendo, possivelmente, um
dos mecanismos envolvidos com a disfungdo miocéardica associada a infec¢do pelo 7. cruzi

(PETKOVA et al., 2000).
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A EDN-1 foi associada a resposta inflamatoria e processos inflamatorios vasculares
(BELLISAI et al., 2011), envolvendo a ativagdo de fatores de transcri¢do, como o fator nuclear kB
(NF-kB) e expressdo de citocinas pré-inflamatoérias, incluindo o fator de necrose tumoral o (TNF-
o), interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) (YEAGER et al, 2012; LIU et al., 2017), substancias
classicamente envolvidas na resposta imune, que por sua vez, ja foram relacionadas
experimentalmente com o estimulo a produgdo de EDN-1 in vifro por células endoteliais, pelo
musculo liso vascular e células epiteliais tubulares renais (VIRDIS; SCHIFFRIN, 2003; WORT et
al., 2009; KOWALCZYK et al., 2015).

Fatores indicados na Figura 14, como a hipoxia, o estresse de cisalhamento ou "shear
stress”, e hormonios, estdo associados ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva e
estimulam a produc¢do de endotelina-1 (LEVIN et al., 1995). A angiotensina I aumenta a producdo
de endotelina na parede dos vasos sanguineos, através dos receptores ET-A, gerando altera¢des na
estrutura vascular da circulagio cerebral e mesentérica (MOREAU et al., 1997; LIN et al, 2014).
A endotelina-1 pode estimular a secre¢do de aldosterona, diminuir a perfusdo e a fung¢do renal,
contribuindo para a retengdo de sddio, agua e aumento do volume intravascular. A endotelina-1
também estimula a hipertrofia do coragdo, aumentando a atividade simpatica e a vasoconstri¢ao
arterial. Por consequéncia, o aumento da resisténcia vascular sistémica reduz o débito cardiaco

(LEVIN et al., 1995).
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\ |
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FIGURA 14: Atividades da endotelina-1 que podem contribuir para o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca congestiva. FONTE: Levin (1995).
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Diversos estudos apontam associa¢des de polimorfismos do gene EDN/ com doengas

cardio e cérebrovasculares conforme sintetizado na Tabela 02.

TABELA 02. SNPs do gene EDNI/ e associagdes com doengas cardio e cérebrovasculares.

SNP EDNI1

rs5370

rs5370

rs5370

rs5370

rs1800997

1s5370, rs10478694
rs10478694, rs5369
rs3087459
rs2070699
rs1800543
rs3918166

rs5370

rs1800541
rs6458155

rs5369

rs9349379

Associacao

Pré-eclampsia
Hipertensdo pulmonar
AVC

Sincope vasovagal
Hipertensao

Aterosclerose e hipertensao
Hipertensao

Sindrome coronaria aguda
Hipertensdo pulmonar
Aterosclerose

AVC e enxaqueca

AVC

Tromboembolismo
Doenga cardiaca coronaria

Doenga cardiaca coronaria

Referéncia

Lietal., 2020

Pousada et al., 2013
Dubovick et al, 2018
Lazurova et al., 2021
Oo et al., 2022
Ebrahimi et al., 2019
Tobe et al., 2011
Vargas-Alarcon et al., 2013
Mei et al., 2016
Gumanova et al., 2019
MacClellan et al., 2009
Oleshko et al., 2020
Kumari et al., 2016
Liang et al., 2018
Monterrosas, 2017

Disfung¢ao microvascular coronariana Ford et al., 2020

2.6.1 EDN-1 e a doenga de Chagas

No inicio da infeccdo pelo 7. cruzi, antes da deteccdo dos parasitos no sangue, os

protozoarios ja sdo evidentes nas células endoteliais microvasculares corondrias, sugerindo que o

endotélio coronario pode ser um alvo primario da infec¢do (ROSSI et al., 2010).

Estudos in vitro e in vivo indicam que a infec¢do do endotélio resulta na expressdo de

componentes importantes da resposta inflamatoria, como citocinas pro-inflamatorias e moléculas

de adesdo vascular (HUANG et al, 1999; TANOWITZ et al., 1992). Também foi demonstrado que
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a infeccdo por 7. cruzi pode provocar lesdes vasculares e endoteliais, especialmente na
microvasculatura, com aumento da tromboxana A2 e indug¢do da libera¢do de endotelina-1 (EDN-
1) por células endoteliais, causando vasoconstri¢do e agregagdo plaquetaria, o que contribui para
a aterosclerose, lesdes vasculares e hipertensdo (WITTNER, et al., 1995).

A presenga de microlesdes foram descritas pela primeira vez por ROSSI et al. (1984),
vasospasmos e aneurismas saculares foram observados na microvasculatura subendocardial em
modelo murino de infec¢do aguda de 7. cruzi, semelhante a outras cardiomiopatias dilatadas
(FACTOR etal., 1985; PRADO et al, 2011). Varios autores (WITTNER et al., 1995; TANOWITZ
et al., 1999; Salomone et al., 2001; PETKOVA et al, 2001; HUANG et al., 2000; MUKHERJEE
et al,, 2003; TANOWITZ et al., 2005) descobriram que os vasoespasmos microvasculares
associados ao 7. cruzi provavelmente envolve o peptideo vasoconstritor EDN-1.

Ratos infectados desenvolveram alteragdes na camada endotelial, caracterizadas por
inchaco e pontos de descontinuidade citoplasmatica, expondo o colageno subendotelial associado
a agregados plaquetarios e fibrina, o que pode afetar a geracao de substancias com ago vasoativa,
como a EDN-1 (ROSSI et al, 1997).

As células endoteliais sdo a principal fonte de EDN-1, seu papel na patogénese da
cardiomiopatia chagésica foi demonstrado ativando vias de inflamacio através dos cardiomiocitos
(CORRAL et al., 2013). A presenca da EDN-1 foi verificada tanto na fase aguda como nas fases
crénicas da DC, mostrando elevados niveis plasmaticos e alta concentragdo no tecido cardiaco
murino (PETKOVA et al., 2000, PETKOVA et al., 2001). Camundongos tratados nos 15 dias
iniciais ap6s a infecgdo por cepa brasileira de 7. cruzi com um potente inibidor da enzima
conversora de EDN-1, o fosforamidon, tiveram reducdo de anormalidades estruturais, tais como
fibrose, inflamag8o no miocardio, didmetro do ventriculo direito e ventriculo esquerdo, entretanto
ndo foi verificada diferenga na parasitemia entre os grupos (JELICKS et al., 2003). Quando o gene
EDN-1 foi silenciado em cardiomiocitos de camundongos infectados pelo 7. cruzi, houve reducdo
da fibrose, da inflamac¢do no miocardio e do alargamento cardiaco (cardiomegalia) verificado

através de ecocardiografia e ressonancia magnética (TANOWITZ et al., 2005).
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2.7 SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento (SC), um componente crucial da imunidade inata, € um sistema
complexo constituido por mais de 50 proteinas e fragmentos proteicos que afetam a opsonizagio,
inflamacgdo e citolise. O complemento pode ser ativado através de trés vias principais: classica,
alternativa e lectina, todas convergindo na formagao de C3 convertase, C5 convertase e o complexo
de ataque de membrana (MAC) (LING; MURALLI 2019; BORDRON et al., 2020). A atividade
proteolitica de C3 convertase produz C3a e C3b, possibilitando a formagdo de C5 convertase com
posterior decote e geracdo de C5a e C5b e a constituigdo de MAC para lise patdégena (LING;
MURALL 2019; BORDRON et al., 2020; GAYA DA COSTA et al. , 2018). A ativagdo
exacerbada do SC pode levar auma resposta inflamatoria excessiva resultando em falhas na defesa
do hospedeiro (PETTIGREW, TEUBER, GERSHWIN, 2009; RICKLIN, LAMBRIS, 2013;
CONIGLIARO, et al. , 2019). A Figura 15 apresenta uma visdo geral dos mecanismos de ativa¢do

do SC, suas principais proteinas reguladoras e agdes biologicas.
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FIGURA 15. Visdo geral do sistema complemento e suas proteinas reguladoras. As trés vias de
ativacgdo: classica, alternativa e via das lectinas. A via cléssica € iniciada através do complexo C1
(Clgrs), a via alternativa pode ser ativada por hidrolise espontanea de C3 ou por C3 formada
através das vias classica e da lectina; a via das lectinas € acionada por uma série de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), como as ficolinas e a MBL que se ligam a superficie do
patdgeno, resultando na associagdo das MASPs (1 e 2), similares a Clr e Cls, respectivamente,
ocorre a clivagem da C4 resultando na formagdo da C3 convertase da VL. Assim, a ativagdo do
complemento resulta na C3 convertase (C4b2a) nas vias classica e das lectinas, e C3 convertase
(C3bBb) na via alternativa, ambas possuem atividade proteolitica para C3 e formam suas
respectivas C5 convertases através da C3b (C4b2a3b e C3bBb(C3b). A clivagem de C5 leva a via
terminal comum, que produz o MAC citolitico. Proteinas regulatdrias estdo presentes em todas as
fases, tanto na fase fluida quanto ligadas a superficie celular. Os principais reguladores sdo
apresentados na imagem (C1INH, fator H, fator I, CD55 (DAF), CD59 (MAC-IP ou protectina),
MCP (ou CD46), CR1 (ou CD35). Fonte: Adaptado pelo autor de MA e GARRED (2018).
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2.7.1 O sistema complemento e a doenga de Chagas

