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RESUMO

A base genética das doengas ¢ frequentemente estudada a partir dos polimorfismos dos
genes de citocinas. O presente estudo investigou marcadores da resposta inflamatdria
associados a infecgdes virais e bacterianas que possam influenciar o curso da infeccao.
Foram medidos os niveis séricos (por ensaio imunoenzimatico) € os polimorfismos de
TNF-a (-308), TNF-B (+252), IFN-y (+874) e da proteina C reativa, por meio de PCR e
RFLP ou PCR alelo especifico, em grupos de pessoas infectadas pelo virus da dengue
(n=80), com doenga febril, ndo infectados (100), um grupo de infectados pelo HTLV (30
sintomdticos e 47 assintomaticos), um grupo com doenga coronariana (58 com
sororreatividade para Chlamydia e 31 com sorologia negativa) e um grupo controle (99
pessoas com sorologia negativa para dengue, HTLV e Chlamydia). Nenhum grupo mostrou
associacdo com informacdes demograficas. O Virus da dengue 3 (66,2%) e o HTLV-1
(90% em sintomaticos e 76,6% em assintomaticos) foram os agentes mais frequentes dentre
0s grupos respectivos. A maioria com doenga coronariana (65,1%) apresentou anticorpos
para Chlamydia (39,6% para C. trachomatis ¢ C. pneumoniae, 58,6% apenas para C.
trachomatis e 1,7% somente para C. pneumoniae). Foram significantes as diferencas
encontradas entre: (i) os niveis séricos de TNF-, IFN-y e PrtCR dos grupos dengue
positivo e dengue negativo com o grupo controle (p< 0,01); (i1) os niveis séricos de TNF-a,
TNF-B, e IFN-y dos grupos de HTLV (incluindo os tipos) e grupo controle; (iii) os niveis
séricos de TNF-a, TNF-B, IFN-y e PrtCR entre os pacientes com doenga coronariana e
sorologia positiva para Chlamydia e o grupo controle; (iv) a presenca de anticorpos para C.
trachomatis e C. pneumoniae ¢ o grupo controle na comparagdo com a TNF-3, IFN-y e
PrtCR. As distribuicdes de frequéncias genotipicas foram estatisticamente significantes
para os polimorfismos: (i) dos genes TNF-a (p=0,0494) e IFN-y (p= 0,0008), entre os
grupos dengue positivo, dengue negativo e controle e para o IFN-y (p= 0,0007) entre os
grupos DEN 1, DEN 2 e DEN 3 ¢ o controle; (ii) do gene /FN-y (p= 0,0023) nos grupos de
pacientes com doenca coronariana e sorologia positiva para C. trachomatis ¢
C. pneumoniae, assim como nos monoreativos na comparagdo entre a positividade para

C. trachomatis e o grupo controle.
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ABSTRACT

The genetic basis of diseases is frequently studied aiming the polymorphisms of cytocine
genes. The present study investigated markers of the inflammatory response associated to
the course of infection and disease caused by viruses and bacteria. Serum levels (measured
by an ELISA assay) and the polymorphisms (using PCR, RFLP and allele specific PCR) of
TNF-a (-308), TNF-B (+252), IFN-y (+874) and C reactive protein were measured among
persons with febrile disease, infected by dengue virus (n=80), not infected by DV (100), a
group of HTLV infected (30 symptomatic and 47 asymptomatic), a group with coronary
disease (58 seroreactive to Chlamydia and 31 with negative serology) and a control group
(99 persons with no reaction to DV, HTLV and Chlamydia). No group showed association
with demographic informations. Dengue virus 3 (66.2%) and HTLV-1 (90% symptomatic
and 76.6% asymptomatic persons) were the most frequent agents found among their
groups. The majority of those with coronary disease (65.1%) presented antibodies to
Chlamydia (39.6% to C. trachomatis and C. pneumoniae, 58.6% solely to C. trachomatis
and 1.7% to C. prneumoniae). Statistically significant levels of differences were found
among: (i) serum levels of TNF-B, IFN-y and PrtCR of positive and negative dengue and
control groups (p< 0,01); (ii) serum levels of TNF-a, TNF-f and IFN-y of HTLV
(including its types) and control groups; (iii) serum levels of TNF-a, TNF-, IFN-y and
PrtCR among patients with coronary disease, serum reactive to Chlamydia, and the control
group; (iv) the presence of antibodies to C. trachomatis and C. pneumoniae and the control
group comparing TNF-B, IFN-y and PrtCR. Genotypic frequency distributions were
statistically significant for the polymorphisms: (i) of TNF-a (p=0,0494) and IFN-y
(p= 0,0008) genes among positive, negative and control dengue groups and to [FN-y
(p= 0,0007) among groups DEN 1, DEN 2, DEN 3 and controls; (ii) of /FN-y gene
(p= 0,0023) among the group of patients with coronary disease and sero reactivity to
C. trachomatis e C. pneumoniae, as well as to the mono reactants in the comparison

between the positivity to C. trachomatis and the control group.
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1 INTRODUCAO
1.1 VIRUS DA DENGUE (VD)

Os virus da dengue sao membros da familia Flaviviridae, género Flavivirus,
cujo material genético ¢ constituido de uma molécula de RNA de fita simples, de
polaridade positiva. Sao quatro espécies, Virus da dengue 1 (DEN 1), Virus da dengue 2
(DEN 2), Virus da dengue 3 (DEN 3) e Virus da dengue 4 (DEN 4) com morfologias
semelhantes entre si, que se apresentam como particulas esféricas, com tamanhos entre
40-50 nm, recobertas por envelope (Figura 1) (Chambers et al., 1990; Vorndam et al.,
1994).

O genoma viral possui aproximadamente 11.000 Kb, contendo uma unica
regido de leitura aberta, a qual codifica uma poliproteina precursora, flanqueada por duas
regides nado traduzidas (5’ e 3° UTR). A clivagem desta poliproteina por proteases virais e
da célula hospedeira resulta em trés proteinas estruturais (capsidio C, pré-membrana prM e
envelope E) e sete proteinas nao estruturais chamadas NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e NS5, as quais estdo envolvidas na replicagdo viral e outras fungdes vitais in vivo
(Figura 2). A glicoproteina do envelope ¢ responsavel pela adsor¢do e entrada do virus,
sendo o alvo antigénico para a formacdo de anticorpos neutralizantes (Chambers et al.,

1990; Rothman, 2004).
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Figura 1 - Morfologia do virus da dengue

(http://www.stanford.edu/group/virus/flavi/2000/dengue.htm).

Proteinas estruturais Proteinas néo estruturais

Figura 2 - Estrutura gendmica do virus da dengue (adaptado de Pang et al., 2001).

Entre os flavivirus transmitidos por mosquitos, as quatro espécies dos virus
da dengue apresentam uma relagdo filogenética com o grupo de agentes relacionados ao
Virus da encefalite japonesa e mais distantemente com o Virus da febre amarela (Kuno
et al., 1998). Alguns estudos filogenéticos tém demonstrado que o DEN 4 ¢ o mais

divergente, seguido pelo DEN 2, sendo os DEN 1 e DEN 3 mais relacionados entre si


http://www.stanford.edu/group/virus/flavi/2000/dengue.htm
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(Zanotto, 1996; Twiddy et al, 2003). Analises filogenéticas de cepas
endémicas/epidémicas sugerem que cada espécie emergiu separadamente de um ancestral
silvestre (Wang et al., 2000), o que pode ter ocorrido hé cerca de 125-320 anos, variando de
acordo com a espécie (Twiddy et al., 2003).

O DEN 1 ¢ dividido em quatro genotipos, incluindo um clado silvestre
(Zhang et al., 2005; Diaz et al., 2006). O DEN 2 apresenta seis genotipos, designados de
silvestre, americano, cosmopolita, asidtico 1, asiatico 2 e asiatico-americano (Holmes &
Twiddy, 2003; Twiddy et al., 2003; Diaz et al., 2006). O DEN 3 possui quatro genotipos
denominados de I-Filipinas, II-Tailandia, III-Sri Lanka e IV-Porto Rico (Holmes &
Twiddy, 2003; Messer et al., 2003). E o DEN 4 esta dividido em trés geno6tipos (I, 1T e I1I)
(Holmes & Twiddy, 2003; Twiddy et al., 2003; Diaz et al., 2006).

A infeccdo pelos quatro agentes ocasiona uma doenga conhecida como
dengue, a arbovirose de maior incidéncia no mundo, que ¢ endémica em todos os
continentes, exceto na Europa. A dengue ¢ endémica em 112 paises ocasionando cerca de
100 milhdes de casos de doenca febril anualmente e 500.000 casos de febre hemorragica
(Guha-Sapir & Schimmer, 2005).

Cerca de dois ter¢os da populagdo mundial vivem em areas infestadas com
mosquitos capazes de transmitir os agentes. O principal vetor da dengue € o Aedes aegypti,
uma espécie antropofilica bem adaptada ao ambiente urbano, de habitos diurnos que pode
ser encontrada dentro ou fora das residéncias e utiliza preferencialmente depodsitos de agua
limpa para deposi¢@o de ovos, os quais apresentam alta capacidade de resistir a dessecagdo

(Gubler, 1998).



24

O Aedes albopictus é um vetor secundario da dengue no Sudeste da Asia, no
Oeste do Pacifico e com frequéncia cada vez maior nas Américas Central e do Sul (Gratz,
2004), ja tendo sido descrito como o vetor principal em algumas epidemias de dengue
ocorridas em Bangladesh e Hawai (Ali ef al., 2003; Effler ef al., 2005).

