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Associagdo do gene MICA com a doenga de Chagas em uma populagdo do Sul
do Brasil

RESUMO

A doenca de Chagas € uma antropozoonose frequente nas Américas, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi e descrita como a mais grave doenga parasitiria na América Latina, com
impacto socioecondmico consideravelmente maior do que os efeitos combinados de todas as
outras infec¢des parasitdrias. Este estudo investigou a associagdo do gene MICA (do inglés,
major histocompatibility complex class I chain-related genes A) na susceptibilidade e/ou
resisténcia a doenga de Chagas numa populagdo da regido sul do Brasil. Cento e setenta e um
(171) pacientes chagasicos cronicos e 159 controles saudaveis participaram deste estudo. A
genotipagem dos alelos MICA e HLA-B foi realizada a partir do DNA gendmico por PCR-
SSOP (polymerase chain reaction - sequence-specific oligonucleotide probing). As
frequéncias alélicas, haplotipicas e as comparacOes estatisticas entre os grupos foram
calculadas e os resultados foram significativos para o alelo MICA*007, que estava mais
frequente no grupo controle do que em pacientes (0,3 vs. 2,8%, P = 0,015; OR =0,10; IC 95%
= 0,002-0,74; Pc = 0,18). Em pacientes com cardiopatia (N=44), MICA*008 estava mais
frequente em relacdo aos pacientes sem cardiopatia (N=85) (35,2 vs. 21,8%; P = 0,029; OR =
1,95; IC 95% = 1,10-3,46; Pc = 0,522) e ao controle (35,2 vs. 23,0%; P = 0,028; OR = 1,82;
IC 95% = 1,09-3,03; Pc = 0,504). O haplétipo MICA*008_HLA-B*08 apresentou uma
frequéncia mais elevada em pacientes em relagao ao controle (7,0 vs. 1,6%; P = 0,028; OR =
4,69; 1C 95% = 1,14-30,25; A’ = 0,6517, P = 0,07). Em conclusdo, nossos dados sugerem que
MICA*007 esta ligado a protecdo contra a doenca de Chagas, enquanto que o haplétipo
MICA*008_HLA-B*08 esta associado a susceptibilidade e, que MICA*008 tem influéncia no
desenvolvimento da cardiopatia chagésica cronica. Desta forma, este estudo pode servir para a
compreensdo dos mecanismos imunopatolégicos que estdo associados ao gene MICA e ao

desenvolvimento da cardiopatia chagasica cronica.

Palavras-chave: Gene MICA. Polimorfismo genético. Doencga de Chagas.



Association of MICA gene with Chagas’ disease in a population from Southern
Brazil

ABSTRACT

Chagas disease is a frequent anthropozoonosis of the Americas, caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi and described as the most serious parasitic disease in Latin America, with
socioeconomic impact considerably larger than the combined effects of all other parasitic
infections. This study investigated the association of the gene related to the major
histocompatibility complex class I (MICA) in susceptibility and/or resistance to Chagas’
disease in a population in Southern Brazil. 171 patients with chronic Chagas’ disease and 159
healthy controls participated in this study. The genotyping of MICA allele HLA-B was
performed by polymerase chain reaction and sequence specific oligonucleotide probes (PCR-
SSOP). Allele frequencies, haplotype and statistical comparisons between groups were
calculated and the results were significant for allele MICA*007 allele which was more
frequent in the control group than in patients (0.3 vs. 2.8%; P = 0.015, OR = 0.10, 95% CI =
0,002-0.74), In patients with heart disease (N = 44), MICA*008 was more frequent compared
to patients without heart disease (N = 85) (35.2 vs. 21.8%, P =0.029, OR =1.95,95 % = 1.10
to 3.46, Pc = 0.522) and control group (35.2 vs. 23.0%, P = 0.028, OR = 1.82, 95% CI = 1.09
to 3.03; pc = 0.504). The haplotype MICA*008_HLA-B*08 showed a higher frequency in
patients than in control (7.0 vs. 1.6%, P = 0.028, OR = 4.69, 95% CI = 1.14-30,25; A '=
0.6517, P = 0.07). In conclusion, our data suggest that MICA*007 is linked to protection
against Chagas disease, whereas the haplotype MICA*008_HLA-B*08 is associated with
susceptibility, and MICA*008 has influence on the development of chronic heart Chagas’
disease. Thus, this study may serve the purpose of understanding the immunopathological
mechanisms that are associated with MICA gene and the development of chronic heart

Chagas’ disease.

Keywords: MICA gene. Genetic polymorphism. Chagas’ disease.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, ¢ uma antropozoonose grave €
frequente nas Américas, principalmente na América Latina. No entanto, nas ultimas décadas,
devido a mobilidade da populagdo entre a América Latina e o resto do mundo, a doenga tem
sido cada vez mais detectada nos Estados Unidos, Canadd, muitos paises europeus e alguns
paises ocidentais do Pacifico (WHO, 2012). A doencga foi descrita pela primeira vez em 1909,
pelo médico e cientista brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas (CHAGAS, 1909). E
uma doencga endémica causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi e transmitida ao
homem por um inseto vetor hematéfago pertencente a subfamilia Triatominae, conhecido no
Brasil como “barbeiro”, entre outros nomes, dependendo da drea geogriafica (MONCAYO,

2003).

EPIDEMIOLOGIA

Na década de 90, a doenga de Chagas foi classificada pelo Banco Mundial como a
mais grave doenca parasitiria na América Latina, com impacto socioecondmico
consideravelmente maior do que os efeitos combinados de todas as outras infecg¢oes
parasitdrias (DIAS et al., 2002). Neste mesmo periodo, o nimero de individuos infectados era
de 16 — 18 milhdes e 100 milhdes de pessoas consideradas em risco de infec¢do, com uma
incidéncia total estimada de 800.000 novos casos por ano. Atualmente, as estimativas de
prevaléncia da infec¢do estdo progressivamente diminuindo, com um valor atual de

aproximadamente dez milhdes de individuos infectados no mundo e cerca de 25 milhdes em



potencial risco de se tornarem infectadas (DIAS et al., 2002; MONCAYO, 2003; ORTIZ
YANINE, 2006; PISSETTI et al., 2009, WHO, 2012). Esse sucesso é devido as iniciativas
regionais de interromper a transmissao vetorial através da eliminacdo do seu vetor principal,
juntamente com a selecao melhorada de doadores de sangue para reduzir a probabilidade de
transmissao transfusional com a melhor detec¢do e tratamento dos casos congénitos e também
com a migra¢do do homem de areas endémicas rurais para as cidades, onde a probabilidade de

transmissao vetorial € muito baixa (DIAS et al., 2002).

Gragas a um programa coordenado pelos paises do Cone Sul, a transmissdo da Doenca
de Chagas por vetores e através de transfusdes de sangue, foi interrompida no Uruguai no ano
de 1997, no Chile, em 1999 e, em 8 de 12 estados endémicos do Brasil, em 2000
(MONCAYO, 2003). Devido ao sucesso deste programa, a incidéncia de novas infeccdes por
T. cruzi tétm diminuido em mais de 70% em todo o continente. Um controle semelhante foi
adotado nos paises Andinos e da América Central, onde rapido progresso foi registrado para
garantir a interrupg¢ao da transmissao da doenca de Chagas em 2005, conforme solicitado por
uma Resolucdo da Assembleia Mundial de Satde aprovada em 1998. E importante ressaltar
que a prevaléncia e a incidéncia da doenca, bem como a mortalidade, estio em constante
mudanca, devido ao impacto dos programas de controle, a migracdo do homem e mudancgas

nas condicdes socioecondmicas da populagdo (MONCAYO, 2003).