Multiplas evidéncias apontam para o envolvimento do SC, uma das principais frentes de
defesa imunoldgica do organismo humano, componente crucial da resposta imune inata e
adaptativa, no estabelecimento da infec¢do pelo protozodrio 7 cruzi e seu impacto no
desenvolvimento das manifesta¢des clinicas da DC. Os efeitos do SC se devem, especialmente, a
sua capacidade de aumentar a resposta inflamatdria fisiologica, estimular a fagocitose, promover
a lise celular e melhorar a imunogenicidade dos patogenos (MARKIEWSKI; LAMBRIS, 2007;
MERLE et al, 2015). Entretanto, muitos agentes infecciosos resistem a ativacdo do SC,
expressando proteinas que inibem a agdo do complemento (RAMIREZ et al., 2012; LIDANI et al,
2017; RAMIREZ-TOLOZA et al., 2020).

O Trypanosoma cruzi possui fatores de viruléncia com capacidade de inibir o complemento
em diferentes estagios de ativacdo (RAMIREZ-TOLOZA et al., 2020). Foi verificada a inibigdo
das vias classica e das lectinas do SC, através da ligagdo da proteina calreticulina do 7. cruzi a C1
e as PRRs soluveis do complemento, como as ficolinas e a MBL. Usando uma estratégia de mimica
apoptdtica, a associagdo entre a calreticulina do parasita e a C1 facilita a infec¢@o de células-alvo,
aumentando a infectividade do parasito (RAMIREZ et al., 2012; RAMIREZ-TOLOZAet al.,
2020).

Alta parasitemia e mortalidade precoce foram previamente associadas a falhas na ativagdo
do SC ou auséncia/deplegdo dos seus componentes in vivo. Experimentalmente foi demonstrado
que a deplecdo de C3 decorrente da agdo do CVF (Cobra venom fator), um analogo estrutural de
C3, resultou em alta parasitemia, exacerbagdo da doenga e aumento da mortalidade em
camundongos infectados com 7' cruzi (BUDZKO, PIZZIMENTTI;, KIERSZENBAUM, 1975). A
ativagdo do SC por anticorpos especificos IgG e IgM produzidos em resposta a presenga do
parasita in vitro ao longo do processo infeccioso ja foi demonstrada (KIPNIS et al., 1992;
MARINHO et al., 1999; CESTARI et al., 2013). O SC, in vitro, é capaz de reconhecer formas
tripomastigotas do 7. cruzi, ocorrendo a ativagdo do complemento pela via das lectinas e
alternativa, com limitada participag@o da via classica (CESTARI; RAMIREZ, 2010). Sugerindo

participagdo do complemento na remogao inicial das formas tripomastigotas sanguineas do 7. cruzi
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na fase aguda da DC. Entretanto, foi verificada também, a capacidade de evasdo do parasito a agdo
litica do complemento através da produgdo de substancias que interferem na agdo da enzima C3
convertase pela forma tripomastigota metaciclica (KIPNIS et al., 1986; KIPNIS et al., 1988). Desta
forma, parte dos parasitos consegue evadir e sobreviver a agdo litica do SC causando danos ao

organismo infectado a longo prazo.

2.7.2 Via das lectinas

A via das lectinas (VL), uma das trés vias pelas quais ocorre a ativagdo do SC, descoberta
apenas no final dos anos 90, tem um papel crucial na defesa do organismo contra protozoarios.
Sua ativagdo ocorre pelo reconhecimento de patogenos através de moléculas de superficie,
oligossacarideos da superficie do parasito e residuos acetilados, denominadas padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) em células
apoptdticas, sdo identificados por cinco moléculas de reconhecimento de padrdes (PRMs), a
lectina ligante de manose (MBL), a colectina-11 e as ficolinas (ficolina-1, ficolina-2 e ficolina-3),
acionando mecanismos de defesa da imunidade inata e diversas estratégias de evasdo do parasito
(LAMBRIS et al., 2008, CESTARI et al., 2013, BELTRAME et al., 2015). Ao vincular-se as
moléculas-alvo, a MBL, CL-K1 e ficolinas formam complexos com serino-proteases 1 e 2
associadas a MBL (MASP-1 e MASP-2). Sequencialmente, inicia-se a reagdo em cascata pela
ativagdo da MASP-1 e MASP-2, clivagem do C4 e C2, com a formag@o da C3 convertase (C4b2a).
Subsequentemente, ocorre a formacdo do complexo de ataque de membrana (MAC) promovendo
a lise celular. Além disso, a ativagdo do complemento pode induzir diversos efeitos inflamatorios,
como expressdo de moléculas de adesdo, quimiotaxia, ativagdo de leucocitos, liberagdo de espécies
reativas de oxigénio e secre¢do de citocinas (BELTRAME et al., 2015; GAYA DA COSTA et al.,
2018; GIANG et al. , 2020; ALL et al. , 2021).
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2.7.2.1 Ficolinas

As ficolinas sdo receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que atuam na defesa
contra patogenos ao se associarem as MASPs ativando o sistema complemento através da via das
lectinas, também agem como sensores do sistema imune inato regulando varias fungdes
patofisiologicas pela interacdo com PAMPs ou DAMPs (MATSUSHITA; FUJITA, 2002;
BIDULA; SEXTON; SCHELENZ, 2019). Podem acionar ainda a resposta imune estimulando a
secrecdo de citocinas inflamatorias, tais como o interferon, interleucina-17 (IL-17), IL-6, TNF-q,
e a produgdo de 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos (REN et al., 2014).

As ficolinas contém um dominio semelhante ao colageno e um dominio semelhante ao
fibrinogénio que apresentam afinidade especifica para n-acetilglucosamina (Figura 16). Sdo
conhecidas trés ficolinas humanas: a M-ficolina ou ficolina-1 que € sintetizada nos mondcitos, na
medula 6ssea, no pulm@o e no bago; a L-ficolin ou ficolina-2, sintetizada pelo figado e presente
no soro; e, a H-ficolin ou ficolina-3, também sintetizada no figado e pelo ducto biliar,
adicionalmente ¢ produzida no pulmao (MATSUSHITA, 2012).

Todas as trés ficolinas oligomerizam-se para formar tetrameros e hexameros devido a
ligacdes de dissulfeto formadas por cisteinas da regido terminal N e compartilham uma afinidade
comum com compostos acetilados (GARRED et al., 2016). A FCN-1 exerce um efeito local
quando secretada por monoécitos e granuldcitos durante a inflamagdo e € encontrada em baixos
niveis no soro. Cada ficolina reconhece um espectro de ligantes e microrganismos através do

dominio semelhante ao fibrinogénio (MATSUSHITA, 2012; GARRED et al, 2016).
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FIGURA 16. As ficolinas s3o compostas de uma regido n-terminal curta com um ou dois residuos
de cisteina seguidos por um dominio tipo coldgeno, uma regido de ligagdo curta e um dominio
terminal tipo fibrinogénio. As ficolinas formam subunidades triméricas através da ligagdo do
dominio tipo colageno. Essas subunidades se reinem em oligdmeros ativos através da ligacdo de
quatro subunidades através de pontes dissulfeto na regido N-terminal e reconhecem carboidratos
acetilados através do dominio tipo fibrinogénio. FONTE: Adaptado pelo autor de Cestari et al.
(2013).