O mosquito adquire o virus ao picar o homem infectado durante a fase
virémica, ¢ ap6s um periodo de replicacdo (periodo de incubagdo extrinseca) em que o
virus se multiplica, por um periodo de oito a doze dias e, a seguir, migra para as glandulas
salivares, o vetor torna-se competente para transmitir a doenga a outros seres humanos, até
o final da vida, que ¢ de seis a oito semanas para o Aedes aegypti, dentro do ciclo homem-
mosquito-homem (Jessie et al., 2004).

O virus ¢ inoculado através da picada do mosquito, e faz a replicagdao
primaria em células musculares estriadas e lisas, em fibroblastos e em linfonodos locais. A
multiplicagdo do virus no sangue periférico (viremia) favorece a sua disseminagdo por todo
o organismo. Os virus podem circular livres, ou no interior de monocitos/macrofagos e
células fagocitarias, as quais sao os maiores sitios de replicagdo viral (Chambers et al.,
1990; Kurane & Eennis, 1992).

Entre as manifestagdes clinicas associadas ao virus da dengue estdo a febre
da dengue cléssica e a febre hemorragica da dengue/sindrome do choque da dengue.

A dengue classica ¢ uma doencga autolimitada com quadro febril debilitante
caracterizado por sinais inespecificos como dor de cabeca, dor retrorbital, mialgia, artralgia
e fraqueza, os quais surgem apds o periodo de incubagdo de dois a sete dias, coincidindo

com a viremia (Halstead, 2007). Esses sintomas relacionam-se aos niveis séricos elevados


http://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%ADrus

25

de citocinas liberadas por macrofagos ao interagirem com linfocitos T auxiliares ativados
(Kurane & Eennis, 1992).

A febre hemorragica caracteriza-se pelo aumento da permeabilidade
vascular, trombocitopenia e¢ manifestagdes hemorragicas, incluindo petéquias e lesdes
purpuricas, sendo classificada em graus I (o mais leve) a IV (o mais grave) baseados na
apresentacao clinica e nos achados laboratoriais. A sindrome do choque da dengue ocorre
quando a perda de fluido dentro do espago intersticial resulta em choque hipovolémico, que
sem tratamento apropriado, pode levar a morte (Gubler, 1998; Halstead, 2007).

Entre os varios mecanismos descritos para explicar a patogénese da febre
hemorragica da dengue o mais estudado ¢ o que se refere a mudanca do perfil de secrecao
de citocinas por linfécitos T auxiliares (Chaturvedi et al., 1999a; Chaturvedi et al., 2000).
Os linfocitos T auxiliares tipo 1 (Thl) secretam interferon gama (IFN-y), interleucina 2 e
fator de necrose tumoral (TNF) e sdo responsaveis pelas reagdes mediadas por células,
danos teciduais em infec¢des e doengas autoimunes. Os linfécitos T auxiliares tipo 2 (Th2)
secretam as interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13 e s3o importantes durante a producdo de
anticorpos pelos linfécitos B (Chaturvedi et al., 1999a; Chaturvedi et al., 2000).

Uma mudanca de resposta predominantemente Th1l observada em casos de
febre da dengue para Th2 em casos graves de febre hemorragica foi descrita por Chaturvedi
et al., (1999b), sendo encontrados niveis séricos elevados de interleucinas 4, 6 ¢ 10,
principalmente em casos de febre hemorragica de graus III e IV. Contudo, os niveis de
IFN-y e interleucina 2 foram maiores em casos de febre da dengue. O perfil individual de

citocinas de pacientes com febre da dengue demonstrou um perfil tipico de resposta Thl,
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enquanto que em pacientes com febre hemorragica da dengue foi observado um perfil
tipico de resposta Th2.

Em estudo para observagao da sequéncia de aparecimento de citocinas tipo
Thl e Th2 em cultura de leucdcitos do sangue periférico humano de doadores saudaveis
infectados in vitro, as citocinas que foram detectadas no primeiro dia apds a infecgdo, no
sobrenadante da cultura, foram o fator citotoxico humano (hCF), TNF-a, IL-2 e IL-6. O
IFN-y apareceu no segundo dia. Os niveis destas citocinas diminuiram rapidamente exceto
para hCF e IL-2. As interleucinas 10 e 5 apareceram no quarto dia e a IL-4 somente no
sexto dia. Estas observagdes demonstraram que o virus da dengue induziu uma resposta
tipo Thl durante os trés primeiros dias de infec¢ao de leucocitos do sangue periférico in
vitro que foi substituida por uma resposta tipo Th2 posteriormente (Chaturvedi et al.,
1999a).

Na resposta imunologica humoral, os anticorpos da classe IgM especificos
sdo detectaveis a partir do quarto dia, apés o inicio dos sintomas, atingindo niveis mais
elevados por volta do sétimo dia e declinando lentamente, ndo sendo mais detectaveis apos
alguns meses. Anticorpos da classe IgG especificos sdo observados em niveis baixos a
partir do quarto dia apds o inicio dos sintomas, elevando-se gradualmente, atingindo altos
niveis em duas semanas e¢ mantendo-se detectaveis por varios anos, provavelmente
conferindo imunidade duradoura contra a espécie infectante por toda a vida (Innis et al.,
1989; Guzman & Kouri, 2002).

A resposta imunoldgica celular citotoxica mediada por linfécitos T ocorre

sob estimulo das proteinas NS1, NS3 e E dos VD. O linfocito T auxiliar atua na presenca
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de células infectadas que expressam receptores HLA tipo II, produzindo IFN-y, IL-2 e o
fator estimulador de colonias de macrofagos e granuldcitos. Os linfocitos citotoxicos
agridem diretamente as células infectadas que expressam receptores HLA tipo I, lisando-as
(Chambers et al., 1990; Kurane & Eennis, 1992).

A dengue foi reintroduzida no Brasil em uma epidemia extensa, causada
pelos DEN 1 e DEN 4 em 1980 (Pinheiro & Nelson, 1997). A expansao da distribui¢do
geografica da dengue no Brasil continuou a partir de epidemias continuas, anuais, a partir
de 1986 no Rio de Janeiro, causada pelo DEN 1. Em 1990/1991, durante nova epidemia,
com a introdu¢do do DEN 2, notificaram-se 1.952 casos de dengue hemorragica, com 24
mortes (Nogueira et al., 1999). Ao final do ano 2000, foi isolado, no Rio de Janeiro, o
DEN 3, considerado a mais agressiva das espécies. Em 2001, o Estado do Rio de Janeiro
foi atingido por mais uma grande epidemia, que atingiu niveis de incidéncia assustadores
no verdo de 2002, estendendo-se a outros Estados e ocasionando mais de trinta mortes por
dengue hemorragica (Schatzmayr, 2000; 2001).

A introdugdo do virus no Estado do Para ocorreu em 1995, na regido sudeste
do Estado, nos municipios de Reden¢do e Rondon do Para. Os primeiros casos autoctones
de dengue no municipio de Belém foram registrados em outubro de 1996, pela deteccao de
anticorpos IgM para DEN, e em novembro foi isolado e identificado o DEN 1 (Travassos
da Rosa ef al., 1997). Em outubro de 1997 isolou-se o DEN 2, que passou a circular

simultanecamente com o DEN 1 no Estado (Travassos da Rosa et al., 2000).
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1.2 VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS -~ HTLV

O Virus linfotropico de células T humanas foi o primeiro retrovirus humano
a ser descoberto, sendo classificado na familia Retroviridae € no género Deltaretrovirus.
Neste género também estao incluidos o Virus da leucemia bovina e o Virus da leucemia de
células T de simios (Matsuoka & Jeang, 2007).

As particulas virais possuem forma esférica, medem cerca de 100 nm de
diametro e sdo envolvidas por envelope lipoprotéico (Goff, 2007). O genoma ¢ formado por
duas moléculas iguais de RNA de fita simples, de aproximadamente nove kilobases, ¢
envolvido por um capsidio, constituido pelas proteinas pl5, p19 e p24 (Tangy, 1996). O
nucleocapsidio possui ainda as enzimas protease e transcriptase reversa (que também
funciona como integrase ¢ RNAse H) (Goff, 2007). O envelope ¢ obtido a partir da
membrana plasmatica da célula hospedeira, no qual estdo inseridas as glicoproteinas virais

gp21 e gp46 (Figuras 3 e 4) (Tangy, 1996; Goft, 2007).

gp 48
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Figura 3 - Estrutura morfologica do HTLV (Fonte: http://www.htlv.com.br).
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Figura 4 - Micrografia eletronica de HTLV-1 em cultura de linfocitos obtidos de um

paciente infectado (Fonte: Shuh & Beilke, 2005).

O genoma viral integrado ao genoma da célula hospedeira é formado por
trés genes estruturais, gag, pol e env, flanqueados por duas regides chamadas de Long
Terminal Repeats (LTR), as quais possuem varios dominios funcionais, tal como iniciador,
enhancer ¢ finalizador da transcricdo. As regides LTR sdo constituidas por trés dominios
(U3-R-U5), em ambas as extremidades (Shimotohno et al., 1985).

A regido denominada pro, localizada de maneira sobreposta aos genes gag e
pol, esta envolvida na codifica¢do da protease viral, enzima responsavel pela clivagem do
polipeptideo de 55 kDa e de outras proteinas virais (Shimotohno et al., 1985).

Na extremidade 3’ ha uma regido Unica chamada pX, que contém quatro

pequenas regides de leitura aberta (Open Reading Frames - ORFs): X-1, X-11, X-III e X-IV
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(Seiki et al., 1983). As ORF X-IIl e X-IV codificam as proteinas reguladoras Rex e Tax,
respectivamente (Figura 5).