O impacto social da doengca de Chagas pode ser facilmente demonstrado pelo
desaparecimento dos casos agudos e da diminui¢do de novos casos entre as faixas etdrias mais
jovens, bem como a redugdo progressiva da mortalidade e da morbidade em areas controladas.
Em termos econdmicos, a relagdo custo-beneficio entre a intervencao (aplicag¢do de inseticida,
sorologia em bancos de sangue) e a reducdo da doenca de Chagas (em termos de assisténcia
médica, social e melhoria da produtividade) € altamente positiva. Em 2006, a Organizagao
Pan Americana da Sadde/Organizacdo Mundial da Saide (OPAS/OMS) declarou o Brasil
livre da transmiss@o vetorial pelo seu principal agente — o Triatoma infestans, entretanto,
estima-se que, no momento, exista 2.500.000 individuos infectados pelo 7. cruzi [NETO,
2009]. Podemos entdo afirmar que a doenga ndo deixou de existir, pois, enquanto persistirem
0 agente causal, os transmissores vetoriais alternativos e os reservatorios animais domésticos
e silvestres, em associagdo com as condi¢des sécio epidemioldgicas capazes de permitir a
infeccdo humana, ela sempre estard latente (DIAS et al., 2002; MONCAYO, 2003;
JUNQUEIRA JR, 2006).



10

CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi

O T. cruzi apresenta um complexo ciclo de vida que envolve vérias fases de
desenvolvimento e que sdao encontradas em hospedeiros invertebrados e vertebrados, bem
como na corrente sanguinea e dentro de células do hospedeiro vertebrado. Geralmente a
infeccdo humana ocorre através da inoculacdo das formas infectantes do parasito através da
mucosa ocular ou pele lesionada apds a picada do inseto. Outros mecanismos menos
frequentes, mas também importantes de infeccdo sdo a transfusdo de sangue, transmissdao

congénita, transplantes de 6rgdos, via oral e acidentes de laboratério (SOUZA et al., 2010).

Sob condi¢des naturais, o ciclo de vida do 7. cruzi alterna entre um hospedeiro
invertebrado da familia Reduviidae e, um hospedeiro vertebrado, que pode ser qualquer
espécie de mamifero de diferentes ordens. A distribuicdo geogréfica dos triatomineos e dos
hospedeiros vertebrados estd associada as preferéncias dos insetos para fontes especificas de
sangue e define qual serd dos dois ciclos de transmissdao do 7. cruzi: um ciclo silvestre,
envolvendo diferentes espécies de insetos e animais selvagens e um ciclo doméstico/
peridoméstico em que os animais domésticos € os seres humanos servem como reservatorios

(MACEDO et al., 2004).

Apo6s a picada do triatomineo, as formas tripomastigotas eliminadas nas fezes e urina
do inseto, durante ou logo apds o repasto sanguineo, penetram no local da picada e invadem
as células no local da inoculacdo (por exemplo, fibroblastos, macréfagos e células epiteliais).
Uma vez dentro do citoplasma, as formas tripomastigotas se transformam na forma replicativa
amastigota, que entdo se multiplica por divisdo bindria simples e se transforma novamente em
tripomastigotas antes da lise celular. Posteriormente, ocorre a liberagdo de centenas de
tripomastigotas que invadem novas células e que através de repetidos ciclos se espalham pelo
sangue e tecido (Figura 1). Os macréfagos t€m um importante papel na resposta imune inicial
e também na dissemina¢do do parasito, pois essas células carregam os parasitos para outros

orgaos e tecidos (NEVES et al., 2003; SOUZA et al., 2010).



CICLO DO Trypanosoma cruzi
'EM TRIATOMINEOS

Diferenciagao para formas
tripomastigotas metaciclicas

t
e

leeragao das formas

tripomastigotas metaciclicas I

junto com as fezes e a urina
do triatomineo durante o B
repasto sanguinec "y

se difundem,

Tripomastigotas sanguineos

correntes sanguinea e

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de
inoculacio

através das

Conversac para forma

linfatica, infectando outras
células e novamente se

transformando em
amastigotas intracelulares

epimastigota e multiplicacao
na por¢do media do intestino

Apos penetrarem nas células,
os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
e se multiplicam

<

Amastigotas intracelulares se
transformam em
tripomastigotas @, com o
rompimento das células,
entram nas correntes
sanguinea e linfatica

Ingestio de formas ‘ . : g
tripomastigotas sanguineas Triatomineo se alimenta de
pela vetor sangue do homem e de

outros mamiferos

Figura 1. Ciclo de vida do T. cruzi mostrando as varias formas do protozodrio em
invertebrados (triatomineos) e hospedeiros vertebrados (mamiferos).

Fonte: Instituto de Comunicacao e Informagao Cientifica (ICICT/Fiocruz)

http://miriamsalles.info/wp/wp-content/uploads/ciclotrypanosomacruzi.j

CARACTERISTICAS E MANIFESTACOES CLINICAS

A doenga humana tem uma apresentagao clinica varidvel e € dividida nas fases aguda e
cronica. A fase aguda aparece logo apds a infeccdo e caracteriza-se por uma parasitemia mais
elevada. Esta fase dura geralmente de 6 a 8 semanas, podendo ocorrer morte do hospedeiro,
principalmente em criancas, mas, comumente transcorre sem sintomas aparentes. Em geral as
manifestacdes clinicas quando ocorrem sdo representadas por febre, edema localizado e

generalizado, poliadenia, hepatomegalia, esplenomegalia e, as vezes, insuficiéncia cardiaca e
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perturbagdes neuroldgicas. No entanto, a maioria dos pacientes infectados recupera um estado
de sadde aparente quando desenvolve uma resposta imune eficaz, diminuindo assim a
parasitemia. A maioria dos pacientes entra numa fase cronica da infec¢do em que nenhum
dano aos 6rgaos pode ser demonstrado pelos métodos padrao de diagndsticos clinicos atuais e
a infec¢@o s6 pode ser verificada por testes sorolégicos ou parasitolégicos. Essa fase cronica
da doenca € assintomadtica e chamada de forma indeterminada e, atualmente, a maioria dos
pacientes encontra-se nesta fase (MONCAYO, 2003; NEVES et al., 2003; MACEDO et al.,
2004).

Apo6s vérios anos do inicio da fase cronica assintomatica, 20 a 35% dos individuos
infectados desenvolvem manifestagdes clinicas decorrentes de alteracdes cardiacas e/ou
digestivas, conhecidas como as formas clinicas cardiaca, digestiva e mista, isto devido ao fato
de mudar inteiramente a fisionomia anatdmica do miocérdio e do tubo digestorio (es6fago e
cOlon, principalmente). Aproximadamente, 25% dos pacientes desenvolvem sintomas
cardiacos que podem levar a insuficiéncia cardiaca cronica e morte subita, 6% desenvolvem
danos ao sistema digestorio, principalmente, megaesdfago e megac6lon e, 3% podem
apresentar o comprometimento do sistema nervoso periférico. Na forma cardiaca, o principal
fato clinico € a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e, isto se deve a diminui¢do da massa
muscular que se encontra muito destruida, entre outras alteracdes. A forma digestiva &
caracterizada pela formacao dos megas, onde aparecem alteracdes morfolégicas e funcionais
importantes, como por exemplo, a falta de coordenacdo motora (aperistalse, discinesia),
caracterizando o megaesdofago e megacdlon (MONCAYO, 2003; NEVES et al., 2003;
MACEDO et al., 2004; BRENER, 1987).