2.7.2.2 Ficolina-1

A ficolina-1 (FCN-1), também chamada M-ficolina, ¢ codificada pelo gene FCNI,
localizado no cromossomo 9q34 com nove exons (AMMITZBOLL et al., 2012; CATARINO et
al., 2018). Predominantemente expressa nos leucocitos sanguineos periféricos e postulada para
funcionar como uma proteina plasmatica com atividade de ligagcdo da elastina, a FCN-1 ¢ uma
molécula de reconhecimento do sistema complemento pertencente ao grupo de lectinas
oligoméricas e geralmente estd associada & membrana de monocitos, granulécitos, neutrofilos e
macrofagos, mas também pode ser encontrada em forma soluvel (HOWARD; FARRAR; SACKS,
2018; TIZZOT et al., 2018). Ficolina-1 pode interagir com polissacarideos da superficie do
patogeno e células imunes (KATAYAMA et al.,, 2019). O aumento da ativagdo do complemento
através da VL pela interag@o das ficolinas ja foi observado em pacientes com DC em comparagdo
com controles saudaveis quando comparadas as formas clinicas indeterminada e sintomaticas
(POLACHINI et al., 2022). Niveis reduzidos de ficolina-1 foram descritos em pacientes infectados
coinfectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o virus da Hepatite C (HCV) no

sul do Brasil (TIZZOT et al., 2018).
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Sabe-se que proteinas do 7. cruzi, tais como a calreticulina, se ligam as ficolinas -2 e -3,
como forma de inibir a ativagdo do complemento pela VL. Foi demonstrada a capacidade de
ligacdo da FCN-1 a proteina C-reativa (PCR), a fibrina e ativag@o independente da VL (LIU et al.,
2005; RUNZA; SCHWAEBLE; MANNEL, 2008; CESTARI et al., 2103; EVANS-OSSENS et
al., 2013; CASTRO NETO; SILVEIRA; MORTARA, 2021).

A FCN-1 reconhece carboidratos acetilados e o acido sialico (AS) (ENDO;
MATSUSHITA,; FUJITA, 2015). Glicointeragdes envolvendo residuos de AS sdo fundamentais
para a infectividade do 7. cruzi, fuga da vigilancia imunologica e patogénese. Embora seja incapaz
de sintetizar o acido sialico, o parasito apresenta a enzima trans-sialidase (TS), que ¢ capaz de
clivar residuos terminais do acido sialico de glicoconjugados do hospedeiro e transferi-los para
mucinas superficiais do parasito, gerando assim estruturas de adesdo e protecdo (CAMPETELLA
etal., 2020). As mucinas e a TS sdo substrato e enzima, respectivamente, do sistema glicobiolégico
que retira o acido sialico do hospedeiro em uma interagdo crucial para o ciclo de vida de 7. cruzi.
A aquisi¢do do residuo sialico permite que o parasita evite a lise por fatores do soro e interaja com
a célula hospedeira (LANTOS et al., 2016).

Além disso, o parasito langa a enzima TS na corrente sanguinea, como uma forma de
modificar a assinatura de superficie do AS, e, assim, as propriedades de sinalizagdo/funcionais das
células-alvo hospedeiras de mamiferos em sua propria vantagem (CAMPETELLA et al., 2020). A
TS do T cruzi se mostra aumentada nos estagio de forma infectante do parasita, reforgando seu
papel como um fator de viruléncia garantindo a manuten¢do do ciclo do protozoario no hospedeiro
humano (CAMPETELLA et al., 2020).

SNPs da FCNI, especialmente da regido promotora, tém sido associados a doencas
infecciosas e autoimunes (CATARINO et al., 2018). O polimorfismo rs10120023 na regido
promotora do gene foi associado a suscetibilidade a artrite reumatoide, provavelmente impactando
a expressdo genética de FCN/ (PIECZARKA et al., 2020). O SNP rs2989727 esteve associado a
suscetibilidade aditiva a artrite reumatoide, a estenose valvar e insuficiéncia mitral e ao inicio
precoce da colonizagdo cronica na fibrose cistica (VANDER CRUYSSEN et al., 2007;
HAERYNCK et al., 2012). Além disso, os alelos 1s2989727A, rs10120023A, rs1017466A e
rs10858293T, os quais estdo associados a maior expressdo de FCN/ na base de dados GTEX
(https://gtexportal .org/home/), foram associados a protecdo contra Febre Reumatica. (CATARINO


https://gtexportal.org/home/
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et al., 2018). Os SNPs rs2989727 (G>A) e rs17039495 (G>A) também mostraram tendéncias de
associacdo com a hanseniase virchowiana, enquanto o SNP rs10858293 G>T demonstrou um
efeito protetor recessivo (BOLDT et al., 2013). Estes trabalhos indicam que a ficolina-1 tem um
duplo impacto na imunidade do hospedeiro, podendo gerar a¢cdes contra patdgenos ao mesmo

tempo que pode favorecer a ativagdo excessiva de SC e a inflamagdo cronica.

2.8 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEOS UNICOS (SNPs)

Polimorfismos de nucleotideos tinicos (SNPs) sdo por¢des do genoma onde ocorre variagdo
entre populagdes de um uUnico par de nucleotideos, € o tipo mais comum de variagdo genética,
constituindo cerca de 90% das variagdes no genoma humano (TfELT-HANSEN; BROSEN, 2008;
NAIDOO et al., 2011; AUTON et al, 2015). Por exemplo, um SNP pode substituir a citosina (C)
pela timina (T) em um determinado trecho de DNA. Hé cerca de dez milhdes de SNPs que ocorrem
em média a cada 300 nucleotideos no genoma humano (PENEGAR et al., 2007; PRATT et al,,
2014). Mais comumente, essas variagdes sdo encontradas no DNA entre genes. Eles podem agir
como marcadores biologicos, contribuindo para a localizagdo de genes associados a doengas.
Quando os SNPs ocorrem dentro de um gene ou em uma regido regulatéria perto de um gene, eles
podem desempenhar um papel mais direto no desenvolvimento e progressdo das doengas, afetando
a fungdo do gene. A maioria dos SNPs ndo tem efeito na saude ou no desenvolvimento humano;
no entanto, alguns tém se mostrado muito importantes para melhor compreensao dos processos de
doenga e da saude humana. Alguns SNPs podem ajudar a prever a resposta de um individuo a
certos medicamentos, a suscetibilidade a fatores ambientais, como toxinas, € o risco de
desenvolvimento de doengas especificas. As pesquisas na area permitem identificar SNPs
associados a doengas complexas, como doencgas infecciosas, cardiacas, diabetes e cancer, que
podem contribuir para melhora da efetividade dos tratamentos e prognéstico dos pacientes

(PENEGAR et al., 2007, PONOMARENKO et al., 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

A aprovagdo ética para a pesquisa foi concedida pelo comité de ética médica local do
hospital de clinicas da Universidade Federal do Parana (numero de aprovacio do Comité de Etica:
3918387). O estudo foi realizado de acordo com a Declaracdo de Helsinque, todos os participantes

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido por escrito.

3.2 CLASSIFICACAO DO TIPO DE PESQUISA

Estudo observacional do tipo caso-controle.

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS E ANALISE DE PRONTUARIOS

3.3.1 Critérios de inclusio e exclusio

Foram incluidos individuos com idade igual ou superior a 18 anos, com diagnostico
laboratorial e clinico de doenca de Chagas cronica apresentando uma das quatro formas clinicas
da fase cronica da doenga. No grupo controle foram incluidos doadores de sangue voluntarios com
idade igual ou superior a 18 anos, negativos em testes sorologicos para a doenga de Chagas e outras
doengas infecciosas, provenientes do Banco de sangue do Hospital de Clinicas da UFPR e do
Centro de Hematoterapia ¢ Hematologia do Parana (HEMEPAR). Pacientes chagasicos com
menos de 18 anos e pacientes com infec¢do na fase aguda ou sem diagnoéstico estabelecido da

forma clinica cronica da doenga foram excluidos da pesquisa.
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3.3.2 Pacientes incluidos nas analises de polimorfismos do gene FCN1

Um total de 200 pacientes chagasicos do ambulatério de doenga de Chagas do Complexo
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand, Curitiba, Brasil, 84 (42%) do sexo
masculino e 116 (58%) do sexo feminino; com idade média de 64 anos (faixa = 34-90 anos), 142
(71%) euro-brasileiro, 47 (23,5%) afro-brasileiro, 5 (2,5%) asiatico e 6 (3%) amerindio. Entre os
200 pacientes chagasicos, 47 (23,5%) apresentavam a forma indeterminada da doenca de Chagas,
104 (52%) tinham forma cardiaca, 20 (10%) tinham a forma digestiva e 29 (14,5%) tinham a forma
cardiodigestiva (Tabela 3).