5'LTR 3'LTR
U3 —R U5

2

Figura 5 - Representacdo esquematica da organizagdo gendmica do HTLV (Adaptado de

Feuer & Green, 2005).

Sao conhecidos quatro tipos de HTLV denominados de HTLV-1, HTLV-2,
HTLV-3 e HTLV-4 (Poiesz et al., 1980; Hjelle, 1991; Calattini et al., 2006, Switzer et al.,
2006; Mahieux & Gessain, 2009).

Com base na origem geografica do virus, na comparagdo das sequéncias e na
analise filogenética de gp21 e da regido LTR, o HTLV-1 apresenta seis subtipos genéticos
denominados: HTLV-la (Subtipo Cosmopolita), HTLV-1b (Subtipo Africa Central),
HTLV-1c (Subtipo Australo-Melanésio), HTLV-1d (Novo Subtipo Africa Central),
HTLV-1le e HTLV-1f (Miura et al., 1994; Ureta-Vidal et al., 1994; Van Dooren et al.,
2001). Da mesma forma, o HTLV-2 possui quatro subtipos moleculares: HTLV-2a,
HTLV-2b, HTLV-2c e HTLV-2d (Hall et al., 1992; Ishak et al., 1995; Eiraku et al., 1996;
Vandamme et al., 1998).

O HTLV-1 foi descrito inicialmente como o agente etioldgico da Leucemia
e linfoma de células T do adulto (LLcTA) (Poiesz et al., 1980) e posteriormente, associado

a uma doenga neuroldgica cronica conhecida como Paraparesia espastica tropical/
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Mielopatia associada ao HTLV-1 (PET/MAH) (Gessain et al., 1985) e a uveites (Watanabe
etal., 1997).

O HTLV-2 foi isolado inicialmente de uma linhagem de células T (Mo-T)
derivada de um paciente com uma forma variante rara de leucemia de células pilosas
(Kalyanaraman et al., 1982) e, posteriormente, em um segundo paciente com uma leucemia
de células T CDS8" e coexistente leucemia de células B pilosas (Rosenblatt et al., 1986).

Apesar do isolamento do virus a associacao entre leucemia de célula pilosa e
HTLV-2 ainda nao estd bem esclarecida, assim como as mielopatias similares a PET/MAH.
As associacdes do HTLV-2 com doengas tém sido esporadicas e inconclusivas (Kira et al.,
1991; Hjelle et al., 1992; Murphy et al., 1997).

O HTLV-3 foi isolado em amostras de sangue de dois camaroneses
assintomaticos, cujo material apresentou sorologia positiva quando testado por ELISA para
HTLV-1 e HTLV-2, mas um perfil sorolégico indeterminado quando testado por ensaios de
western-blot (Calattini et al., 2006). Comparagdes do genoma completo e analises
filogenéticas demonstraram que a organizagao gendomica do HTLV-3 ¢ similar ao HTLV-1
e ao HTLV-2 (Calattini et al., 2006; Switzer et al., 2006). O HTLV-4 foi isolado em uma
unica amostra também em Camardes (Switzer et al., 2006). Nao se conhecem quadros
clinicos associados aos HTLV-3 e HTLV-4.

O HTLV infecta predominantemente linfocitos T, levando a proliferacao
espontanea destas células e a produgdo de citocinas (Carvalho et al., 2001). Sendo que o
HTLV-1 tem tropismo por linfocitos T CD4" e o HTLV-2 por linfocitos T CD8" (Hall

etal., 1996).



32

A doenca inflamatéria PET/MAH ¢ associada com circulagao de linfocitos
T CD4" e T CDS8" ativados e elevada producio de citocinas incluindo interferon gama, fator
de necrose tumoral alfa e interleucina 2 (Biddison et al., 1997; Santos et al., 2004).

Células mononucleares de individuos infectados pelo HTLV produzem
grande quantidade de IFN-y e TNF-a. Embora a quantidade de IFN-y e TNF-o em
sobrenadante de cultura de linfocitos seja significantemente maior em pacientes com
PET/MAH do que em portadores assintomaticos do HTLV-1, o nivel sérico de IFN-y
produzido em portadores assintomaticos do HTLV-1 ¢ similar ao observado em pacientes
com PET/MAH (Santos et al., 2004).

Estudos epidemiologicos em regides de alta prevaléncia tém demonstrado
que as formas de transmissdo do HTLV-1 e do HTLV-2 sdo similares. Assim sendo, as
principais vias de transmissao desses virus sao a transfusao sanguinea, o compartilhamento
de seringas e de agulhas contaminadas, o contato sexual e o aleitamento materno (Ishak
et al., 1995; Ferreira Jr. et al., 1997; Manns et al., 1999).

O HTLV-1 ¢ endémico no sudoeste do Japao (Matsuzaki et al., 1993;
Morofuji-Hirata et al., 1993), partes da Africa, como Togo, Guiné-Bissau e Camardes
(Holmgren et al., 2003; Balogou et al., 2000; Wolfe et al., 2005), ilhas do Caribe e
América do Sul (Ishak et al., 1995; Bittencourt et al., 2001; Gotuzzo et al., 2000). A
infeccdo por este virus ¢ rara na América do Norte e Europa (Taylor et al., 2005), no
entanto, ¢ frequente na Melanésia, Papua Nova Guiné e ilhas Salomao, assim como em
aborigenes australianos (Gessain et al., 1993; Gessain et al., 1993a; Furusyo et al., 1999;

Takao et al., 2000; Cassar et al., 2005).
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A infec¢do por HTLV-2 ¢ endémica em varias populagdes nativas
americanas e em usuarios de drogas endovenosas em todo o mundo (Maloney et al., 1992;
Gessain ef al., 1993a; Madeleine et al., 1993).

A distribuig¢do geografica do HTLV-2 na regido Amazodnica do Brasil ocorre
principalmente entre grupos indigenas nativos € encontra-s€ em um Pprocesso
epidemiologico de disseminagdo nas dareas urbanas. A endemicidade do HTLV-2
particularmente entre pequenas comunidades ¢ mantida por um processo de laténcia do

virus, alternando com um periodo produtivo (Ishak ez al., 2001).

1.3 CHLAMYDIA

As clamidias sdo bactérias imoveis, estruturalmente semelhantes a bactérias
Gram negativo, sdo intracelulares, devido a incapacidade de gerar adenosina trifosfato
(ATP), usando assim, fontes de energia da célula hospedeira. Pertencem a familia
Chlamydiaceae e compreendem um unico género, Chlamydia, do qual fazem parte quatro
espécies: C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae ¢ C. pecorum, que infectam seres
humanos, aves e ruminantes (Manavi, 2006).

As clamidias possuem um ciclo de desenvolvimento bifasico. Durante a fase
fora da célula alvo, estas bactérias formam estruturas celulares conhecidas como
corpusculos elementares, medindo cerca de 300 nm de didmetro, que correspondem a forma
extracelular infecciosa, porém nao sdo capazes de replicar nesta forma (Matsumoto, 1982).
Dentro das células alvo elas formam os corpusculos reticulares, medindo cerca de 800 a
1.200 nm de diametro, que sdo formas ndo infecciosas que se replicam por fissdo binaria

(Matsumoto, 1982). Apds a multiplicagdo os corpusculos reticulares diferenciam-se em
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corpusculos elementares, os quais sdo liberados das células por lise ou exocitose (Figura 6)

(Moulder,1991; Manavi, 2006).

Figura 6 - Micrografia eletronica de célula infectada por C. trachomatis, onde se observam
trés estados do ciclo de desenvolvimento: (A) corpo reticulado, (B) forma intermediaria
entre corpo elementar e corpo reticulado e (C) corpo elementar (fonte:

http://www.adn.es/.../IMA-0348-mundo-de-las-clamidias).

A C. trachomatis apresenta duas biovariantes chamadas de tracoma e
linfogranuloma venéreo, os quais possuem 19 imunotipos (identificados por meio de
reacdes entre anticorpos monoclonais e epitopos da proteina principal da membrana externa
— MOMP) que sdo diretamente relacionados com as manifestacdes clinicas mais comuns
que causam. Os sorotipos A, B, Ba e C sdo responsaveis pelo tracoma (Wright et al., 2008),

os sorotipos D, Da, E, F, G, H, I, Ia, J, Ja e K sdo associados a infec¢des sexualmente


http://images.google.com.br/url?source=imgres&ct=ref&q=http://www.adn.es/sexo/20081128/IMA-0348-mundo-de-las-clamidias&usg=AFQjCNH12RJali3P-JGzJyUtX1-X9sI3wA
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transmissiveis e outras patologias (conjuntivite, pneumonite e sinusite) e L1, L2, L2a e L3
associados ao linfogranuloma venéreo (Spaargaren et al., 2005; Pathela et al., 2007).

O tracoma ¢ caracterizado por uma ceratoconjuntivite folicular cronica
recidivante mais proeminente na conjuntiva superior (Wright et al., 2008). Clinicamente
esta dividido em doenga ativa (estagio inicial), que acomete principalmente criangas e
doenca cicatricial (estagio tardio), o qual se desenvolve por volta da terceira década de
vida. Devido a reinfec¢do, o tracoma ocasiona cicatrizes na conjuntiva, podendo levar a
formacgdo de entropio e triquiase, as quais podem resultar em alteragdes irreversiveis da
cornea, causando cegueira (Cook, 2008).

O linfogranuloma venéreo caracteriza-se pelo aparecimento de uma lesdao
genital de curta duracao (de trés a cinco dias), que se apresenta como uma ferida ou como
uma elevacao da pele. Essa lesao ¢ passageira, nao sendo facilmente identificada pelos
pacientes. Apos a cura da lesdo primaria, que acontece geralmente entre duas a seis
semanas, surge um inchaco doloroso dos linfonodos inguinais de uma ou ambas as virilhas,
denominado bubdo. Se a infeccdo ndo for tratada adequadamente, evolui para o
rompimento espontaneo e formacao de feridas que drenam pus (Mabey & Peeling, 2002;
Sethi et al., 2009).