No Brasil, a forma indeterminada é a mais comum (60-70%), seguida pelas formas
cardiaca (20-30%) e digestiva (8-10%); a forma mista da doenca € menos frequente. A doenca
de Chagas representa a primeira causa de lesdes cardiacas em jovens e adultos
economicamente produtivos, em paises endémicos da América Latina (MONCAYO, 2003;

MACEDO, 2004).

IMUNOPATOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS
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Os fatores que influenciam o varidvel curso clinico da doenca ainda ndo foram
elucidados, mas € provavel que a variabilidade genética e uma combinacdo de fatores
ambientais, nutricionais e imunoldgicos, possam estar relacionados tanto ao parasito quanto
ao hospedeiro, podendo ser os responsdveis pela patogénese da fase cronica da doenca
(MACEDO et al., 2004; PISSETTI et al., 2009). Dentre os fatores relacionados ao

hospedeiro, a resposta imunoldgica desperta um interesse especial.

A infeccdo com o T. cruzi pode ativar multiplas vias do sistema imune inato e
adaptativo do hospedeiro. Durante as fases iniciais da doenca, o contato com as formas
tripomastigotas do 7. cruzi favorecem a sintese de moléculas reguladoras e efetoras do
sistema imune, tais como citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico. Durante a fase aguda da
infeccdo, a presenca do parasita induz um rapido aumento na produgdo, maturagio e ativacao
de mondcitos e macréfagos na tentativa de controlar a sua replicagcdo. A interagcdo do 7. cruzi
com macrofagos e outras células envolvidas na resposta imune inata € mediada por receptores
especificos de reconhecimento de padrdes do patégeno, como os receptores Toll-like (TLRs).
Estes receptores sdo ativados por moléculas presentes na superficie do patégeno e induzem a
sintese de vdrias citocinas pro-inflamatdrias, tais como a interleucina 6 (IL-6), fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) e IL-12. A interacdo de citocinas, macréfagos e outras células
do sistema imune inato sdo essenciais para a evoluc¢do da infec¢ao e permite a eliminagao do
microrganismo numa fase precoce ou orienta O organismo para uma resposta imune

adaptativa (REZENDE-OLIVEIRA et al., 2012).

A ativacdo da resposta imune inata durante o inicio da doenga de Chagas, através do
recrutamento de células NK (CD16 *CD56°) e da ativagdo de mondcitos, pode ser uma ponte
importante entre eventos imunoldgicos inatos e adaptativos no inicio da infec¢do por 7. Cruzi
(SATHLER-AVELAR et al., 2009). Durante a infeccdo experimental com 7. cruzi, as células
NK tém emergido como uma importante populacdo de células associadas com a defesa contra
a propagacao da infec¢do parasitiria. Modelos experimentais mostraram que antigenos
derivados do T. cruzi sdo capazes de ativar as células NK antes do desenvolvimento da
imunidade mediada por células T (BRENER; GAZZINELLI, 1997). O mecanismo cldssico
proposto para a fase aguda da infec¢do envolve a sintese de IL-12 por macréfagos, a qual
induz a sintese de IFN-y por células NK. Esta citocina, por sua vez, aumenta a sintese de IL-
12 e TNF-a, bem como a produgdo de 6xido nitrico por macréfagos e mondcitos que

contribuem para a eliminagdo do parasito (SATHLER-AVELAR et al., 2009).
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No entanto, a ativacdo descontrolada das células NK e de mondcitos pré-inflamatorios
pode também conduzir a danos no tecido, o que leva ao desenvolvimento da doenga cronica
grave. Desta forma, o estabelecimento de mecanismos imunorreguladores é de suma
importancia para controlar a atividade imunoldgica e prevenir os efeitos deletérios associados
a estimulacdo excessiva do sistema imunitdrio. Neste contexto, as citocinas produzidas por
estas células podem constituir um mecanismo regulador fundamental (SATHLER-AVELAR
et al., 2009). Apesar do fato da resposta imune adaptativa ser considerada ha anos como o
mecanismo protetor mais importante durante a infeccao cronica da doenca de Chagas, estudos
recentes sugerem a importancia da resposta imune inata como um mecanismo regulador
relevante. Vitelli-Avelar et al. (2005) demonstraram que, apesar de se observar um aumento
na frequéncia das células NK circulantes em todos os pacientes cronicos, o percentual de
subpopulagdes de células NK CD3'CD16"CD56" e CD3'CD16"CD56%™ & particularmente
elevado em pacientes com a forma indeterminada da doenca, sugerindo um possivel papel

protetor destas células no controle da morbidade durante a doenga de Chagas cronica.

As citocinas produzidas por células NK e mondcitos, sdo importantes biomarcadores
da morbidade da doencga. A andlise do perfil de citocinas anti e pré-inflamatérias produzidas
por células NK e mondcitos circulantes t€ém sido relatada. Estudo realizado por Gomes et al.
(2003), demonstrou que os mondcitos de pacientes com a forma indeterminada produzem
mais IL-10 do que os de pacientes portadores da forma cardiaca da doenga, o que sugere que,
estas células desempenham um papel determinante na regulacdo da resposta imunoldgica
durante a doenca de Chagas cronica. Por outro lado, Vitelli-Avelar et al. (2008) observaram
que os pacientes com a forma cardiaca apresentavam maior capacidade de producdo de TNF-
a, sugerindo um papel imprescindivel de mondcitos pré-inflamatérios no desenvolvimento da

forma cardiaca da doenca de Chagas.

Os pacientes que desenvolvem a doenca de Chagas exibem uma variedade de
alteracdes imunoldgicas consistentes com uma resposta imune Thl exacerbada. A infeccao
pelo T. cruzi induz a um desvio da resposta imunoldgica para um perfil pré-inflamatério com
producdo de citocinas tipo Thl e supressdo de citocinas anti-inflamatérias do tipo Th2, como
IL-4, IL-5 e IL-10 (GOMES et al., 2003; CUNHA-NETO et al., 2009). Em pacientes
portadores da forma cardiaca, quando comparados aos pacientes com a forma indeterminada,

o aumento da producdo de IFN-y sugere uma associacdo com a diminui¢do da produgdo de
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IL-10, demonstrando que a IL-10 desempenha um papel significativo no controle da

morbidade da doenca de Chagas (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003).

Os mecanismos imunoldgicos relevantes tanto para resisténcia, como para patogénese
da doenca de Chagas sdao numerosos e envolvem vdrios tipos de células e mediadores do
sistema imune inato e adaptativo do hospedeiro, no entanto, tais mecanismos ainda nao foram

completamente compreendidos, especialmente em seres humanos.

COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC)

O sistema génico HLA (Human Leukocyte Antigen) constitui um subconjunto de genes
do Complexo Principal de Histocompatibilidade ou MHC (do inglés, major histocompatibility
complex) que estd localizado no brago curto do cromossomo seis. O MHC ¢ dividido em trés
regides: classe I, II e III. Os genes de classe I codificam as moléculas classicas de
histocompatibilidade HLLA-A, -B e -C, os genes de classe I ndo cldssicos as moléculas HLA-
E, -F e -G e os genes MIC (MHC class | chain-related genes) relacionados ao HLA,
codificam as moléculas MICA e MICB; os de classe II as moléculas classicas HLA-DR, -DQ
e -DP. Os genes de classe III, embora estejam incluidos dentro do MHC, nao codificam
moléculas de histocompatibilidade, e sim outras moléculas, tais como, as proteinas C4 e C2
da via cléssica e o fator B da via alternativa do complemento, os fatores de necrose tumoral
(TNF-a e TNF-B), a proteina de choque térmico (Hsp 70) e as enzimas 21-hidroxilase
(RAMMENSEE; BACHMANN; STEVANOVIC, 1997; HORTON et al., 2004).