A caracterizacdo do grupo foi realizada através de questionario epidemiologico aplicado
no momento da realizag@o das coletas de sangue e consulta aos prontuarios médicos dos pacientes.
As formas clinicas foram registradas conforme o diagnostico médico apontado no prontuario do
paciente. O registro médico da DC cronica foi realizado através da anotacdo dos codigos
estipulados pela classifica¢do internacional de doengas (CID) para as diversas manifestagdes da
DC, conforme publicado pela OMS (WHO, 2019), B.57 para identifica¢do da forma indeterminada
(assintomadtica); o B.57-2 indicou a forma cardiaca, B.57-3 a forma digestiva, e o registro
concomitante de B57-2 e B.57-3, ou registro de  alteragdes cardiacas e digestivas

concomitantemente, determinou a forma cardiodigestiva.

TABELA 3. Pacientes e formas clinicas da DC incluidos nas anélises do gene FCN/

Forma Clinica da DC N= 200 %
Indeterminada 47 23.5
Cardiaca 104 52.0
Digestiva 20 10.0
Cardiodigestiva 29 14.5

3.3.3 Controles incluidos nas analises de polimorfismos do gene FCNI1

O grupo controle, composto por 210 individuos ndo chagésicos provenientes do banco de

sangue do Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Parana e do Centro de Hematoterapia
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e Hematologia do Parana (HEMEPAR), pareados por sexo e etnia com os pacientes chagésicos
incluidos na pesquisa, foram representados por 75 (35,7%) individuos do sexo masculino e 135
(64,3%) do sexo feminino; com idade média de 38 anos (faixa = 18-76 anos), 166 (79%) euro-

brasileiro, 41 (19,5%) afro-brasileiro, 1 (0,5%) asiatico-brasileiro e 2 (1%) amerindio (Tabela 4).

TABELA 4. Caracterizagido pacientes chagésicos e controles.

Total Masculino Feminino Euro-bra!  Afro-bra? Asia-bra® Ame? Idade’ Min-max®

Pacientes 200 84 116 142 47 5 6 64.34 34-90
FCNI (42,0%) (58,0 %) (71,0%)  (23,5%) (25%)  (3,0%)
Controles 210 75 135 166 41 1 2 38 18-72
FCNI1 (35,7%) (64,3%) (79,0%) (19,5%)  (05%)  (1,0%)

Pacientes 160 93 67 122 29 1 3 56.19 34-90

EDN1

58,12% 41,88% 76,25% 18,13% 0,63% 5%

LEGENDA: leuro-brasileiros; 2afro-brasileiros; 3asiaticos-brasileiros; “amerindios; 5 Média de
idade; ®Intervalo de idade.

3.3.4 Pacientes - EDN1

Na avaliagdo dos SNPs do gene EDN I, através do método de sequenciamento de Sanger,
foram incluidos 160 pacientes diagnosticados com doenga de Chagas cronica entre os anos de
2007-2020, com média de idade de 56,2 anos (34-90anos), 93 (58,1%) pacientes do sexo feminino
e 67 (41,9%) masculino, 89 (55,6%) dos pacientes com hipertensdo arterial sistémica (HAS),
atendidos no ambulatorio de doenga de Chagas situado no Complexo Hospital de Clinicas da
UFPR (CHC-UFPR) (TABELA 3). Todos os pacientes leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) onde constavam informagdes sobre o projeto aprovado
no Comité de Etica do CHC-UFPR. Todos os pacientes incluidos tiveram seus dados coletados
dos prontuarios e questionarios aplicados durante as coletas de sangue.

Os pacientes foram classificados dentro das formas clinicas e estadiamento cardiaco
segundo ACQUATELLA et al. (2007) conforme adaptado por LIDANI et al. (2020) (Tabela 5)

em: (A) assintomatico, eletrocardiograma (ECG) normal; (B) alteragdes assintomaticas, porém
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com altera¢des caracteristicas do ECG; (C) disfungdo sistolica leve a moderada com fragdo de
ejecdo (FE) entre 40-54% e/ou dilatagdo ventricular esquerda, e categorizados pela New York
Heart Association (NYHA) como classe II; (D) disfung@o sistolica grave (diametro diastolico final
ventricular esquerdo >57mm, FE <40%, classificagdo NYHA III ou IV). Individuos assintomaticos
cronicos (estagio A), foram incluidos na forma indeterminada, apresentando testes soroldgicos
positivos, porém com auséncia de manifesta¢des clinicas relacionadas a DC e anormalidades no
ECQG, ecocardiograma, estudos radiologicos de térax, eséfago e colon. A cardiomiopatia chagésica
crénica (CCC) foi definida como eletrocardiograma e/ou ecocardiograma sugestivos de
envolvimento cardiaco em pacientes infectados por 7. cruzi, sendo os assintomaticos classificados
no estagio B, e oligossintomaticos nos estagios C ou D. A classificagdo para a insuficiéncia
cardiaca (IC) postulada pela NYHA categoriza os pacientes de acordo com a severidade de
sintomas relatados, em niveis que variam de [ a IV (SCRUTINIO et al., 1994; NASO et al., 2011).

Para a inclusdo na forma digestiva, os exames radiolégicos, esofagico e enema de bario
foram analisados através da observacdo visual e medidas de colon e reto sigmoéide. A forma
digestiva foi caracterizada pela observagdo de dilatagdo do trato gastrointestinal e disturbios
motores gastrointestinais, incluindo as mega sindromes, megaesdfago e megacdlon. A associagdo
entre as formas digestiva e cardiaca determinou a forma cardiodigestiva (LIDANI et al.; 2020). A
distribui¢do dos pacientes por forma clinica da doenga e estadiamento cardiaco ¢ apresentada na

Tabela 6.
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TABELA 5. Critérios da classificagdo clinica dos pacientes chagasicos e estadiamento cardiaco,
conforme detalhado por LIDANI et al. (2020). Classificagdo adotada para as analises do grupo do

ene LDNI.
Fase cronica da DC
Estadiamento - Forma cardiaca
.Forma ; Forma Forma
ingeferminads Digestiva Cardiodigestiva
ou A B C D g g
Individuos Teste Envolvimento  [Envolvimento Presenca de Individuos com
assintomaticos eletrocardiografic|cardiaco cardiaco, dilataciio do trato  |associacdo entre as
crénicos, porém com |0 sugestivo de  |sintomatico. sintomatico, com |gastrointestinal ¢  [formas cardiaca ¢
auséncia de envolvimento Disfuncio disfuncio distiirbios motores |digestiva.
manifestagdes clinicas|cardiaco, porém |[sistolica leve a  |sistolica grave  |gastrointestinais,
relacionadas a DC e  |assintomatico.  |moderada com  [(diAmetro incluindo
anormalidades no fragdo de ejecio |diastolico final |[megaesofago e
ECG, estudos (FE) entre 40-  |ventricular megacélon O
radiologicos de térax, 54% e/ou esquerdo envolvimento
esdfago e cdlon. dilatacdo >57mm, FE digestivo foi
ventricular <40%, classificado como
esquerda, ¢ classificacdo megaesdfago ou
(NYHA) classe |[NYHA III ou megacdlon
II. V).

TABELA 6. Distribui¢do dos pacientes incluidos nas analises de DN/ por forma clinica da DC
e estadiamento cardiaco conforme LIDANI et al., 2020.