Devido ser um patogeno intracelular a infec¢do por C. trachomatis, induz
uma resposta imunologica mediada por linfocitos T auxiliares tipo 1 (Thl) (Loomis &
Starnbach, 2002). A presenca de citocinas como interleucina 12, TNF-a e principalmente

IFN-y ¢ importante na resolu¢do da infec¢do primdria por esta bactéria (Stagg et al., 1998).

Alguns estudos tem relacionado a presenca de linfocitos T secretando IFN-y antigeno-
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especifico com efeito protetor (Igietseme et al., 2002) e um baixo nimero de linfocitos T
ou secrecao reduzida de IFN-y com dano tecidual induzido pela presenca de C. trachomatis
(Debattista et al., 2002).

A Chlamydia pneumoniae ¢ um patdgeno do trato respiratdrio humano que
causa doenga respiratdria aguda e contribui com 5 a 10% dos casos de pneumonia adquirida
na comunidade, bronquite e sinusite (Kuo et al., 1995). Esta bactéria foi associada também
com outras doengcas como doenca pulmonar obstrutiva cronica, asma, doenga
cardiovascular e aterosclerose (Kuo et al., 1995; Campbell et al., 1998; Grayston, 2000).

Virios estudos tém relacionado a infecg¢do cronica por C. pneumoniae como
um fator importante na patogénese de doenca arterial coronariana, a principal causa de
morbidade e mortalidade em humanos, além de outras sindromes ateroscleroticas (Georges
et al., 2003; Goyal et al., 2006; Kirbis et al., 2005; Rugonfalvi-Kiss et al., 2007; Wang,

S.S. et al., 2007).

1.4 FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF)

O TNF-a e o TNF- sdo citocinas pro-inflamatorias que foram obtidas em
1984 e associadas (in vitro e in vivo) com a destruicdo de células tumorais (Pennica ef al.,
1984). A superfamilia TNF consiste de 19 membros produzidos por mondcitos,
macrofagos, células dendriticas, linfocitos T auxiliares tipo 1 e outras células (Chaturvedi,
2006).

A principal funcdo fisioldégica do TNF ¢ estimular o recrutamento de

neutréfilos e mondcitos para locais de infeccdo e ativar essas células para erradicar os
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microrganismos, sendo responsavel pela regulagdo da imunidade inata e mediando a
inflamacao aguda. O TNF estimula células endoteliais ¢ macréfagos a secretar quimiocinas
que acentuam a afinidade das integrinas leucocitarias por seus ligantes e induzem a
quimiotaxia de leucocitos. O TNF também atua nos fagocitos mononucleares para
estimular a secre¢ao de interleucina 1, a qual age de forma semelhante ao TNF (Abbas
et al., 2008; Chaturvedi, 2006).

Os genes TNF-a ¢ TNF-p estao localizados no cromossomo 6, na regiao
6p23 — q12, no complexo de histocompatibilidade principal (MHC) entre C2 da classe 11l e
o HLA-B da classe 1 deste complexo. Pelo menos nove polimorfismos e cinco
microsatélites no locus TNF foram caracterizados e alguns deles foram fortemente
associados com certos alelos HLA (Ruuls & Sedgwick, 1999).

O TNF-p possui homologia estrutural e cerca de 30% da sequéncia de
aminoacidos idéntica ao TNF-¢«, sendo, por isso, ambas as citocinas reconhecidas pelos
mesmos receptores celulares de TNF amplamente distribuidos, € como consequéncias
possuem varios efeitos similares (Abbas et al., 2008).

Alguns estudos t€ém descrito polimorfismos de base unica (points mutations)
na regido promotora do gene 7NF-¢, os quais podem ser importantes na sua expressao €
producdo da proteina. Entre eles destacam-se quatro polimorfismos comuns: uma
substituicdo G—A na posicao —308 (Wilson et al., 1992), G—A na posicao —238 (Kaluza
et al., 2000), C—T na posicao —857 (D’Alfonso & Richiardi, 1994) ¢ C—A na posigao
—863 (Herrmann et al., 1998), além de trés polimorfismos raros nas posicoes -163

(Uglialoro et al., 1998), =376 (Uglialoro et al., 1998) e =574 (Herrmann et al., 1998). Os
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mais estudados sdo os polimorfismos nas posi¢des -238 (Kaluza et al., 2000) e -308

(Wilson et al., 1992), sendo nestes polimorfismos o alelo G o mais comum (Figura 7).

-163 G>A

28CGOA T i GoA

308G A

TG $57CoT
863 C A

] \/ |
—iE

Promotor Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4

Figura 7 - Representa¢do esquematica da localizagdo de polimorfismos do gene TNF-a

(Fonte: Adaptado de Posch et al., 2003).

A presenga do alelo TNF-308A foi associada com suscetibilidade a uma
série de doencas humanas como a malaria (McGuire et al., 1994; Sohail et al., 2007), a
leishmaniose mucocutanea (Cabrera et al., 1995), a hanseniase (Roy et al., 1997), o choque
séptico (Mira et al., 1999), a pancreatite aguda grave (Zhang et al., 2003) e a doenga
celiaca (Cataldo et al., 2005), todas associadas com altos niveis de TNF-a circulante no
sangue periférico.

O polimorfismo na posi¢ao -238 (alelo A) esta associado com a diminui¢do
da transcricdo do TNF-a (Santos 2000; 2002). Em pacientes com artrite reumatoide
(Kaijzel et al., 1998) e cancer (Jang et al., 2001) a presenca do alelo mutante TNF-238A
esté relacionada a protecdo, assim como com a suscetibilidade a doengas como as hepatites
B e C cronicas (Hohler et al., 1998; Yee et al., 2000), esclerose multipla (Huizinga et al.,

1997) e psoriase em homens (Reich et al., 1999). Muitas dessas doengas podem apresentar
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uma base genética e o gene TNF ¢ um candidato em potencial a predisposi¢do genética
dessas doencas.

Com relagdao ao gene TNF-f foram descritos nove polimorfismos de base
unica. Na regido promotora foram descritos trés polimorfismos: nas posi¢des -626 (G—A),
-294 (C—T) e -293 (G—A). No éxon 1 foram localizados polimorfismos nas posi¢des +11
(G—A) e +81 (C—A). Dois polimorfismos foram encontrados no primeiro intron: na
posicdo +252 (G—A) e +369 (G—C). No éxon 2 encontra-se um polimorfismo na posi¢ao
+496 (T—C) e no éxon 3 localiza-se o polimorfismo na posi¢ao +724 (C—A) (Messer

et al., 1991; Abraham et al., 1991; Ferencik et al., 1992; Knight et al., 2003 — Figura 8).

-626 G>A
<294 C T +11 GoA

-293 G H>A 481 C A +496 T—>C

] by |
—

Promotor Exon 1 T Exon 2 Exon 3 Exon 4
+252 GH>A T
+369 G -C +724 C>A

Figura 8 - Representacdo esquematica da localizagao de polimorfismos do gene TNF-f

(Fonte: Adaptado de Posch et al., 2003).

O polimorfismo descrito na posicdo +252 no primeiro intron, através de
digestao utilizando-se a enzima de restricdo Ncol, resulta na variagdo de um aminoécido na
sequéncia do TNF- na posi¢do 26 que ¢ uma asparagina para o TNFB1 e uma treonina
para o TNFB2 (Messer et al., 1991). A andlise de células mononucleares do sangue

periférico de individuos homozigotos para TNFB1, quando estimuladas com
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fitohemaglutinina, demonstrou uma producdo aumentada de TNF-f3, enquanto individuos
homozigotos para TNFB2 mostraram uma produ¢do maior de TNF-a e interleucina 1
(Messer et al., 1991; Pociot et al., 1991).

Cabrera et al., em 1995 observaram um risco relativo elevado em pacientes
com leishmaniose mucocutanea portadores do alelo B2 para o polimorfismo do gene TNF-£

(+252) comparado ao grupo controle.

1.5 INTERFERON GAMA (IFN-y)

O interferon-y ¢ um homodimero composto de subunidades de
aproximadamente 25 KDa, sendo secretados pelos linfécitos T auxiliares (Th) e T
citotoxico (Tc), bem como pelas células natural killer (NK) ativadas. Os interferons sio
conhecidos por sua acdo antiviral ¢ o IFN-y ndo ¢ excecdo, apresentando ainda papéis
imunologicos distintos (Abbas et al., 2008).

O gene [FN-y humano estd localizado no cromossomo 12, na regido
12g24.1, possuindo quatro éxons e trés introns (Cicarone et al., 1990).

A sequéncia do DNA do gene /FN-y humano mostra a presenga de uma
repeticdo CA, de comprimento variavel, no primeiro intron do gene. Pravica et al., 1999,
investigaram a distribuicdo alélica deste gene e identificaram cinco alelos diferentes. Entre
estes, o alelo 2 mostrou uma significante associacdo com o aumento da produgao de IFN-y
in vitro.

Um polimorfismo de base unica, com substituicdo de T para A na posi¢cdo

+874 foi descrito no primeiro intron do gene /FN-y, o qual coincide com um provavel sitio



41

de ligacao NF-kB que pode representar um papel importante na producdo elevada de IFN-y.
A associagdo dos alelos com uma baixa (AA), média (AT) e alta (TT) produgdo de citocina
foi demonstrada in vitro (Pravica et al., 2000).