Os genes polimorficos de classe I e II codificam dois grupos de proteinas
estruturalmente distintas, porém homdlogas. As moléculas de classe I apresentam os
peptideos para as células T CDS8* que sdo por estas reconhecidas, estas moléculas sdo
expressas na superficie de todas as células nucleadas e plaquetas; e, as moléculas de classe I,
presentes principalmente na superficie de células especializadas na apresentacdo de antigenos,
tais como as células dendriticas, os macrofagos e linfocitos B, apresentam os peptideos para

as células T CD4* (RAMMENSEE; BACHMANN; STEVANOVIC, 1997). Estas moléculas
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estdo relacionadas no reconhecimento de antigenos proprios e exdgenos e, consequentemente,

na regulacdo da resposta imunitaria.
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Figura 2. Mapa genético do MHC. Os genes HLA cléssicos estdo representados em
vermelho, os genes HLA ndo cldssicos em verde, os pseudogenes em amarelo e os genes em
rosa, azul e turquesa sao genes relacionados com HLA.

Fonte: Site do Instituto Anthony Nolan Trust Histocompatibility Laboratories

http://hla.alleles.org/alleles/index.html

No mesmo cromossomo seis, dentro da regido de classe I do MHC, pr6ximos aos
locos HLA-B e HLA-C, estdo localizados os genes funcionais MICA e MICB (do inglés,
major histocompatibility complex class I chain-related genes A and B), sendo que, 0s outros
cinco membros da familia MIC, MICC-MICG, sao pseudogenes (BAHRAM et al., 1994;
LEELAYUWATet al., 1994) (Figura 2). A estrutura do gene MICA estd representada na
Figura 3, ela ¢ semelhante a das moléculas de classe I cldssica e consiste de 6 éxons que
codificam uma glicoproteina de superficie celular, com trés dominios extracelulares (al-a3)

(codificados pelos éxons 2, 3 e 4, respectivamente), um segmento transmembrana (codificado
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pelo éxon 5) e uma cauda citoplasmdtica carboxi-terminal (codificada pelo éxon 6)

(BAHRAM et al., 1994, GROH et al., 1996).

L al a2 a3 T™M CY/3'UT
— H—M———a MICA
L CY3'uT
2 kb
HH—HHO MHC-I

Figura 3. Organizacdo éxon-intron de MICA em comparagdo com a estrutura de genes
MHCde classe 1. As caixas sombreadas em preto indicam os éxons. L: sequéncia lider; a1-a3:
dominio extracelular; TM: regido transmembrana; CY: cadeia citoplasmdtica; 3’UT:
sequéncia nao traduzida na extremidade 3’.

Fonte: Bahram, S. et al. A second lineage of mammalian major histocompatibility complex class I genes.
Proceedings of The National Academy of Sciences of the United States of America, v. 91, p. 6259-6263,
1994.

A expressdo de MICA € induzida em resposta ao estresse celular em muitos tipos de
células, incluindo epitélio, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, € mondcitos
(BAHRAM et al., 1994; STEPHENS, 2001;ZWIRNER et al., 1998; ZWIRNERet al., 1999).
As moléculas MICA sao reconhecidas pelos linfécitos Tyo, linfocitos Tap CD8+ e células
NK, através de seus receptores NKG2D presentes em suas superficies em associacdo com a
molécula DAP10, uma proteina adaptadora de membrana (BAUER et al., 1999; PARDOLL,
2001). Este complexo NKG2D-MICA (Figura 4) ativa a fosforilagao dos residuos de tirosina
da molécula DAP10, desencadeando uma cascata de sinalizagdo celular que termina com o
processo de lise celular da célula-alvo (PARDOLL, 2001). Entretanto, um estudo realizado
por Steinle et al. (2001) demonstrou que a alteragdo de um tnico aminodcido, uma metionina
para uma valina, na posi¢do 129 do dominio da cadeia pesada o 2, categoriza os alelos MICA
em forte (MICA-129met) e fracos (MICA-129val) ligantes do receptor NKG2D, muito

provavelmente afetando a ativacdo das células NK.
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NKG2ZD-B

Figura 4. Estrutura do complexo NKG2D-MICA a) Diagrama em fitas do complexo MICA-
NKG2D (vista lateral), b) Diagrama em fitas do complexo MICA-NKG2D (vista de cima).

FONTE: LI, P. et al.Complex structure of the activating immunoreceptor NKG2D and its MHC class I-like
ligand MICA. Nature Immunology, v. 2, n. 5, p. 443-451, 2001.

Recentemente, varios estudos de polimorfismos unicos de nucleotideos (SNPs, do
inglés, single nucleotide polymorphisms) foram realizados na busca de associagdes com
doengas. Eles sdo considerados a mais abundante fonte de variacdo no genoma humano. A
associacdo de SNPs com fenétipos de doengas humanas tem grande potencial para a aplicacdo
clinica direta e, pode fornecer novos e mais precisos marcadores genéticos para fins de
diagnéstico e prognéstico (SUH; VIJG, 2005). A maior parte da diversidade alélica de MICA
provavelmente é devida a mutacdes de ponto seguidas por recombinagdo, uma vez que muitos

desses alelos diferem um do outro por um tnico nucleotideo.

O mais polimérfico gene de classe I ndo classico, MICA, tem 84 alelos identificados
até o momento e divulgados pelo banco de dados IMGT/HLA (MICA*001-MICA*071,
http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html, acesso em 04/03/2013), sendo um ndmero de 76

N

alelos referentes a tipagem dos éxons 2-4 do gene que codificam os trés dominios
extracelulares da molécula MICA. MICA possui também um polimorfismo microssatélite no
éxon 5 que codifica a regido transmembana, conhecido como repeti¢des curtas em tandem

(STR). Este polimorfismo € constituido por trincas de nucleotideos GCT, que resulta em uma
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sequéncia de polialaninas de tamanhos varidveis, designadas como A4, A5, AS5.1, A6, A9
[MIZUKI et al., 1997], A7 [RUEDA et al., 2002], A8 [GAMBELUNGHE et al., 2006] e A10
[PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2000].

O alelo AS5.1 difere do AS pela insercdo de um nucleotideo guanina apds a segunda
repeti¢do GCT (GGCT), levando a uma mudanca da matriz de leitura que causa um cédon de
término prematuro dentro do éxon, o qual codifica o dominio transmembrana resultando em

uma forma soldvel da proteina (MIZUKI et al., 1997).

Virios estudos de associacdo analisaram a diversidade MICA em algumas doencas,
como artrite reumatéide (MOK et al., 2003), espondilite anquilosante (AMROUN et al.,
2005), doenca de Behcet (MIZUKI et al., 1997), periodontite cronica (FOLWACZNY et al.,
2010), hanseniase (SACRAMENTO et al., 2011), tuberculose (SOUZA et al., 2012),
esquistossomose (GONG et al., 2012), cancer de mama (VALLIAN et al., 2010), hepatite C e
B (KARACHI et al., 2004), entre outras. O polimorfismo do gene MICA pode estar
envolvido na susceptibilidade a diversas doencas, porém, foi sugerido que esta associagcao

pode ser secunddria, devido ao forte desequilibrio de ligacdo com alelos HLA-B.

A caracterizagdo de genes de susceptibilidade e suas mutacdes tem implicacdes
importantes, ndo s6 para uma melhor compreensido da patogénese da doenca, mas também
para o controle e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para doencas infecciosas

(MARQUET; SCHURR, 2001).