Forma Clinica | n= 160 %
A 67 41.9
B 32 20.0
C 11 6.9
D 10 6.3
Digestiva 16 10.0
Cardiodigestiva 24 15.0
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3.4 EXTRACAO DE DNA PARA ANALISE DO GENES FCNI E EDN1

Amostras de sangue total com anticoagulante (EDTA) dos pacientes chagasicos foram
coletadas previamente no ambulatério de Chagas do CHC/UFPR, e amostras dos controles,
fornecidas pelo HEMEPAR, foram centrifugadas para isolamento da camada leuco-plaquetaria e
extragdo do DNA genomico através do kit de extragdio QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen
(Hilden, Alemanha), seguindo as instrugdes do fabricante. Posteriormente, através do uso do
espectrofotometro NanoDrop 1000 versdo 3.7.1 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts,
EUA) foi determinada a concentrag@o das amostras, o DNA extraido foi em seguida diluido e
armazenado em refrigerador com temperatura controlada de -20°C até sua utilizagdo. As extragdes
de DNA das amostras para ambos os genes estudados foram realizadas no Laboratorio de

Imunopatologia Molecular do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

3.5 REACAO EM CADEIA POLIMERASE SEQUENCIA ESPECIFICA (PCR-SSP)
PARA ANALISE DOS POLIMORFISMOS DO GENE FCN1

O método multiplex PCR-SSP foi adaptado de Schafranski MD et al (2004) como
descrito por Catarino et al. (2020). As analises da expressdo genética foram realizadas através de
dois protocolos de PCR-SSP, identificando trés SNPs da regido promotora do gene FCNI:
1s2989727 (-1981 G>A), na regido promotora dista do gene FCN/; rs17039495 (-399 G>A) e
rs10858293 (+33 G>T), na regido promotora proximal do gene. Os SNPs de FCN/ pesquisados e

suas respectivas frequéncias alélicas em diferentes populagdes sdo apresentados na tabela 7.
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TABELA 7. Frequéncias alélicas em diferentes populagdes dos SNPS de FCN/ considerando a
base de dados Ensembl.

EUROPEUS AFRICANOS EASS
dbSNP ALELO! GERAL  Ibéricos? CEU? YRI4 ACBS Geral
G.3109 G>A  |G: 49% G: 39% G: 41% G: 49% G: 58% G: 57%
1$2989727
(-1981 G>A) |A: 51% A 61% A: 59% A:51% A: 42% A: 43%
g4691G>A  |G: 95% G: 99% G: 100%  |G: 78% G: 87% G: 100%
1517039495
(399 G>A)  |A: 5% A 1% A: 0% A:22% A:13% A: 0%
g5122G>T |G 75% G: 67% G: 70% G: 66% G: 75% G: 88%
1s10858293
(+33G>T)  |T:25% T: 33% T: 30% T: 34% T: 25% T: 12%

LEGENDA: dbSNP: nomenclatura de acordo com Single Nucleotide Polymorphism database; ! NG _046982.2; 2
populagio ibérica - Espanha; *: residentes de Utah com ascendéncia europeia do norte ¢ ocidental; 4 Yoruba em
Ibadan, Nigéria; >: caribenhos africanos em Barbados; °: leste da Asia. FONTE: Adaptado de Catarino et al. (2020).

Os primers/iniciadores especificos utilizados na PCR-SSP estdo listados na Tabela 8. A
combinag@o dos oligonucleotideos FCN1 Prom -1981Gf ou FCN1 Prom -1981Af com FCNI1
Promr gera o fragmento de 729 pb, ocorrendo a haplotipagem de 2 alelos por reagdo.
Simultaneamente, o controle enddégeno da PCR de 500pb com o gene FCN2 (direto:
5’GCCAGGCCTCAGGTATAAAG3’ e reverso. S’AAAGGGTTGATTGCGGAAAC3’) ¢
gerado. A combinagdo entre o FCNI1 Prom-399Af ou FCNI Prom-399Gf com o
FCN1 Prom+33Gr ou FCNI1 Prom+33Tr gera um fragmento de 470 pb. Sendo gerado
simultaneamente, o controle enddgeno da reagdo de 1059pb com o gene MBL (direto:
5"ATGGGGCTAGGCTGCTGAG 3' e reverso. 5'CCAACACGTACCTGGTTCCC3'
(CATARINO et al., 2020).
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TABELA 8. Primers/iniciadores das PCRs relacionadas ao gene FCN/

PRIMERS Sequéncia 5°- 3’

FCNI Prom_-1981Gf 5" CCCATGAGCCTGGTTATCG 3’
FCNI Prom_-1981Af 5" CCCATGAGCCTGGTTATCA 3°
FCNI Promr 5" ACCTCCTCTTCCTTGCAACA 3°
FCNI Prom_-399Gf 5" AGATGAGGCAAGGAAGCG 3'
FCNI1Prom -399Af 5' AGATGAGGCAAGGAAGCA 3'
FCN1 Ex1 +33Gr 5 ACTAGCAGGACAGCGAGC 3°
FCN1 Ex1 +33Tr 5> ACTAGCAGGACAGCGAGA 3’

As reacdes foram realizadas conforme detalhado por Catarino et al. (2020). Para a PCR
referente ao rs2989727 (-1981 G>A) foi utilizado 0,2 uM de oligonucleotideo 1X tampao Coral
Load (Qiagen, Hilden, Alemanha), 1,6 mM MgCI2 (Qiagen, Hilden, Alemanha), 0,5% glicerol,
0,2 mM deoxinucleotideo trifosfatado (dNTP) (Invitrogen, SP, Brasil), 0,03 U/uL de Taq
polimerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 0,1 ug/mL de DNA, e para completar o volume final
de 15 uL foi utilizada agua ultrapura. A amplificacdo se iniciou com a desnaturagdo por 5 min a
94°C, seguida por 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 60°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s
a 56°C e30s a 72°C; 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 52°C e 30s a 72°C, processo concluido com 5
min a 72°C para finalizag¢do da extensdo do DNA, garantindo alta especificidade de amplifica¢do
e ampla quantidade de produto resultante da PCR, de acordo com o descrito por BOLDT e PETZL-
ERLER ( 2002).

Para a PCR referente aos SNPs rs17039495 (-399 G>A) e rs10858293 (+33 G>T) os
seguintes itens tiveram sua concentragdo alterada: 0,4 uM de oligonucleotideo, 1,75 mM MgClz,
0,5% glicerol. Nesta PCR os parametros da amplifica¢do diferiram apenas nas temperaturas de
anelamento, sendo 58°C nos primeiros 10 ciclos, 56°C nos 10 seguintes e 54°C nos 15 ciclos finais.
Todas as PCRs incluiram solugdes controle sem DNA, e amostras controles com genotipo
conhecido negativas ou positivas para os genotipos analisados. Os resultados foram observados

através da leitura do padrido eletroforético da corrida dos fragmentos aplicados, utilizando o
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marcador de peso molecular de 100pb (KASVI) em gel de agarose 1,5%, usando como corante
SybrSafe (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA) conforme representado pela FIGURA
13. As PCRs foram realizadas no Laboratorio de Imunopatologia Molecular, localizado no

Departamento de Patologia Médica, do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

PCR -399+33
PCR -1981

1059pb (controle)

729pb

470pb
500pb (controle)

Amostra -1981 -399/+33
729pb fl G/G GG/GG
500pb (controle)

5) A/A AT/GT
8 A/G GG/GG
4 A/G GG/GG
5) A/G GG/GG

FIGURA 17. Padrdo eletroforético das PCRs para o gene FCNI.

NOTA: Eletroforese em gel de agarose, exemplificando possiveis produtos das reagdes PCR-SSP
realizadas para investigagdo do gene FCNI, indicando o produto amplificado do gene e
interpretagdo do resultado de cada amostra. Fonte: o autor (2022).

3.6 SEQUENCIAMENTO GENETICO PARA ANALISE DOS POLIMORFISMOS DO
GENE EDNI1

Para a avaliagdo dos SNPs de EDNI foi utilizado o sequenciamento tradicional ou
enzimatico automatizado, também conhecido como método Sanger ou dideoxi, descrito pelo
ganhador do Nobel, o cientista Fred Sanger em 1977 (SANGER et al., 1977). Os seguintes itens
sdo necessarios para a aplicagdo da técnica: DNA Enzima (Taq Pol), primer dATP
(desoxiadenosina trifosfato), dTTP (desoxitimidina trifosfato), dCTP (desoxicitosina trifosfato),
dGTP (desoxiguanosina trifosfato) e ddNTP (dideoxinucleotideotrifosfato).