Iwasaki et al., em 2001, sequenciaram o gene /FN-y e descreveram seis
polimorfismos de base tnica, sendo quatro localizados no terceiro intron: A—G na posi¢ao
+2459, T—C na posi¢cdo +2671, T—>G na posi¢do +3177 ¢ G—A na posicao +3273. Os

polimorfismos A—T na posi¢ao +5199 ¢ o0 A—G na posigao +5272 foram localizados no

éxon 4 (Figura 9).
+2459 A—>G
+2671 T—C
+3177 TG 15190 AT
+
+874 T>A 3273 GoA +5272 A—G

5’—:—:—:i T —

Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4

Figura 9 - Representacdo esquematica da localizagdo de polimorfismos do gene IFN-y

(Fonte: Adaptado de Iwasaki et al., 2001).

Kamali-Sarvestani et al., em 2005, observaram uma frequéncia
significantemente maior do gendtipo TT (IFN-y +874) em pacientes com cancer de mama
do que no grupo controle, sugerindo a presenga deste genotipo como um fator de risco para

o desenvolvimento deste tipo de cancer em mulheres iranianas.
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Cataldo et al., em 2005, ndo encontraram associagdo significativa entre os
genotipos do polimorfismo do IFN-y comparando-se o grupo de pacientes com doenca
celiaca e grupo controle.

Vallinoto et al., em 2010, avaliando os niveis séricos € o polimorfismo do
IFN-y na posicdo +874, em pacientes com tuberculose, observaram associaciao
estatisticamente significante entre a presenca do alelo +874A e o gendtipo +874AA em
pacientes com tuberculose, sugerindo uma associacdo entre o polimorfismo do IFN-y

+874T/A e a suscetibilidade a infec¢ao por M. tuberculosis na populagdo estudada.

1.6 PROTEINA C REATIVA (PrtCR)

A proteina C reativa ¢ um membro da familia das pentraxinas, assim
denominadas em razdo de sua estrutura pentamérica. Essa estrutura consiste de cinco
subunidades de 206 aminoacidos cada, ligadas de forma ndo covalente, organizadas
simetricamente em torno de um poro central. A PrtCR foi originalmente descrita no plasma
de pacientes com infec¢des agudas devido a sua capacidade de reagir com o polissacarideo
C do Pneumococcus (Gabay & Kushner, 1999).

A acdo da PrtCR consiste na neutralizagdo de antigenos agressores,
controlando danos teciduais e promovendo reparos nos tecidos (Zimmerman et al., 2003).
Atua ainda como uma opsonina para bactérias invasoras e complexos imunes circulantes e
também ativa a acdo das proteinas do complemento. Estas fungdes promovem a fagocitose,

aceleram a quimiotaxia e ativam as plaquetas circulantes (Steel & Whitehead, 1994).
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O gene da PrtCR esta localizado no cromossomo 1 na regido 1g23.2 (Walsh
et al., 1996) e consiste de dois éxons separados por um intron que contém uma sequéncia
de repeticoes polimorficas GT. Varios polimorfismos neste gene como o -717A—G,
localizado na regido promotora, o +1444 C—T, localizado na regido nao traduzida e o
+1059G—C, localizado no éxon 2 foram associados com doenga coronariana (Figura 10)

(Cao & Hegele, 2000; Brull et al., 2003).

-717 A>G +1059 G—>C +1444 C->T
b ¢ ¢ ¢ b
S — 3
UTR Promotor Exon 1 Exon 2 UTR

Figura 10 - Representacdo esquematica da localiza¢do de polimorfismos do gene da PrtCR

(Fonte: Adaptado de Chen et al., 2005; Hage & Szalai, 2007).

Chen et al., em 2005, analisaram o polimorfismo da PrtCR na posigao -717 ¢
ndo encontraram correlacdo entre este polimorfismo e niveis séricos desta proteina, porém
observaram que a frequéncia do alelo -717A foi significantemente maior em pacientes com
doenga coronariana do que no grupo controle.

Brull ef al., em 2003, ndo encontraram associagdo estatisticamente significante
para o polimorfismo da PrtCR (-717) comparando o grupo de pacientes com doenca

coronariana e o grupo controle.
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1.7 ASSOCIACOES ENTRE MARCADORES DA RESPOSTA INFLAMATORIA E
AGENTES INFECCIOSOS

A patogénese da doenca causada pelo virus da dengue ainda ndo esta
completamente esclarecida. Varios estudos tém relatado associagdes entre elevados niveis
de citocinas e diferentes manifestacdes clinicas (Hober, et al., 1993; Chaturvedi et al.,
2000; Braga et al., 2001; Leitmeyer et al., 2002). Foi demonstrado também que varios
genes de citocinas contém polimorfismos localizados nas regides promotoras, que podem
afetar a transcri¢ao do gene, causando variacdes na producao da citocina e ser associados
com o resultado da doenca infecciosa (Reynard et al., 2000; Fernandez-Mestre et al., 2004).

O TNF-a e o IFN-y estdo entre as primeiras citocinas que aparecem em
ambos soro e cultura de células mononucleares do sangue periférico humano de individuos
infectados pelos virus da dengue (Chaturvedi et al., 1999; Chaturvedi et al., 2000), sendo o
TNF-a detectado a partir do primeiro dia em cultura de células, atingindo o pico méximo
no segundo dia e declinando apds o quinto dia. O IFN-y foi detectado a partir do segundo
dia em cultura de células, atingindo o pico maximo no terceiro dia, ndo sendo mais
detectado apo6s o sexto dia (Chaturvedi et al., 1999).

Um significante aumento do alelo TNF-308A, que geneticamente predispoe
para a expressdo de niveis elevados de TNF, foi observado em pacientes com quadros de
febre hemorragica pela dengue (Ferndndez-Mestre ef al., 2004).

Chakravarti & Kumaria, em 2006, realizando estudos sobre a associagao

entre niveis séricos de TNF-a e IFN-y e a infec¢@o pelo VD observaram que a concentragao
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sérica de ambas as citocinas foi mais elevada em pacientes com a doenga do que no grupo
controle saudavel.

Um estudo comparando niveis séricos de IL-6, TNF-a e IFN-y, em criancas
com menos de um ano de idade com e sem dengue, mostrou niveis de citocinas mais
elevados em criangas com dengue, demonstrando resultados estatisticamente significantes,
para IL-6, e IFN-y, sendo os niveis destes marcadores mais elevados nos casos de febre
classica da dengue. No entanto, os niveis de TNF-a foram mais elevados em pacientes com
febre hemorragica da dengue. Os niveis de IL-6 ¢ TNF-o foram maiores em pacientes com
infeccdo secundaria, enquanto que o nivel de IFN-y foi maior em pacientes com infecgao
primaria (Restrepo et al., 2008).

Levy et al., em 2010, avaliando os niveis séricos de PrtCR em 36 pacientes
com dengue classica, 34 pacientes com febre hemorragica e 10 individuos saudaveis (grupo
controle), observaram niveis desta proteina aumentados em pacientes com febre
hemorragica comparados aos outros grupos, sendo associado ainda com a ocorréncia de
infec¢do secundaria pelo virus.

Nishimura et al., em 2000, investigaram a presen¢a de polimorfismos dos
genes das citocinas TNF-« ¢ TNF-f em pacientes japoneses com PET/MAH, LLcTA,
portadores assintomaticos € um grupo controle saudavel e observaram que a frequéncia do
genotipo -857 T/C para o polimorfismo do TNF-a foi significantemente maior em
pacientes com PET/MAH do que no grupo controle. Encontraram também diferenca

estatisticamente significante para o polimorfismo no primeiro intron do gene 7NF-/ entre
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pacientes com PET/MAH e portadores assintomaticos do HTLV, sendo o mesmo
observado também entre pacientes com PET/MAH e o grupo controle.

Tsukasaki et al., em 2001, analisando a associagdo entre o polimorfismo do
TNF-a (-857) e o desenvolvimento de leucemia/linfoma de células T do adulto em
portadores do HTLV-1 observaram que o alelo TNF-a-857T foi mais frequente em
pacientes com LLcTA do que em portadores assintomaticos.

Em estudo de associacdo entre a carga pro-viral do HTLV-1 e
polimorfismos de citocinas como TNF-a e TNF-B, IL-6 e IL-10 ndo foi demonstrada
correlacdo significante da presenca destes marcadores tanto em pacientes com PET/MAH
como em portadores assintomdticos do virus (Nishimura et al., 2003). No entanto, Goon
et al., 2003, usando citometria de fluxo demonstraram frequéncias significantemente
maiores de células T CD4™ HTLV-1-especificas positivas para TNF-o e IL-2 em pacientes
com PET/MAH que em portadores assintomaticos do HTLV-1.

Santos et al., (2004), avaliaram o nivel sérico médio de TNF-a em
17 pacientes com PET/MAH, 36 portadores assintomaticos do HTLV e 15 individuos
saudaveis (controle negativo), sendo encontrados niveis mais elevados de TNF-a em
pacientes com PET/MAH comparado com portadores assintomaticos do HTLV e grupo
controle, no entanto, nao houve associagdo significante quando comparados os trés grupos.

Best et al, em 2006 realizando uma analise univariada observaram
associacao significante entre PET/MAH e alguns marcadores como niveis séricos de IFN-y
e a carga pro-viral do HTLV-1, mas apds a analise de regressao logistica multipla somente

a carga pro-viral permaneceu associada significantemente com PET/MAH.
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No Brasil, Montanheiro et al., em 2009, analisaram a concentra¢do de
TNF-o em 68 portadores assintomaticos do HTLV, 44 pacientes com PET/MAH e 32
controles saudaveis e ndo encontraram niveis significantemente elevados desta citocina
comparando ambos os grupos de pacientes com o grupo controle, no entanto, encontraram
concentragdes de IFN-y significantemente mais elevadas em pacientes com PET/MAH que
em portadores assintomaticos e controles saudaveis.