JUSTIFICATIVA

Na doenca de Chagas, sdo inimeros os fatores que atuam direta ou indiretamente no
aparecimento das lesdes produzidas pelo T. cruzi. Alguns sdo devidos ao parasito, outros sao
inerentes ao hospedeiro, tais como a constituicio genética e a resposta imunitdria. Isso
demonstra, a exemplo de outras doengas parasitdrias, que também na doenca de Chagas, os
mecanismos pelos quais o 7. cruzi determina as lesdes devem ser multifatoriais e que deles
depende o aparecimento ou ndo das formas anatomoclinicas da doenca: forma indeterminada,

cardiaca e digestiva, além da forma mista. Sabendo-se que, a variabilidade genética
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juntamente com a resposta imunoldgica podem ser responsdveis pela patogénese da fase
cronica da doencga, € de especial interesse a investigacdo de genes de resposta imune, entre

eles o polimorfismo do gene MICA nesses pacientes.

OBJETIVOS

GERAL

Investigar a associacao do gene MICA na susceptibilidade e/ou resisténcia a doenca de

Chagas numa populacdo da regido sul do Brasil.

ESPECIFICOS

Em uma populacdo de individuos com a doenca de Chagas e em uma populacdo

sauddvel da regiao sul do Brasil:

Identificar os alelos do gene MICA;

= Determinar as frequéncias alélicas para o gene MICA;

= Comparar as frequéncias alélicas do gene MICA entre os grupos;

= Verificar o desequilibrio de ligacdo entre os alelos MICA e os alelos HLA-B;

= Verificar a conformidade das propor¢des genotipicas, com respeito as expectativas do

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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RESUMO
A doenca de Chagas € uma antropozoonose frequente nas Américas, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi e descrita como a mais grave doenga parasitdria na América Latina, com
impacto socioecondmico consideravelmente maior do que os efeitos combinados de todas as
outras infec¢des parasitarias. O objetivo deste estudo foi investigar a associacdo entre o
polimorfismo do gene MICA (major histocompatibility complex class I chain-related gene A)
e a susceptibilidade a doenca de Chagas. Cento e setenta e um pacientes foram comparados a
159 controles, do sul do Brasil. A genotipagem dos alelos MICA e HLA-B foi realizada por
PCR-SSOP (polymerase chain reaction - sequence-specific oligonucleotide probing).
MICA*007 foi mais frequente em controles do que em pacientes (0,3 vs. 2,8%, P =0,015; OR
=0,10; IC 95% = 0,002-0,74; Pc = 0,18). Em pacientes com cardiopatia (N=44), MICA*008
estava mais frequente em relacdo aos pacientes sem cardiopatia (N=85) (35,2 vs. 21,8%, P =
0,029, OR = 1,95, IC 95% = 1,10-3,46; Pc = 0,522) e ao controle (35,2 vs. 23,0%, P = 0,028;
OR = 1,82; IC 95% = 1,09-3,03; Pc = 0,504). O haplétipo MICA*008_HLA-B*08 apresentou
uma frequéncia mais elevada em pacientes em relacdo ao controle (7,0 vs. 1,6%, P = 0,028,
OR = 4,69, IC 95% = 1,14-30,25, A’ = 0,6517, P = 0,07). Em conclusdo, MICA*007 esta
ligado a protecdo contra a doenca de Chagas, enquanto MICA*008_HLA-B*08 esta associado
a susceptibilidade e, MICA*008 tem influéncia no desenvolvimento da cardiopatia chagésica

cronica.

Palavras-chave: Alelos MICA, Alelos HLA-B, Cardiopatia chagédsica cronica, Doenca de

Chagas, Polimorfismo genético.

Abreviaturas: HLA-B, human leucocyte antigen-B; HW, Hardy-Weinberg; intervalo de

confianca de 95%, IC 95%. MICA, major histocompatibility complex class I chain-related
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gene A; NK, natural killer; OR, odds ratio; Pc, P corrigido; PCR-SSOP, polymerase chain

reaction - sequence-specific oligonucleotide probing.
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1. Introducao

A doenca de Chagas ¢ uma antropozoonose frequente nas Américas, principalmente na
América Latina. E uma doenga endémica causada pelo protozodrio flagelado Trypanosoma
cruzi e transmitida ao homem por um inseto vetor hematéfago pertencente a subfamilia
Triatominae (Moncayo, 2003). O nimero de individuos infectados na década de 90 era de 16
— 18 milhdes e 100 milhdes de pessoas consideradas em risco de infeccdo. Atualmente, as
estimativas de prevaléncia da infeccdo estdo progressivamente diminuindo, com um valor
atual de aproximadamente dez milhdes de individuos infectados no mundo e cerca de 25
milhdes em potencial risco de se tornarem infectadas (Dias et al., 2002; Pissetti et al., 2009;
WHO, 2012). Em 2006, a Organizagdo Pan Americana da Saide/Organizagdo Mundial da
Satde (OPAS/OMS) declarou o Brasil livre da transmiss@o vetorial pelo seu principal agente
— o Triatoma infestans (Dias et al., 2002; Moncayo, 2003; Junqueira Jr, 2006), entretanto,
estima-se que, no momento, exista 2.500.000 individuos infectados pelo 7. cruzi (Neto,

2009).

A doenca humana tem uma apresentagao clinica varidvel e é dividida nas fases aguda e
cronica. Apos vérios anos (10 a 20 anos) do inicio da fase cronica assintomaética, 20% a 30%
dos individuos infectados desenvolvem miocardiopatia de gravidade variavel, 8% a 10%
apresentam a forma digestiva, caracterizada por dilatacdes do esdfago e/ou célon
(megaesofago e megacdlon, respectivamente) e os demais pacientes apresentam a forma mista
ou cardiodigestiva (Brener, 1987; Dias et al., 1956; Macedo et al., 2004; Moncayo, 2003),
sendo que, a forma cronica cardiaca é a mais grave. Esta forma da doencga apresenta um
amplo espectro de manifestacdes clinicas, que varia de poucos sintomas, geralmente
relacionados a distirbios do ritmo e da condugdo, a miocardiopatia dilatada. As principais
causas de morte em pacientes com a forma clinica cardiaca sdo a insuficiéncia cardiaca,

eventos tromboembdlicos, arritmias graves e morte subita (Prata, 2001; Rassi et al., 2000).
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Algumas moléculas reconhecidas por linfécitos Tyo, linfécitos Tap CD8+ e células
NK (natural killer) sao conhecidas como proteinas MICA (major histocompatibility complex
class I chain-related gene A), as quais interagem com os receptores NKG2D em associacdo
com a molécula DAP10 (Bauer et al., 1999; Pardoll, 2001) e sdo induzidas em resposta ao
estresse celular em muitos tipos de células, incluindo epitélio, fibroblastos, queratindcitos,
células endoteliais, € mondcitos (Bahram et al., 1994; Stephens, 2001; Zwirner et al., 1998;
Zwirner et al., 1999). O gene MICA (major histocompatibility complex class I chain-related
gene A) estd localizado no brago curto do cromossomo 6, préximo aos locos HLA-B e HLA-C
(Bahram et al., 1994; Leelayuwat et al., 1994) e consiste de 6 éxons que codificam uma
glicoproteina de superficie celular, com trés dominios extracelulares (al-03) (codificados
pelos éxons 2, 3 e 4, respectivamente), um segmento transmembrana (codificado pelo éxon 5)
e uma cauda citoplasmatica carboxi-terminal (codificada pelo éxon 6) (Bahram et al., 1994,

Groh et al., 1996).