As sequéncias de referéncia do gene DN/ foram encontradas no banco de dados Ensembl
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(www.ensembl.org). As amplifica¢des pela técnica PCR foram realizadas da seguinte forma: 100
ng de DNA genomico, 1,1 mM de cada primer (Tabela 7), mastermix comercial de PCR
(AmpliTaq Gold PCR Mastermix, Applied Biosystems, Califérnia, EUA) contendo GeneAmp
PCR Gold Bufter [30 mM Tris/HCI (pH 8-05), 100 mM KCI, 5 mM MgCls, 400 uM de trifosfatos
desoxinucleotideos, 1U AmpliTaq Gold DNA Polimerase] em um volume final de 20-8 ul. Os
parametros de ciclagem foram a desnaturagdo inicial a 95 °C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos
de desnaturag@o a 94 °C por 30 segundos, anelamento dos iniciadores a 61°C por 25 segundos,
alongamento a 68 °C por 3 minutos e etapa final de alongamento a 72 °C por 3 minutos. Os
fragmentos de PCR foram verificados com gel de agarose a 1,8% corado com brometo de etidio.
Todos os produtos de PCR foram primeiramente purificados com ExoSAP-IT
(www affymetrix.com) e posteriormente sequenciados pela empresa GENEWIZ
(www.genewiz.com). Os primers usados para a PCR e sequenciamento pela metodologia Sanger
estdo listados na Tabela 9. O software Sequencher v 5.4.6 (www.genecodes.com) foi utilizado para
montar as sequéncias do gene e identificar substitui¢des de nucleotideos; com confirmagio visual.

O sequenciamento do gene £DN/ foi realizado em parceria com o laboratorio do Dr.

Robert Gilman da Universidade Johns Hopkins em Baltimore, EUA.

TABELA 9. Primers utilizados na amplificacdo e no sequenciamento Sanger.

INICIADORES Sequéncia 5'-3' pb
EDN1_F1 AATTATTGGAGAGCCCTCTGGC
EDN1_R1 CATCACTGACTGGGGCTAGTTG 1119
EDN1_F2 CCATATGGTACCACCGACTGG
EDN1_R2 CCATAATGTCTTCAGCCCTGTT e

Nota: F- forward; R - reverso.

4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A contagem direta foi executada para determinagdo das frequéncias génicas e genotipicas. O
equilibrio de Hardy e Weinberg, modelo matematico que utiliza a frequéncia dos alelos de
determinada populag@o para prever suas frequéncias genotipicas, foi verificado através do software

Arlequin v. 3.1. através da aplicag@o dos testes exatos de Guo e Thompson (GUO; THOMPSON,
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1992; RAYMOND; ROUSSET, 1995). O equilibrio de Hardy e Weinberg em determinada populagdo
¢ verificado quando as frequéncias genotipicas sdo distribuidas segundo a equacgdo de Hardy-
Weinberg, p*+2pq+q*=1, locus bialélico onde p e q representam a frequéncia génica. As frequéncias
alélicas de uma populacgdo tendem a se manter estaveis entre as geragdes na auséncia da influéncia de
fatores evolutivos. Desta forma, a metodologia considera a Lei de Hardy e Weinberg a fim de verificar
se uma amostra populacional poderia representar a populag@o geral estudada, verificar a qualidade da
genotipagem, auxiliando na identificacdo de fatores que resultam em desequilibrio, tais como a
selecdo da populagdo, casamentos consanguineos e/ou associagdo com a doenca estudada
(GRAFFELMAN; WEIR, 2018; CATARINO et al., 2018). Os haplétipos foram inferidos através dos
algoritmos EML e EBL utilizando o programa Arlequin (v.3.1). Para as anélises de associa¢do foram
realizados testes de independéncia entre as variaveis utilizando-se os testes qui-quadrado com
correcdo de Yates ou teste de Fisher bicaudal. Quando apropriado, calculado o odds ratio, com
intervalo de confianga de 95%. Os dados também foram avaliados por analise de regressao logistica
através do programa STATA v.9.2 (StataCorp, EUA), incluindo idade, sexo e etnia como covariaveis
na analise do gene F'CN/ e, adicionalmente, HAS na analise para EDN/. Valores de p menores que
0,05 foram considerados significativos. A correcdo de Bonferroni para comparagdes multiplas foi

aplicada quando o valor de p fot significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho foi escrito conforme recomendagdo do Programa de Pos-graduagdo em

Medicina Interna e Ciéncias da Saude. Os resultados serdo apresentados nas proximas paginas.

5.1 RESULTADOS E DISCUSSAO - ANALISES FCNI

Diversos estudos indicam a associagdo de componentes da via das lectinas com a DC, no
entanto, a func¢do do gene FCN/ e seus polimorfismos no processo da doenga ainda ndo foi
completamente elucidada (LUZ et al., 2010; BOLDT et al., 2011; LUZ et al., 2013; BELTRAME
et al. 2015b; LUZ et al., 2016; SANDRI et al., 2019; LIDANI et al., 2021). Este ¢ o primeiro
estudo sobre o sistema complemento com foco na investigagdo da associagdo de polimorfismos
genéticos no gene FCN/ com a DC e suas formas clinicas.

Para melhor compreender o papel deste gene, analisamos trés polimorfismos da regido
promotora de FCN1, os SNPs foram haplotipados em 200 pacientes, dos quais 47 (23,5%) tinham
a forma indeterminada da doenc¢a de Chagas, 104 (52%) a forma cardiaca, 20 (10%) a forma
digestiva, e 29 (14,5%) a forma cardiodigestiva, € também em 210 controles. A distribuigdo
genotipica, nos pacientes chagésicos e controles, ndo diferiu da esperada conforme o modelo de
Hardy-Weinberg.

Observamos uma frequéncia significativamente maior do alelos G (p=0,004; OR 1,49 [(IC
95% 1,14-1,99]) e gendtipo GG (p=0,010; OR 1,82 [(IC 95% 1,10-3,03]) do SNP 152989727 do
gene FCN/ em pacientes, quando comparado a controles. Além disso, o alelo G e os gendtipo GG
também foram mais frequentes em pacientes sintomaticos (p=0,008; OR 1,51 [IC 95% 1,11-2.03],
p=0,012; OR 2,05 [IC 95% 1,17-3,59), e cardiacos (p=0,013; OR 1,54 [IC 95% 1,10-2,16],
p=0,013; OR 2,16 [IC 95%1,18-3,97]) que em controles. Nossos resultados indicam o alelo G, do
SNP 152989727 (c.-1981G>A) como fator de risco para a DC cronica, bem como a presenga de
manifestagdes clinicas sintomaticas da doencga, especialmente a forma cardiaca. Interessantemente,

a base de dados de expressdo génica GTEx (https://gtexportal org/home/), indica que a

concentracdo de mRNA de FCN/ encontra-se diminuida no gendtipos GG em relagdo ao AA/AG
do SNP rs2989727 em amostras de sangue total e tecido adiposo (p=0,00001), sugerindo impacto
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da variante na expressdo proteica.

Embora a ligag@o de ficolina-1 ao 7. cruzi ndo tenha sido demonstrada até o momento,
diversos componentes da VL, tais como MBL, Ficolina-2 e -3, ja foram descritos ligando-se a
superficie da forma epimastigotas de 7. cruzi, desencadeando a ativagdo da VL e morte do parasito
mediada pelo complemento (CESTARI et al, 2009). Além disso, a ficolina-1 reconhece
carboidratos tais como N-acetylglucosamine (GlcNAc), N-Acetylgalactosamine (GalNAc) e o
acido sidlico (ENDO; MATSUSHITA; FUJITA, 2015), os quais estdo presentes na superficie do
T. cruzi (LEDERKREMER; BERTELLO, 2001, BUSCAGLIA et al., 2006; FONSECA et al,,
2019; RIO-BARROS et al, 2022). Considerando o possivel papel da ficolina-1 no
reconhecimento do 7. cruzi, sugere-se que a reduzida concentragdo de ficolina-1, devido ao alelo
G do SNP rs2989727 em pacientes, poderia contribuir com o sucesso da infec¢@o pelo 7.cruzi e
sua progressdo para as formas clinicas na fase cronica da doenga. Entretanto, esta hipotese deve
ser considerada com cautela, visto que a concentragdo de ficolina-1 néo foi investigada no presente
estudo. Por outro lado, TSAKANOVA et al. (2021) observou o alelo A do SNP rs2989727
associado a menor concentragdo plasmatica de ficolina-1 em controles e pacientes com AVC
isquémico. A avaliacdo dos niveis de ficolina-1 em controles e pacientes com DC genotipados para
o SNP 152989727 se faz necessaria para um melhor entendimento do impacto dessa variante na
expressdo da proteina.