Talledo et al., em 2010, no Peru, avaliaram o polimorfismo do gene TNF-a
(-863) em 71 pacientes com PET/MAH e 94 portadores assintomaticos do HTLV e nao
encontraram nenhuma diferenca significativa tanto na distribuicdo dos gendtipos quanto
dos alelos nos grupos envolvidos.

Conway et al., em 1997, estudando polimorfismos do TNF-a demonstraram
uma frequéncia maior da presenca do alelo TNF-308A em pacientes com tracoma do que
no grupo controle, sendo esta associagdo estatisticamente significante. Para o alelo
TNF-238A apesar da frequéncia elevada em pacientes nao foi observada associagao
estatisticamente significante.

Mozzato-Chamay et al., em 2000, investigando o polimorfismo do gene
TNF-a, na posi¢ao -376, em 238 pacientes com tracoma e 239 individuos do grupo controle
ndo encontraram diferengas significantes tanto na frequéncia genotipica quanto alélica de
ambos 0s grupos.

Georges et al., em 2003, avaliaram os niveis de TNF-o em 991 pacientes
com doenga coronariana ¢ em 333 individuos saudaveis (grupo controle) e encontraram

niveis desta citocina mais elevados em pacientes do que no grupo controle, porém, nao
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encontraram associacao entre as frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo de
TNF-a (-308) entre os grupos.

Natividad et al., em 2007, investigaram polimorfismos de citocinas em
pacientes com tracoma e correlacionaram a presenga do alelo TNF-308A com produgao
aumentada de TNF em culturas de linfocitos estimuladas com antigeno de corpos
elementares de clamidia.

Atik et al., em 2008, avaliando o polimorfismo do TNF-a (-308) e do TNF-4
(+252), em 339 pacientes com tracoma e 232 pacientes do grupo controle encontraram
associacdo estatisticamente significante entre a presenca dos gendtipos TNF-a-308AG e
TNF-a-308AA e risco diminuido de tracoma, assim como associagdo entre a presenga do
alelo TNF-f+252B2 e a ocorréncia de tracoma.

Ohman et al., em 2009, analisaram polimorfismos de citocinas em amostras
de mulheres com quadro de infertilidade tubaria associado a inflamagdo cronica por
C. trachomatis e observaram uma associagdo significante entre a presenca do alelo

TNF-308A e o risco de dano tubario grave nestas pacientes.
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1.8 OBJETIVOS
1.8.1 Objetivo Geral

Caracterizar marcadores da resposta inflamatoria do hospedeiro humano e
marcadores dos agentes virais € bacterianos que possam influenciar o curso da infecgao,

utilizando-se abordagens soroepidemioldgica, imunologica e molecular.

1.8.2 Objetivos Especificos

(1) Descrever informagdes demograficas e sociais dos grupos envolvidos e das pessoas
infectadas;

(i1) Descrever a concentragdao de marcadores da resposta inflamatoria no sangue periférico
(TNF-a, TNF-B, IFN-y e PrtCR), em grupos populacionais distintos, acometidos de
infecgodes pelo virus da dengue, HTLV-1 e HTLV-2, C. trachomatis e C. pneumoniae.

(ii1) Descrever a presenca e a frequéncia de polimorfismos nos genes TNF-a, TNF-f e
IFN-y, nos diversos grupos populacionais envolvidos;

(iv) Associar a concentragdo dos marcadores no sangue periférico com a patogenicidade em
grupos populacionais humanos infectados de acordo com suas manifestagdes clinicas tais
como quadros de doenga febril (grupos infectados e ndo infectados pelo VD), quadros de
doenca neuroldgica (PET/MAH) e infec¢do assintomatica (HTLV-1 e HTLV-2) e quadros
de doenca coronariana (C. trachomatis e C. pneumoniae);

(v) Associar a frequéncia dos polimorfismos dos marcadores acima com a patogenicidade

nos grupos populacionais estudados;
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(vi) Associar os marcadores (no sangue periférico e polimorfismos) de resposta

inflamatéria humana as caracteristicas de espécie/sorotipo/gendtipo viral ou bacteriano;
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 GRUPOS POPULACIONAIS E COLETA DAS AMOSTRAS

ApoOs a aceitagdo em participar do projeto (vide secdo 2.6) foram coletadas
amostras de sangue periférico em um sistema de colheita a vacuo (5SmL), em tubos
contendo EDTA como anticoagulante, de acordo com os grupos a seguir:

A) Grupo Dengue:

Foram coletadas 180 amostras de pacientes que apresentavam doenga com
manifestagdo de quadro febril no Ambulatério do Laboratério de Arbovirologia, do
Instituto Evandro Chagas, no periodo de outubro de 2006 a abril de 2007. Destas, 80
amostras foram positivas e 100 amostras foram negativas para o virus da dengue, em

cultura de células.

B) Grupo HTLV:

Foram utilizadas 77 amostras de pacientes com suspeita clinica de infecg¢ao
por HTLV oriundas do Nucleo de Medicina Tropical (NMT) tanto que faziam parte da
soroteca do laboratorio de virologia da UFPA, assim como as amostras coletadas no
periodo de outubro de 2006 a abril de 2007. Destas 30 pertenciam a pacientes com infec¢ao
sintomatica pelo HTLV (22 com sintomas neurologicos e 08 com sintomas dermatologicos)

e 47 amostras eram de portadores assintomaticos deste virus.

C) Grupo Doenga Coronariana:
Foram coletadas 89 amostras de pacientes com doenga coronariana no

Hospital de Clinicas Gaspar Viana (HCGV), no periodo de outubro de 2006 a abril de
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2007. Apds testes soroldgicos, as amostras foram divididas em dois grupos: 58 amostras de
pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia ¢ 31 amostras de

pacientes com doenca coronariana e sorologia negativa para esta bactéria.

D) Grupo controle:

Foi composto por 99 amostras, sendo 37 de voluntarios saudaveis que
assinaram o TCLE e concordaram participar do projeto (no periodo de outubro de 2006 a
abril de 2007) e 62 amostras de militares do sexo masculino pertencentes a soroteca do
Laboratorio de Virologia da Universidade Federal do Para. Estas ultimas foram utilizadas
sob a permissdao da chefia do laboratorio, reconhecendo que ndo se poderia entrar em
contato direto com estes individuos, assim como respeitando os TCLE assinados por estes,
no momento de sua pesquisa original, autorizando a utilizacdo do material bioldgico em
outros projetos desde que devidamente aprovados por 6rgao competentes.

As amostras foram transportadas ao Laboratoério de Virologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para, onde as mesmas foram centrifugadas
e separadas em aliquotas de soro, plasma e sangue total que foram congeladas a -20°C até o

momento do uso.

2.2 DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR VIRUS DA DENGUE, HTLV-1 ¢ HTLV-2,
C. TRACHOMATIS E C. PNEUMONIAE

O diagnostico da infecgdo pelo VD (realizado no laboratério de
Arbovirologia do Instituto Evandro Chagas) foi feito pela tentativa de isolamento do virus,

por meio da inoculagdo em cultura de células de Adedes albopictus clone C6/36. As
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monocamadas celulares inoculadas foram deixadas a temperatura ambiente (em torno de
28 °C) e observadas diariamente em microscopio Optico invertido até o 10° dia apos a
infeccdo celular, na busca de efeito citopatico (ECP).

As células infectadas, com ou sem a presenca de ECP, foram coletadas e a
multiplicagdo viral confirmada primeiramente pelo teste de imunofluorescéncia indireta
(IFT), utilizando fluidos asciticos hiperimunes de camundongo (FAI) polivalente para
flavivirus (anti-flavivirus) e para alfavirus (anti-alfavirus), sendo este tltimo utilizado como
controle de especificidade. Os casos positivos foram posteriormente confirmados e
discriminados de acordo com a espécie, por meio de uma IFI, utilizando anticorpos
monoclonais especificos para DEN 1, DEN 2, DEN 3 e DEN 4.

As amostras foram triadas para a presenca de anticorpos contra o HTLV-1 e
HTLV-2 por um ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA (HTLV-1/HTLV-2 Ab-Capture
ELISA Test System, ORTHO, Raritan, New Jersey), conforme instrugdes do fabricante. A
sororreatividade foi confirmada por western blot (HTLV Blot 2.4, western blot assay MP
Diagnostics ®, Geneva, Switzerland) ou por meio da reacdo em cadeia mediada pela
polimerase amplificando o gene pX.

A deteccao de anticorpos totais para o género Chlamydia foi realizada
usando-se um ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA (Microwell ELISA Chlamydia IgG,
Diagnostic Automation, Inc. Calabasas, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante.
A discriminacdo da reatividade de anticorpos para C. pneumoniae e os 15 sorotipos de

C. trachomatis foi feita por microimunofluorescéncia (Ishak & Ishak, 2001).
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2.3 DETERMINACAO QUANTITATIVA DAS CONCENTRACOES DE TNF-a, TNF-B,
IFN-y E PrtCR NO SANGUE PERIFERICO

A determinacdo quantitativa das concentracdes de TNF-a, TNF-3 e IFN-y
no plasma ou soro foi realizada utilizando um ensaio imunoenzimatico (Human ELISA
Ready-SET-Go, EBioscience, Inc. California, San Diego, USA). Este teste utiliza um
anticorpo monoclonal especifico para a detec¢do de cada um dos marcadores acima.