Até o momento, foram identificados 84 alelos MICA (European Bioinformatic
Institute), sendo um nimero de 76 alelos referentes a tipagem dos éxons 2-4. MICA possui
também um polimorfismo microssatélite, também conhecido como repeticdes curtas em
tandem (STR), no éxon 5. Este polimorfismo é constituido por trincas de nucleotideos GCT,
que resulta em uma sequéncia de polialaninas de tamanhos varidveis, designados como A4,
AS, AS5.1, A6, A9 (Mizuki et al., 1997), A7 (Rueda et al., 2002), A8 (Gambelunghe et al.,

2006) e A10 (Perez-Rodriguez et al., 2000).

O gene MICA foi identificado como candidato associado com a susceptibilidade ou a
progressdo de varias doencas, como artrite reumatdide (Mok et al., 2003), doenca de Behcet
(Mizuki et al., 1997), hanseniase (Sacramento et al., 2011), tuberculose (Souza et al., 2012),

cancer de mama (Vallian et al., 2010), hepatite C e B (Karachi et al., 2004), esquistossomose
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(Gong et al., 2012), entre outras. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a existéncia de
associacao entre os alelos MICA e a doenga de Chagas e sua influéncia no desenvolvimento

da cardiopatia chagasica em pacientes do sul do Brasil.

2. Materiais e Métodos

2.1. Pacientes e controles

Este estudo caso-controle foi realizado com uma populagao do sul do Brasil (regiao de
Londrina e Maringd, localizadas na regido norte/noroeste do estado do Parand, Sul do Brasil:

entre as latitudes 23° 20 - 23° 25’ S e longitudes 51° 08’- 51° 57" W).

Foram selecionados, 171 pacientes portadores da doenca de Chagas cronica, atendidos
pelo Laboratério de Chagas da Universidade Estadual de Maringd e pelo Hospital
Universitdrio da cidade de Londrina. O diagndstico laboratorial para a doenca de Chagas foi
realizado por meio da reacdo de ELISA (ensaio imunoenzimadtico) em soro ou plasma, usando
o ensaio imunoenzimdtico “Chagas” da Abbott Laboratories, seguindo as instru¢cdes do
fabricante e, em casos de fraco reagente, pela técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) no
Hemocentro Regional de Maringd em 2011 e 2012. O diagnéstico cardioldgico foi realizado
através do eletrocardiograma convencional, em repouso, baseado nas alteracdes caracteristicas
da cardiopatia chagdsica, como Bloqueio de Ramo Direito, Bloqueio Divisional Antero-
Superior, Alteracdes Difusas da Repolarizagdao Ventricular e Extra-sistolia Ventricular e
Supra Ventricular. Dos 171 pacientes, foi possivel obter o diagndstico cardioldgico de apenas
129, sendo que, aqueles que apresentaram alteracdes no eletrocardiograma, foram
classificados como pacientes com cardiopatia (N=44) e, aqueles com eletrocardiograma

normal, em pacientes sem cardiopatia (N=85).
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O grupo controle foi composto por 159 individuos sauddveis e ndo relacionados,
conjuge dos pacientes ou doadores de sangue selecionados no Hemocentro Regional de
Maring4, provenientes da mesma area geografica dos pacientes e com diagndstico negativo
para a doenca de Chagas. Os grupos foram pareados de acordo com a idade, género e grupo
étnico, pelo método qui-quadrado com correc¢do de Yates. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringd
(012/2010-COPEP) e apds esclarecimentos, todos os participantes assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.

2.2. Extragdo do DNA

O método de extragdo utilizado foi o salting-out modificado por Cardozo et al. (2009). O
DNA gendomico foi extraido de 250 pL. de buffy-coat obtido a partir de 5 mL de sangue
periférico coletado com EDTA. Apds a hidratacgio do DNA com dgua ultrapura, a
concentracdo e a pureza do material foram determinadas no equipamento NanoDrop 2000

(Thermo Scientific).

2.3. Genotipagem dos alelos MICA e HLA-B

MICA e HLA-B (antigen leucocyte human-B) foram genotipados pela técnica PCR-
SSOP (polymerase chain reaction - sequence-specific oligonucleotide probing) (One
Lambda®, Canoga Park, CA), com leituras no citometro de fluxo LabScan™ 100, pela
tecnologia Luminex e as andlises das genotipagens foram realizadas com o auxilio do

software HLA Fusion, versao 2.0.

2.4. Andlise estatistica
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A partir dos resultados das genotipagens MICA e HLA-B foi possivel, por meio do
software Arlequim, versao 3.11, disponivel em htpp://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3,
calcular as frequéncias alélicas, e, através do método da maxima verossimilhanca, também
incluido no software Arlequim, versdo 3.11, calcular a frequéncia haplotipica. O equilibrio de
Hardy-Weinberg foi avaliado pela comparacao das frequéncias esperadas dos genétipos com
as frequéncias observadas, usando o método descrito por Guo e Thompson (Guo e Thompson

et al., 1992) e o software Arlequim, versao 3.11 (Excoffier et al., 2005).

As comparacdes estatisticas entre os grupos foram realizadas com o software
estatistico OpenEpi: Open Source Epidemiologic Statistics for Public Health, versao 2.3.1
(http://www.openepi.com/OE2.3/Menu/OpenEpiMenu.htm), pelo método qui-quadrado com
correcdo de Yates ou teste exato de Fisher. A determinacdo de odds ratio (OR) e o intervalo
de confianga de 95% (IC 95%) foram calculados de acordo com o método de Woolf, com o
software estatistico OpenEpi, versao 2.3.1, para determinar o risco de desenvolver a doenca

ou forma clinica em individuos portadores de determinados polimorfismos MICA.

A correcao de Bonferroni para multiplos testes foi utilizada para um P corrigido (Pc),
multiplicando o valor de P pelo nimero de alelos determinados. Os valores de P < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. O desequilibrio de ligacdo (A) entre MICA e
HILA-B foi calculado de acordo com o método de Imanishi (Imanishi et al., 1992) e o nivel

de significancia foi avaliado pelo teste exato de Fisher.

3. Resultados

3.1 Caracteristicas gerais e clinico-patologicas dos pacientes e controles
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As caracteristicas gerais e clinico-patoldgicas dos participantes deste estudo estdo
apresentadas na Tabela 1. Em relacdo ao género, o grupo de pacientes foi formado por mais
individuos do sexo feminino (56,7%) do que no grupo controle (42,8%) e diferencas
estatisticas foram observadas (P = 0,015). A distribui¢do dos grupos étnicos entre casos e
controles ndo apresentou diferencas estatisticas significativas e foi formado por brancos,
mulatos e negros, mas devido a grande miscigenacdo existente no Brasil (Parra et al., 2003;
Pena et al., 2000), foi agrupado em grupo étnico misto, levando em consideracdo a

composi¢ao da populagdo do estado do Parand, de acordo com Probst et al. (2000).

3.2. Frequéncia dos alelos MICA em pacientes com Chagas e controles sauddveis

As frequéncias dos alelos MICA estdo apresentadas na Tabela 2. A distribuicdo desses
gendtipos na populagcdo saudavel (controle) estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (HW).
Foram identificados 16 alelos na amostra de pacientes e 18 no grupo controle. Os alelos
MICA*008, *002, *004 e *009 foram os mais frequentes em ambos os grupos, somando
72,2% em pacientes e 69,3% no grupo controle. MICA*030 e MICA*044 estavam presentes
somente no grupo controle, em um individuo de cada grupo (0,3%). O tnico com diferenca
significativa entre os grupos foi MICA*007 (P = 0,015; OR = 0,10; IC 95% = 0,002-0,74; Pc
= 0,18) que ocorreu numa frequéncia maior no grupo controle quando comparado aos

pacientes (2,8 vs. 0,3%).