A associag@o do SNP rs2989727 (¢.-1981G>A)de FCNI com outras doengas infecciosas
e inflamatorias foi observada previamente. O risco para inicio precoce da colonizagdo cronica pela
bactéria Pseudomonas aeruginosa na fibrose cistica foi associado ao alelo G (HAERYNCK et al,
2012;), enquanto o alelo A parece conferir prote¢@o contra a febre reumaética, e suscetibilidade a
estenose valvar e insuficiéncia mitral nesses pacientes (CATARINO et al. 2018), bem como, a
artrite reumatoide (VANDER CRUYSSEN et al., 2007)

Estudos anteriores, empregando a mesma coorte de pacientes com DC cronica, observaram
menor concentracdo de ficolina-2 associada a estagios mais graves de CCC (LUZ et al, 2013), e
de ficolina-3 a insuficiéncia cardiaca chagésica (LIDANI et al., 2021), possivelmente devido ao
consumo frente a resposta a infec¢ao e processos inflamatérios relacionados a DC cronica. Esses
resultados, somados ao obtido no presente estudo, indicam um duplo papel das ficolinas,

promovendo a defesa do organismo contra a infec¢do pelo 7. cruzi, bem como, favorecendo
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ativagdo local do complemento levando a dano no miocéardio (LUZ et al., 2013; LIDANI et al,,
2017, PROHASZKA et al 2013).

Os SNPs 1517039495 (c.-399G > A) e rs10858293 (c.+33T > G) de FCNI, ja foram
associados a outras doengas infecciosas (CATARINO et al. 2018, BOLDT et al., 2013), entretanto,
parecem nao estar associados a DC ou suas formas clinicas. A analise dos polimorfismos estudados
resultou em cinco haplotipos (GGG, AGT, AGG, GAT e AAT) em pacientes e quatro (GGG, AGT,
AGG e AAT) nos controles. No entanto, ndo foi encontrada diferenca significativa na analise dos
haplotipos entre os grupos avaliados (Tabela 10).

Este estudo apresenta algumas limita¢des, como a falta de quantificagdo sérica de ficolina-
1 em controles e pacientes. Além disso, a suposi¢do de um possivel impacto na expressdo génica
e niveis de ficolina-1 devido ao alelo G do SNP rs2989727 foi baseado em dados de expressdo
génica da base GTEx (https://gtexportal.org/home/) e, portanto, deve ser comprovado
experimentalmente em uma coorte de pacientes. Além disso, a avaliagdo de variantes de FCN/ e
sua intera¢do com polimorfismos de FCN2 e FCN3 ainda néo foi realizada e deve acrescentar um

melhor entendimento sobre a atuagdo das ficolinas na DC.
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TABELA 10. Frequéncia de gendtipos, alelos e haplotipos de FCNI e suas associagdes com a
DC cronica e suas formas clinicas.

dbSNP Contro Pac Sm‘tom In‘determ Cardi D}gest (‘jard‘lod Expressio
les atico inada aca iva |igestiva | mRNA
Pacientes x . Sintomatica x
N=210 | N=20 N=10 NES Controles CiinlincaHControle Controle
N=153 | N=47 N=20| N=29
(%) 0 4 (GTEx)
OR [ 95% OR [ 95% OR [ 95%
52989727 (c.-1981G>A) P value él] | P value ([:1] * | P value él] ’
OR 1,82 OR 2,16 OR 2,05
G/G 34 54 41 13 27 4 10 0.13 0,010* 0.012*
(1,10-3,03) | 0.013* | (1,18-3,97) (1,17-3,59)
(p=0.0000 - -
AG 99 92 70 22 51 10 10 2) 0,091 - 0,065 i 0,052+ i
0,0318* S ®
wa | 7| 54| a2 2 |26 | 6 9 | emsr [PB18 - Gizs Gozrs
Ak = Ak &
A 253 200 154 46 103 22 28 - - = = " s
G 167 | 200 | 152 48 105 | 18 30 0004 | ORLP | gpps | ORLS 40 | OR LS
i ’ (1,14-1,99) ) 1,10-2,16) | (1,11-2.03)
rs17039495 (c.-399G>A4)
G/G 207 181 138 43 91 18 29 0.057* - 0,056% R 0,103* =
AG 3 19 15 4 13 2 0 R - = . - - -
A4 0 0 0 0 0 0 0 - = . = - =
G 417 381 291 90 195 38 58 - 0,070 - 0,058 R 0,082 R
A 3 19 15 4 13 2 0 - - - R
rs10858293 (c.+33G>T)
G/G 89 101 78 23 50 10 18 0.2 0,209% - 0,582% R 0,260% R
(p=2.7e-
G/T 100 85 63 22, 46 8 9 0,294%** -
11) ’ 0,544%** - 0,580%* -
0,113** 0,398** 0,111%**
T 21 14 12 2 8 2 2 em ST ’ N - ’ A ’ N
G 278 287 219 68 146 29 45 - 0.096 - 0,321 R 0,125 B
T 142 113 87 26 62 12 13 - - -
Haplot| n=420 |n=400| n=306 n=9% [n=208| n=40 [ n=58
GGG 167 183 139 44 94 16 29 0,090 - 0,198 R 0,129 R
AGG 111 104 80 24 52 12 16 0,936 R 0,772 R 1.000 R
GAT 0 17 13 4 11 2 0 0,119 R 0,140 R 0,202 R
AAT 3 2 2 0 1 0 0 1,000 - 1,000 R 1,000 R

DC: Doenga de Chagas. ST: Sangue total. *Modelo genético codominante, **modelo genético dominante, ***modelo genético
recessivo. Os valores de P foram obtidos por andlise de regressdo logistica e considerados significativos apés corregfio de
Bonferroni quando p<0.016 N- nimero de individuos; n- niimero de cromossomos. ® nfio satisfez o limiar de Bonferroni.
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO - ANALISES DO GENE EDNI

Apesar de existirem estudos relacionando a endotelina-1 com a DC, a fung¢do do gene
EDNI no processo da doenga ainda ndo foi completamente esclarecida. Neste contexto, esta
pesquisa € pioneira na avaliagdo da associagdo de polimorfismos genéticos da DN/ com a DC.

Um fragmento do gene £DN/ (intron 2 e exon 3) foi sequenciado pelo método Sanger,
possibilitando a analise dos SNPs rs10478718, rs10478720, rs1800543, no intron 2, ¢ o SNP
r$5369 (exon 3). Os alelos, gendtipos e haplotipos dos SNPs citados foram verificados em 160
pacientes com DC cronica. A distribuig¢do genotipica dos SNP de EDN/ foi avaliada e se mostrou
de acordo com o modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando que a amostragem de
pacientes foi aleatéria e refletiu a estrutura populacional real a que os mesmos pertencem. A

frequéncia de genotipos e alelos estdo detalhados na Tabela 11.

TABELA 11. Frequéncia de genétipos e alelos de EDN/.