A curva padrdo para TNF-a e IFN-y foi feita utilizando cinco pontos de
referéncia a partir de uma solucao estoque (500 pg/mL) realizando-se uma diluicao seriada
para obtengdo das seguintes concentragdes: 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL e
62,5 pg/mL. O diluente de teste 1X serviu como padrdo zero (0 pg/mL). Para ambos o
limite minimo de deteccao foi de 4 pg/mL.

Para a curva padrao para TNF-f3 foram utilizados cinco pontos de referéncia
a partir de uma solugdo estoque (1.000 pg/mL) realizando-se uma diluicdo seriada para
obtencdo das seguintes concentragdes: 1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL e 125 pg/mL.
O diluente de teste 1X serviu como padrdo zero (0 pg/mL). O limite minimo de deteccao
foi de 8 pg/mL.

Para determinar quantitativamente a concentracdo de PrtCR nas amostras de
plasma ou soro foi utilizado um ensaio imunoenzimatico (Microwell ELISA C —Reactive
Protein, Diagnostic Automation, Inc. Calabasas, USA). Este teste utiliza um anticorpo
monoclonal especifico para PrtCR.

A curva padrdo para PrtCR foi feita utilizando seis pontos de referéncia a

partir da reconstitui¢do de cada padrdo com as seguintes concentragdes: 0,100 mg/L, 0,050
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mg/L, 0,025 mg/L, 0,010 mg/L, 0,005 mg/L e 0 mg/L. O limite de deteccdo variou de
0,1 pg/mL a 10 mg/L. As amostras com concentragdes de PrtCR superiores a 10 mg/L
foram diluidas 1:1000 e testadas novamente.

Todos os testes foram executados de acordo com as instrugdes dos

fabricantes.

2.4 ANALISE DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DE CITOCINAS

2.4.1 Extracdo do DNA

O DNA foi extraido de leucocitos do sangue periférico pelo método do

Fenol-Cloroférmio. O procedimento ocorreu de acordo com as seguintes etapas:

- LISE DE HEMACIAS (Solugio A: Cloreto de Amoénio [1.0M], EDTA [0.1M], H,O

destilada; Soluc¢ao B: Bicarbonato de Amonio [1.0M], H,O destilada).

1. Em um tubo de 2 mL adicionar 300 pL de sangue e 900 uL. de solugdo de lise

de hemacias.

2. Agitar por inversdo durante 20 minutos.

3. Centrifugar (14.000 rpm) por 3 minutos.

4. Descartar o sobrenadante e acrescentar 900 puL da solugdo de lise de hemacias

novamente.



5. Agitar por inversdao durante 20 minutos.

6. Centrifugar (14.000 rpm) por 3 minutos.

7. Descartar o sobrenadante.

- LISE DE LEUCOCITOS (Tris-HCI [100mM], EDTA [20mM], NaCl [200mM], SDS

0,5 %, H,O destilada).

1. Acrescentar ao precipitado 500 puL de solucdo de lise de leucoécitos.

2. Agitar no vortex até dissolver o precipitado.

3. Incubar em banho maria (55°C) por 30 minutos.

- PRECIPITACAO DE PROTEINAS (Acetato de Aménio [7,5M], H,O destilada).

1. Acrescentar 200 pL de solugdo de precipitacdo de proteinas.

2. Agitar brevemente no vortex.

3. Levar ao banho maria (55°C) por 30 minutos.

4. Centrifugar (14.000 rpm) por 10 minutos.

5. Transferir o sobrenadante para um tubo de 2 mL limpo (descartar o tubo com o

precipitado de proteinas).

6. Adicionar 500 pL de Fenol-Cloroférmio alcool isoamilico.

56
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7. Agitar por inversdo por 10 minutos.

8. Centrifugar (14.000 rpm) por 10 minutos.

9. Transferir o sobrenadante para um tubo de 2 mL limpo.

10. Acrescentar ao sobrenadante 1,5 mL de Isopropanol (2-propanol).

11.  Visualizar o pellet de DNA. (Verificar conforme a quantidade de DNA

formado a quantidade de H,O para hidrata-lo).

12. Centrifugar (14.000 rpm) por 10 minutos.

13. Desprezar o sobrenadante.

14. Adicionar 200 pL de Etanol a 70% lavando a parede do tubo.

15. Desprezar o etanol e deixar secando até evaporar completamente o alcool.

16. Adicionar H,O para hidrata-lo.

2.4.2 Genotipagem

2.4.2.1 Polimorfismo do TNF-a

O polimorfismo -308G—A na regido promotora do gene TNF-a foi

investigado utilizando-se a reagdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR) seguida da
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analise com enzimas de restricdo, RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). As
amplificacdes foram realizadas no equipamento termociclador Peltier Thermal Cycler
(BIOCYCLER).

A reagdo foi realizada em um volume final de 25ul, contendo 50 ng de
DNA total extraido, 0,2 uM de cada ANTP, 05 pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 1,5 uM,
KCl1 50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 1,25 U de Tag DNA polimerase. Os iniciadores
empregados nesta reagdo foram: TNF-FW: 5°-AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC
AT-3’ e TNF-R: 5°-TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG-3’, os quais amplificaram um
segmento de 107 pb (Allen et al., 2000).

A reacdo de amplificagdo foi realizada nas seguintes condicoes:
desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturagdo),
1 minuto a 58°C (hibridizagdo), 1 minuto a 72°C (extensdo) e uma extensdao final de
5 minutos a 72°C.

O produto da amplificacdo foi digerido pela enzima de restricdo Ncol
(Invitrogen, Brasil) a 37°C por 5 horas, em uma reagdao contendo 7ul. do produto
amplificado, 3 unidades da enzima (0,3 pL), 2,5uL de tampao 10X e 8uL de dgua estéril.

Durante a PCR ¢ amplificado um fragmento de 107pb que pode ou nado
conter um sitio de restricao para a enzima Ncol. Em portadores do alelo G, esse sitio de
restricao ¢ mantido, o que resulta, apos digestdo, na formagao de dois fragmentos menores,
um de 87 bp e outro de 20 bp. Nos portadores do alelo A, o sitio de restricdo ¢ perdido,

mantendo-se assim o fragmento integro com 107 bp (Tabela 1).
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Os produtos das amplificagdes e da digestdo enzimdtica foram visualizados
apos eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 4%, em tampao TAE 1x (TAE
40x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na; 40 mM/1000 mL agua
deionizada), contendo 5 pL de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utilizacdo de

transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.4.2.2 Polimorfismo do TNF-f3

O polimorfismo do TNF-B na posigdo +252, no primeiro intron, foi
investigado através da PCR e de digestdo enzimatica.

A reagdo foi realizada em um volume final de 50 pL, contendo 50 ng de
DNA total extraido, 0,2 uM de cada ANTP, 10 pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 1,5 uM,
KCl 50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 1,0 U de Tag DNA polimerase. O par de
iniciadores empregado nesta reagdo foi: TNF- F: 5°-CCG TGC TTC GTG GTT TGG
ACT-3" e TNF-B R: 5°-AGA GGG GTG GAT GCT TGG GTT C-3’, os quais amplificaram
um segmento de 782 pb (Majetschak et al., 2002).

A reacdo de amplificacdo foi realizada nas seguintes condicdes:
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 37 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C,
1 minuto a 72°C e uma extensao final de 10 minutos a 72°C.

O produto amplificado foi submetido a digestdo com a enzima de restri¢do
Ncol em um volume total de 20 pL, contendo 15 pL do produto amplificado, 0,1 uL de
Ncol (uma unidade), 2 pL. de tampao (B3*) e 2,9 uL de agua estéril, o qual foi incubado a

37°C por 5 horas.
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A enzima Ncol pode clivar o produto da digestdo em trés fragmentos de
782 pb, 586 pb e 196 pb (heterozigose G/A), em dois fragmentos de 586 pb ¢ 196 pb
(homozigose para o alelo G), ou nao clivar o produto (homozigose para o alelo A)
(Tabela 1).

Os produtos das amplificacdes e das digestdes enzimaticas foram
visualizados apos eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 1,5%, em tampao
TAE 1x (TAE 40x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na,
40 mM/1000 mL agua deionizada), contendo 5 pL de brometo de etidio (10mg/mL),

mediante a utilizagdo de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.4.2.3 Polimorfismo do IFN-y

O polimorfismo do IFN-y na posicdo +874, no primeiro intron, foi
investigado pela PCR, utilizando iniciadores alelo especifico (ASO-PCR).

A reagdo foi realizada um volume final de 30 pL, contendo 50 ng de DNA
total extraido, 0,2 uM de cada dANTP, 05 pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 2,0 mM,
KCl1 50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 1,0 U de Tag DNA polimerase. Os iniciadores
empregados nesta reacdo foram: IFN-y (+874) PC: 5’-TCA ACA AAG CTG ATA CTC
CA-3’; IFN-y (+874) T: 5°-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCT-3’ou IFN-y (+874)
A: 5’-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCA-3’, os quais amplificaram um segmento

de 262 pb (Pravica et al., 2000).
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A reacdo de amplificagdo foi realizada nas seguintes condicoes:
desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a
56°C, 50 segundos a 72°C e uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

A interpretacao do resultado foi determinada pela presenga ou auséncia do
produto amplificado conforme o iniciador alelo especifico utilizado (Tabela 1).

Os produtos das amplificagdes foram visualizados apds -eletroforese
(100 V/45 minutos) em gel de agarose a 4,0%, em tampao TAE 1x (TAE 40x estoque —
TrisBase 1,6, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL &4gua deionizada),
contendo 5 puL de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utiliza¢do de transiluminador

com fonte de luz ultra-violeta.

Tabela 1 — Relacdo dos polimorfismos nos genes das citocinas estudadas.