A andlise de associacdo entre pacientes com cardiopatia e controles saudaveis estd
apresentada na Tabela 2. Uma diferenca estatistica significativa foi observada apenas para o
alelo MICA*008 (P = 0,028; OR = 1,82; IC 95% = 1,10-3,03; Pc = 0,504), que apresentou
uma frequéncia mais elevada em pacientes com cardiopatia quando comparados ao grupo

controle (35,2 vs. 23,0%). Entre as frequéncias dos alelos MICA em pacientes sem cardiopatia
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e o grupo controle, nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada (dados nao

mostrados).

A Tabela 2 mostra a associacdo do polimorfismo MICA e o desenvolvimento da
cardiopatia em pacientes chagésicos. O alelo MICA*008 estava mais frequente nos pacientes
portadores de cardiopatia do que nos pacientes sem cardiopatia (35,2 vs. 21,8%, P = 0,029,

OR =1,95, IC 95% = 1,10-3,46; Pc = 0,522).

3.3. Frequéncia dos haplétipos MICA_HLA-B em pacientes com Chagas e controles

sauddveis.

Foram observados, aproximadamente, 162 hapldtipos possiveis para pacientes e
controles. Na Tabela 3, estdo representados os haplétipos com frequéncia acima de 3%.
MICA*002_HLA-B*35 foi o haplétipo mais frequente na amostra de pacientes € no grupo
controle (7,6 e 8,4%, respectivamente). O haplétipo MICA*008_HLA-B*08 apresentou uma
frequéncia mais elevada nos pacientes do que em controles (7,0 vs. 1,6%) e uma diferenca
significativa (P = 0,028, OR = 4,69, IC 95% = 1,14-30,25) foi observada entre os grupos. Um
valor alto de desequilibrio de ligacdo relativo (A’) pdde ser observado entre MICA*008 e
HLA-B*08, tanto para pacientes (A’ = 0,6517), como para controles (A’ = 0,7668), sendo que,
resultado semelhante foi observado para este mesmo haplétipo por Rees, Downing e Darke

em 2005 (A’=0,9532).

A comparacgao dos haplétipos MICA_HLA-B entre pacientes com cardiopatia e sem

cardiopatia nao mostrou nenhuma diferenca significativa (dados nao mostrados).

4. Discussao



36

A identificagdo de MICA como um gene candidato a susceptibilidade ou a protecdo a
uma doenca tém implicacdes importantes, ndo s6 para uma melhor compreensdo da
patogénese da doenca, mas também para o controle e desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para doencgas infecciosas. Neste estudo caso-controle, foi analisada a associagao
dos alelos MICA com a susceptibilidade a doengca de Chagas e sua influéncia no

desenvolvimento da cardiopatia chagdsica em uma amostra de pacientes portadores da doenca

cronica e controles sauddveis em uma populacao do sul do Brasil.

A distribuicdo dos alelos MICA nesta populacdo, tanto em pacientes quanto em
controles, foi semelhante aquela encontrada por Ribas et al. (2008), em uma populacdo da
regido sul do estado do Parand e por Marin et al. (2004) em uma populacdo do estado de Sdo

Paulo, ambas no Brasil, com os alelos MICA*008, *002, *004 e *009 sendo os mais comuns.

Os fatores que influenciam o curso clinico varidvel da doenca ainda ndo foram
elucidados, mas € provavel que a variabilidade genética e uma combinacdo de fatores
ambientais, nutricionais e imunoldgicos possam estar relacionadas tanto ao parasito quanto ao
hospedeiro, podendo ser os responsdveis pela patogénese da fase cronica da doenga (Macedo
et al., 2004; Pissetti et al., 2009). Dentre os fatores relacionados ao hospedeiro, a resposta
imunoldgica desperta um interesse especial. Neste sentido, vdrios estudos t€ém associado a
doenca de Chagas a genes de resposta imune, como genes de citocinas (Costa et al., 2009;
Pissetti et al., 2011; Ramasawmy et al., 2007; Torres et al., 2010), do sistema HLA classe [ e
II (Cruz-Robles et al., 2004; Dalalio et al., 2002; ; Garcia et al., 2009; Layrisse et al., 2000) e,
mais recentemente, o gene MICA (Aida et al., 2000; del Puerto et al.,2012), envolvidos na

susceptibilidade e/ou resisténcia ao desenvolvimento da doenca e suas formas clinicas.

Até o momento, foram realizados poucos estudos envolvendo a doenga de Chagas e os

alelos MICA. Na populacdo da Guatemala, um estudo conduzido por Aida et al. (2000), entre
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pacientes com cardiopatia chagdsica e controles, mostrou que a presenga dos alelos HLA-
B*35 e MICA-AS tem efeito sinérgico na susceptibilidade a forma cardiaca da doenga e que
os pacientes portadores de ambos os alelos possuem um risco aumentado de desenvolver a
cardiopatia. Um estudo recente com pacientes bolivianos, classificados de acordo com a
forma clinica da doenca, demonstrou que o haplétipo HLA-DRBI1*01-B*14-MICA*01 estava

associado com a protecao contra a doenca de Chagas cronica (del Puerto et al., 2012).

Neste estudo, o alelo MICA*007 ocorreu numa frequéncia mais elevada no grupo
controle, mostrando uma associac@o negativa com a doenca de Chagas, o que sugere um fator
de protecao contra a infec¢@o por 7. cruzi. Na anélise de associacao do alelo MICA*008, entre
pacientes no geral e controles, nenhuma diferenca foi encontrada, no entanto, quando
analisamos o haplétipo MICA*008_HLA-B*08 observamos uma associacdo positiva com a
doenga de Chagas, com um risco de 4,69 vezes para o desenvolvimento da doenca para os
portadores deste haplétipo. O desequilibrio de ligacdo relativo entre esses alelos (A’ = 0,6517,
P =0,07) apareceu com uma tendéncia, refletindo a proximidade fisica relativamente pequena
entre os locos MICA e HLA-B. Segundo Stephens (2001), € comum que os alelos MICA
estejam associados com muitos alelos HLA-B e, desta forma, exercam efeito sinérgico

quando combinados.

A associagdo entre MICA e a doenga de Chagas s6 ficou evidente quando analisamos
o grupo com cardiopatia, no qual, observamos uma frequéncia aumentada do alelo
MICA*008, o que indica uma associacdo com o desenvolvimento da cardiopatia chagdsica
cronica. Esse alelo difere do alelo MICA*027 por um tnico STR, localizado no éxon 5.
Enquanto MICA*008 carrega o microssatélite AS5.1, caracterizado pela inser¢do de um
nucleotideo guanina apéds a segunda repeticdo GCT (GGCT), o que gera um cddon de término

no éxon que codifica 0 dominio transmembrana da proteina e resulta em uma forma soldvel
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da proteina, o alelo MICA*027 carrega o microssatélite A5 que gera uma cauda
transmembranar normal (Fodil et al., 1999; Mizuki et al., 1997). Sabendo disto, sugerimos
que a susceptibilidade a forma cardiaca da doenca esteja relacionada com a expressdo da
proteina mutada, AS5.1, presente na variante MICA*008, o que dificultaria o seu
reconhecimento pelo receptor NKG2D, levando a uma menor atividade das células NK e

portanto, menor controle da forma indeterminada da doenga.