SNP TOTAL A B C D Dig Cardiodig
N 160 67 32 11 10 16 24
rs10478718 (C>T)
c/C 91.25% 95.5% 93.75% 63.6% 90.0% 87.5%  91.7%
c/T 8.75% 4.5% 6.25% 36.4% 10.0% 12.5%  8.3%
/T 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0%
6, 95.6% 97.8% 96.9% 81.8% 95.0% 93.75%  95.8%
g 44%  22% 3.1% 182% 5.0% 625%  42%
rs10478720 (C>T)
c/c 96.25% 97.0% 93.75% 100.0% 90.0% 93.8%  100.0%
c/T 3.75% 3.0% 6.25% 0.0% 10.0% 6.3% 0.0%
/T 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
& 98.1% 98.5% 96.9% 100.0% 95.0% 96.9%  100.0%
r 19% 15% 3.1% 0.0% 5.0% 3.1% 0.0%
rs1800543 (T>C)
c/c 3.1% 3.0% 94% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
/T 29.4% 35.8% 28.1% 9.1% 20.0% 18.8%  33.3%
/T 67.5% 61.2% 62.5% 90.9% 80.0% 81.3%  66.7%
a 17.8% 20.9% 23.4% 4.5% 10.0% 9.4%  16.7%
r 822% 79.1% 76.6% 95.5% 90.0% 90.6%  83.3%
rs5369 (A>G)
G/G 76.3% 85.1% 71.9% 54.5% 70.0% 87.5%  62.5%
G/A 23.1% 14.9% 28.1% 45.5% 30.0% 12.5%  33.3%
A/A 0.6% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 4.2%

G 87.8% 92.5% 85.9% 77.3% 85.0% 93.8% 79.2%
A 122%  7.5% 14.1% 22.7% 15.0% 6.3% 20.8%
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Observamos resultados significativos nas analises de associacdo do SNPs rs10478718
quando comparados os grupos assintomaticos cardiacos (A+B) com os grupos sintomaticos
cardiacos (C+D) (p<0,005; OR [IC 95% ) da DC, a associagdo se manteve significativa quando
analisamos o grupo assintomatico cardiaco B em relag@o aos grupos sintométicos cardiacos C e D
(p=0,049). Além disso, também foi observada associagdo significativa do polimorfismo com a
forma cardiodigestiva (p=0,036; OR 9,96) em relagdo a forma indeterminada da DC, conforme
detalhado na tabela 12.

Neste trabalho, a analise do SNP rs5369 mostrou associacdo com a forma clinica
cardiodigestiva (p=0.013; OR 4,43) da DC quando comparado com o grupo A (forma
indeterminada). O SNP 5369, localizado na regido codificante do gene (exon 3), ja foi associado

a asma e a hipertensao arterial sistémica (ZHU et al., 2008; TOBE et al, 2011).

TABELA 12. Associagdes EDN1 com as formas clinicas e estadiamento da DC crénica.

‘ SNP MODELO A+B vs C+D Bvs C+D A vs Cardiodig
‘ N Pvalue  OR[ 95%CI]  Pvalue OR[ 95%CI]  Pvalue OR[ 95%CI]
1 rs10478718 (C>T)
cre 55_CC _rs10478718 (C>T) (CC I, CT/TT0)  p<0.005  0.13[0.03-0.54] p=0.049  0.16[0.28-0.99] p=0.036 0.10[0.01-0.86]
cr 55_TG_rs10478718 (C>T) (TG 1, CC/TT0)  p<0.005 7.88 [1.85-33.58] p=0.049  6.03 [1.01-36.19] p=0.036 9.96 [1.16-85.25]
T - - - - - - -
C
‘ T
| 1s5369 (A>G)
G/G 525_GG_rs5369 (A>G) GG-1, AA+GA 0 - - - - p=0.036 0.25[0.07-0.91]
G/A 525 _GEN 55369 (A>G) GG-0, GA-1, AA-2 - - - - p=0.013 4.43[1.37-14.42]
A/A 525 REC rs5369 (A>G) AA+GA-1, GG-0 - - - - p=0.036 3.93 [1.09-14.18]
| G a - a - B
[ A

Nao foram observados resultados significativos na avalia¢do de associagdes dos demais
SNPs (rs10478720 e rs1800543) de DN/ estudados. No entanto, o rs1800543 do gene EDN1 foi
previamente associado aos niveis circulantes de metabolitos estaveis do oxido nitrico (nitrito e
nitrato - NOx) em mulheres. Os niveis de NOx por sua vez foram associados a mortalidade
cardiovascular, sendo indicado como potencial fator de risco resultando no desequilibrio de

mediadores vasoativos que contribuem para o desenvolvimento de manifestacSes clinicas da

aterosclerose (GUMANOVA et al., 2019).

A andlise dos polimorfismos estudados resultou em cinco haplétipos, CCTG, CCCQG,
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CCTA, TCTA e CTTG. O haplotipo TCTA foi significativamente associado as formas
sintomaticas cardiacas (p<0,005; OR 7,80) e a forma cardiodigestiva da DC (p=0,036; OR 9,96)

(Tabela 13).

TABELA 13. Frequéncia de haplotipos de DN/ e associagdo com a DC cronica e formas clinicas.

Haplétipos  Total A B C D Dig Cardiodic A+Bvs C+D Bvs C+D A vs Cardiodig
P OR[95% P OR[95% P OR [ 95%
value CI] value CI] value CI]

CCTG  68.1% 70.1% 59.4% 72.7% 70.0% 813% 62.5% - - - - - -
CCCG 175% 20.1% 23.4% 45% 10.0% 94% 167% - - - - = -

CCTA 8.1% 6.0% 109% 4.5% 10.0% 0.0% 16.7% - - - - - -
p<  7.80[1.83- p= 9.96[L.16-

TCTA 44% 22% 3.1% 182% 50% 63% 42% 0005 33.16] 5 . 0.036  85.25]
CITG 19% 15% 3.1% 0.0% 5.0% 3.1% 0.0% 5 - = - 5 -

Considerando que niveis aumentados de endotelina-1 foram verificados em pacientes com
cardiomiopatia chagésica grave (PENGUE et al, 2019), sugere-se que os polimorfismos
rs10478718 e rs 5369 no gene LDN e a presenga do haplotipo TCTA atuam como fatores de risco
para o desenvolvimento das formas sintomaticas cardiacas da DC, provavelmente afetando a
expressdo genética e concentracdo da EDN-1 que por sua vez atua no endotélio e na patogénese
da cardiomiopatia chagésica ativando vias de inflamagdo e estimulando a fibrose através dos
cardiomidcitos (CORRAL et al., 2013). Entretanto, para melhor entender os mecanismos

envolvidos, € necessario realizar a dosagem soroldgica da EDN-1 e avaliar a relagdo entre os SNPs

estudados e a expressdo do peptideo no soro.

6 CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo a avaliar o impacto de polimorfismos nos genes FCN/ e EDNI na
DC. Nossos resultados sugerem que o alelo G do SNP rs2989727 (c.-1981G>A) da regido
promotora de FCN/ seria um fator de risco para a DC cronica, bem como a presenca de
manifestagdes clinicas sintomaticas da doenga, especialmente a forma cardiaca. O alelo G

provavelmente afeta a expressdo génica contribuindo para o sucesso da infeccdo pelo 7. cruzi e a
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progressdo para as diferentes formas clinicas da doenga.

As analises, relacionadas ao gene DN/, demonstraram que os polimorfismos rs10478718
e 155369 estdo associados as formas cardiacas sintomaticas e a forma cardiodigestiva da DC,
respectivamente. O haplotipo TCTA do gene DN/ também foi associado as formas cardiacas

sintomaticas (grupos C e D) e com a forma cardiodigestiva da doenga.

PERSPECTIVAS

Hé mais de 20 anos, o grupo de pesquisa do Laboratorio de Imunopatologia Molecular,
situado no Hospital de Clinicas da UFPR (HC-UFPR) e chefiado pela profa. Dra Iara Messias
Reason, trabalha em parceria com o ambulatorio de Chagas do Hospital de clinicas da UFPR,
buscando identificar informagdes relevantes que possam beneficiar e auxiliar no acompanhamento
dos pacientes do ambulatério de doenga de Chagas. Uma das linhas de pesquisa ¢ a identificacdo
e avaliagdo de possiveis marcadores biologicos em doencas infecciosas. O gene FCN/ foi
anteriormente investigado pelo nosso grupo de pesquisa na febre reumatica (Catarino et al., 2018),
entretanto este foi o primeiro trabalho a investigar associa¢do da DC e os polimorfismos descritos
do genes FCNI e da EDN/ em pacientes com a DC cronica. Neste contexto, os resultados
apresentados nesta pesquisa contribuem para elucidar a fisiopatologia da DC.

Ha perspectivas de continuidade desta pesquisa, com a quantifica¢do dos niveis séricos de
ficolina-1 e endotelina-1 por meio de ensaio de imunoadsorg¢ao enzimatica (ELISA — Enzyme-liked
Immunosorbent Assay) em pacientes e controles avaliados no presente estudo. Assim, permitindo
confirmar o impacto dos polimorfismos estudados nos genes DN/ e FCNI nas respectivas

concentracdes séricas de endotelina-1 e ficolina-1 nas diferentes formas clinicas da DC.
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