Alguns estudos mostraram a associagdo do microssatélite MICA AS5.1 com
susceptibilidade a algumas doengas, como a hanseniase (Tosh et al., 2006), doenca celiaca
(Lopez-Vasquez et al., 2002), doenca de Addison (Gambelunghe et al., 1999), entre outras.
Outro polimorfismo que pode influenciar a expressdao de proteinas MICA, foi demonstrado
por Steinle et al. (2001), no qual a alteragdo de um tunico aminodcido, uma metionina para
uma valina, na posicdo 129 do dominio da cadeia pesada a2, categoriza os alelos MICA em
forte (MICA-129met) e fracos (MICA-129val) ligantes do receptor NKG2D, muito

provavelmente afetando a ativacdo das células NK.

Em estudos caso-controle como este uma das maiores limitacdes € o tamanho da
amostra e a selecdo do grupo controle, além disso, a estratificacdo da amostra de pacientes
com a doenca de Chagas para comparar com o grupo controle fez com que o ndmero de
individuos em cada grupo fosse ainda menor e pode ser o motivo da perda da significincia
estatistica, apds a realizacdo da correcdo de Bonferroni. Sendo assim, recomendamos que
novos estudos sejam realizados com maior tamanho amostral e em outras populacdes, para
uma melhor compreensdo da influéncia dos alelos MICA na doenga de Chagas e suas formas

clinicas.

5. Conclusao
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Nossos dados sugerem que o alelo MICA*007 esta ligado a prote¢do contra a doenga
de Chagas, enquanto o haplotipo MICA*008_HLA-B*08 estd associado a susceptibilidade a
doenca. Além disso, o alelo MICA*008 tem influéncia no desenvolvimento da cardiopatia
chagésica cronica. Desta forma, este estudo pode servir ao objetivo de compreender os
mecanismos imunopatolégicos que estdo associados ao gene MICA e o desenvolvimento da

cardiopatia chagésica cronica.
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Caracteristicas gerais e clinico-patolégicas dos pacientes chagédsicos e controles sauddveis do

sul do Brasil

Caracteristicas

Pacientes (N=171)

Controles (N=159)

Idades (anos)
Média (+ DP)
Género n (%)
Feminino!
Masculino
Grupo Etnico n (%)
Branco
Mulato
Negro
Cardiopatia n (%)
Positivo

Negativo

56 (29,7)
N=171
97 (56,7)
74 (43,3)
N=162
115 (71,0)
29 (17,9)
18 (11,1)
N=129
44 (34,1)

85 (65.,9)

48,5 (5)
N=159
68 (42,8)
91 (57,2)
N=157
113 (72,0)
35(22,3)

9(5,7)

DP: desvio padrao
'P=0.015
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Frequéncia dos alelos MICA em pacientes com Chagas, pacientes com cardiopatia chagésica,
pacientes sem cardiopatia e grupo controle do sul do Brasil

Chagas (N=171) Cardiopatia (N=44) Nao cardiopatia (N=85) Controles (N=159)

MICA n(%) n(%) n(%) n(%)
*001 7(2,0) 3(3,4) 2(1,2) 4(1,3)
*002 64(18,7) 15(17,0) 36(21,2) 56(17,6)
*004 45(13,1) 10(11,4) 27(15,9) 45(14,2)
*006 2(0,6) 1(1,1) 1(0,6) 2(0,6)
*007 1(0,3)" 0 0 9(2,8)!
*008 96(28,1) 31(35,2)** 37(21,8)° 73(23,0)
*009 42(12,3) 9(10,2) 22(12,9) 46(14,5)
*010 11(3,2) 4(4,6) 4(2,3) 13(4,0)
*011 22(6,4) 4(4,6) 13(7,6) 13(4,0)
*012 4(1,2) 3(3,4) 1(0,6) 3(1,0)
*015 2(0,6) 0 2(1,2) 1(0,3)
*016 11(3,2) 2(2,3) 6(3,5) 18(5,7)
*017 2(0,6) 0 2(1,2) 6(1,9)
*018 13(3,8) 3(3,4) 6(3,5) 8(2,5)
*019 15(4,4) 3(3,4) 8(4,7) 14(4,4)
*027 5(1,5) 0 3(1,8) 5(1,6)
*030 0 0 0 1(0,3)
*044 0 0 0 1(0,3)

N, nimero de individuos; n, ndmero de alelos
! Pacientes com Chagas vs. controles, P = 0,01; OR = 0,10; IC (95%) = 0,002-0,74; Pc = 0,18.

2 Pacientes com cardiopatia vs. controles, P = 0,028; OR = 1,82; IC (95%) = 1,09-3,03; Pc = 0,504.

3 Pacientes com cardiopatia vs. pacientes sem cardiopatia, P = 0,029; OR = 1,95; IC (95%) = 1,10-
3,46; Pc = 0,522.
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Frequéncias haplotipicas dos genes MICA e HLA-B em pacientes com Chagas e controles

saudaveis do sul do Brasil

Pacientes Controles
Haplotipos
(N=171) (N=159)
MICA HLA-B n % n % P OR IC (95%)
*002 *35 13 7,6 13 8,4 ns
*002 *39 6 3.8 5 34 ns
*004 *44 11 6,6 12 7.5 ns
*004 *49 4 2,6 5 3,1 ns
*008 *07 10 6,1 10 6,5 ns
*008 *08 12 7,0! 2 1,6 0,028 4,69 1,14-30,25
*008 *15 6 3,7 7 4,7 ns
*008 *44 7 3.9 7 4.4 ns
*009 *51 11 6,7 13 8,5 ns
*010 *15 5 3,2 5 3,5 ns
*011 *14 10 6,1 6 4,1 ns
*016 *35 4 2,6 8 5.3 ns
*019 *15 4 2,3 5 3.4 ns

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; ns, ndo significativo (P > 0,05)
'MICA*008_HLA-B*08, A’= 0,6517; P = 0,07.
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CAPITULO 111

CONCLUSOES

Neste estudo, as andlises das frequéncias do gene MICA, em individuos com a doenga
de Chagas e numa populacdo sauddvel da regido sul do Brasil permitiram as seguintes

conclusoes:

* 16 alelos MICA estao na amostra de pacientes e 18 no grupo controle, sendo os mais
frequentes em ambos os grupos MICA*008, *002, *004 e *009.

* Enquanto o alelo MICA*007 esta associado com a prote¢ao a doenca de Chagas, o
haploétipo MICA*008_HLA-B*08 esta associado com a susceptibilidade.

* Existe uma associacdo positiva do alelo MICA*008 (AS5.1) com a cardiopatia
chagésica cronica em relacio aos controles e aos pacientes sem cardiopatia.

* Este estudo sugere que a proteina codificada por MICA*008, com um defeito na cauda
transmembranar, pode predispor a forma mais grave da doencga, a cardiopatia

chagésica cronica.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Poucos estudos analisaram a influéncia do gene MICA na ocorréncia da doenca de
Chagas e sua influéncia no desenvolvimento da cardiopatia chagdsica cronica e até onde
sabemos nenhum deles realizado no Brasil, posto isto, a coleta de mais amostras de pacientes
e controles serd realizada com o intuito de definir com mais clareza o papel dos alelos MICA

na imunopatogénese da doenca de Chagas em nossa populacgao.
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Além disso, para assegurar a definicdo de alelos que ndo puderam ser definidos pela
genotipagem por PCR-SSOP, o sequenciamento de alelos MICA € uma perspectiva futura

com a implantacao no laboratério.