Citocina Polimorfismo  Método Iniciadores Tamanho dos
alelos
TNF-o.  -308 G—A PCR e TNF- FW: 5-AGG CAA TAG GTT G: 87bp e 20bp
RFLP TTG AGG GCC AT-3’ A: 107 bp
TNF R — 5°-TCC TCC CTG CTC
CGA TTC CG-3’
TNF-B +252 G—A PCR e TNF-B F: 5°-CCG TGC TTC GTG G: 586 pbe 196 pb
RFLP GTT TGG ACT-3” A: 782 pb

TNF- R: 5’-AGA GGG GTG GAT
GCT TGG GTT C-3°
IFN-y +874 A—T ASO-PCR Primer comum: 5’-TCA ACA AAG A ouT:262pb
CTG ATA CTC CA-3’
Alelo T: 5-TTC TTA CAA CAC
AAA ATC AAA TCT-3’
Alelo A: 5-TTC TTA CAA CAC
AAA ATC AAA TCA-3’
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita utilizando-se o programa BioEstat 5.0 (Ayres
et al., 2007), usando para a comparacdo entre as dosagens s€ricas das citocinas, testes
estatisticos paramétricos da ANOV A de um critério para os casos de analise de variancia de
mais de duas amostras e o teste de Qui-quadrado ou G (quando indicado) para anéalise dos
polimorfismos das citocinas.

Para a andlise dos dados socio demograficos foram utilizados o teste da
ANOVA de um critério para comparagdo das idades e o teste de Qui-quadrado ou G
(quando indicado) para comparacdo de sexo e procedéncia entre os grupos estudados.
Estabeleceu-se em 0,05 (5 %) o nivel de rejeicdo da hipdtese de nulidade (valor de

p<0,05).

2.6 COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA

O presente projeto foi submetido ao Comité de ética em pesquisa da
Fundagdao Centro de Hemoterapia ¢ Hematologia do Para (HEMOPA), seguindo as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos (Resolugdo
196 do Conselho Nacional de Satude), sendo aprovado em 10 de maio de 2006 (Anexo 1).

Todos os individuos foram informados previamente sobre os objetivos do
projeto e os que aceitaram participar assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE — anexo 2) e responderam a um questionario epidemiologico (anexo 3)
cujas informagdes foram usadas posteriormente na analise dos dados demograficos e

sociais.
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3 RESULTADOS
3.1 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS ENVOLVIDOS
3.1.1 Grupo Dengue

Dos 80 pacientes positivos para dengue, 34 (42,5%) eram do sexo feminino,
com idade variando entre 8 a 56 anos (média de 33 anos). Os 46 (57,5%) do sexo
masculino tinham idade entre 7 a 67 anos (média de 33 anos) e para ambos os sexos a
maioria (77,5%) residia em Belém (Tabela 2).

Foram identificadas 19 amostras como infectadas pelo DEN 1 (23,8%;
10 mulheres e 9 homens), 8 pelo DEN 2 (10%; 2 mulheres e 6 homens) e 53 pelo DEN 3
(66,2%; 22 mulheres e 31 homens).

Das 100 amostras pertencentes ao grupo de pacientes negativos para dengue,
47 (47%) eram do sexo feminino, com idade variando entre 3 a 63 anos (média de 31 anos).
Nos 53 (53 %) pacientes do sexo masculino, a idade variou entre 4 a 73 anos (média de
31 anos) e para ambos a maioria residia em Belém (81%).

Nao foi observada associagdo estatisticamente significante entre os grupos
dengue positivo e dengue negativo em relacio ao sexo (3°=0,364 e¢ p=0,5465), idade
(F=0,8259 e p=0,6318) e procedéncia (3°=0,017 e p=0,8958).

Quando comparados os grupos DEN 1, DEN 2 ¢ DEN 3 também nao foi
observada associagdo estatisticamente significante com relacdo ao sexo (G=1,1630 e

p=0,5591), idade (F=0,2063 e p=0,8160) ou a procedéncia (G=0,017 e p=0,7763).
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Tabela 2 - Sororreatividade para o virus da dengue de acordo com as caracteristicas
demograficas do grupo examinado.

_SEXO__ MEDIA DE , PROCEDENCIA
GRUPO Masculino  Feminino IDADE Belém Ananindeua
Outros (%)
(%) (%) (%) (%)

Dengue

Positivo 46 (57.,5) 34 (42,5) 33 62 (77.,5) 12 (15,0 06 (7.,5)
(n=80)
D(ennffs)l 09 (47.4) 10 (52,6) 33 16 (84,2) 02 (10,5) 01 (5,3)
D(en”f(;‘g)z 06 (75,0) 02 (25,0) 33 06 (75,0) 01 (12,5) 01 (12,5)
Dfﬂ”fg‘;f 31(58,5) 22 (41,5) 33 40 (75,5) 09 (17,0) 04 (7,5)
Dengue

Negativo 53 (53,0) 47 (47,0) 31 81 (81,0) 15 (15,0) 04 (4,0)
(n=100)

3.1.2 Grupo HTLV

Entre os 30 portadores sintomaticos do HTLV, 21 (70%) pertenciam ao sexo
feminino, com idade variando entre 24 a 70 anos (média de 51 anos). Os 9 (30%) pacientes
do sexo masculino tinham idade entre 33 a 69 anos (média de 54 anos). A média de idade
geral deste grupo foi de 52 anos (Tabela 3).

A analise molecular revelou que das 21 amostras do sexo feminino 18 eram
HTLV-1 (85,7%) e 3 eram HTLV-2 (14,3%). Todas as 9 amostras do sexo masculino
foram identificadas como HTLV-1.

Com relacdo aos 47 portadores assintomdticos do HTLV, 34 (72,3%)
pertenciam ao sexo feminino, com idade variando entre 12 a 74 anos (média de 47 anos).
Os 13 (27,7%) pacientes do sexo masculino tinham idade entre 25 a 79 anos (média de

47 anos).



65

ApoOs a analise molecular observou-se que das 34 amostras do sexo feminino
25 (73,5%) eram HTLV-1 e 6 (17,6%) eram HTLV-2 e 3 (8,8%) ndo foram identificadas.
Entre as 13 amostras do sexo masculino 11 (84,6%) foram identificadas como HTLV-1 e
2 (15,4%) como HTLV-2.

Comparando-se os grupos de portadores sintomaticos e assintomaticos do
HTLV nao foi encontrada associacdo estatisticamente significante com relacdo ao sexo
(%*=0,049 e p=0,8246) nem com a idade (F=0,2563 ¢ p=0,6202).

Considerando-se o tipo de HTLV entre portadores sintomaticos e
assintomaticos ndo houve associacdo estatisticamente significante quando comparados sexo

(G=3,3634 ¢ p=0,3389) ou idade (F=0,4870 ¢ p=0,6966).

Tabela 3 — Classificagdio molecular do HTLV de acordo com as caracteristicas
demograficas do grupo examinado.

SEXO
GRUPO Masculino  Feminino MEDIA DE IDADE
(%) (%)
HTLYV Sintomatico (n=30) 09 (30,0) 21 (70,0) 52
HTLV 1 (n=27) 09 (100,0) 18 (85,7) 50
HTLV 2 (n=03) 0 03 (14,3) 56
HTLYV Assintomatico (n=47) 13 (27,7) 34 (72,3) 47
HTLV 1 (n=36) 11 (84,6) 25(73,5) 48
HTLV 2 (n=08) 02 (15,4) 06 (17,6) 44
Na&o identificado (n=03) 0 03 (8,8) 48

3.1.3 Grupo Doencga Coronariana
A deteccdo de anticorpos para o género Chlamydia mostrou que das

89 amostras de pacientes com doenca coronariana 58 (65,1%) apresentaram
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sororreatividade e 31 (34,8%) foram negativas, sendo que no grupo positivo 28 (48,3%)
eram do sexo feminino e 30 (51,7%) do sexo masculino, com idade média de 64 anos e
22 (37,9%) procedentes de Belém (Tabela 4).

Das 58 amostras, 23 (39,6%) apresentaram reatividade para C. trachomatis e
C. pneumoniae, 34 (58,6%) apenas para C. trachomatis e uma (1,7%) apresentou
anticorpos somente para C. pneumoniae.

Entre as amostras negativas para o género Chlamydia 15 (48,4%) eram do
sexo feminino e 16 do sexo masculino (51,6%), com idade média de 61 anos, sendo
19 (61,3%) procedentes de Belém.

Nao foi observada associagdo estatisticamente significante entre os grupos
de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia e pacientes com
doenca coronariana e sorologia negativa para Chlamydia em relagdo ao sexo (x°=0,045 e
p=0,8316), a idade (F=1,6743 e p=0,1984), ou a procedéncia (x2=0,1671 e p=0,8701).

Quando comparados os grupos que apresentaram reatividade para
C. trachomatis e C. pneumoniae e que reagiram apenas para C. trachomatis também nao foi
observada associacdo estatisticamente significante com relacdo ao sexo (3°=0,026 e

p=0,9132), a idade (F=0,3687 e p=0,5550) ou a procedéncia (G=0,1941 e p=0,6595).
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Tabela 4 - Sororreatividade para Chlamydia de acordo com as caracteristicas demograficas
do grupo examinado.

GRUPO SEXO MEDIA PROCEDENCIA
Masculino  Feminino DE Belém Ananindeua  Outros (%)
(%) (%) IDADE (%) (%)
DC
Chlamydia *
Dositivo 30(51,7) 28(483) 64 22 (37,9) 02 (3,4) 09(15,5)
(n=58)
- t(n:ezgj P 12(52,2) 11 (47,8) 66 08 (34,8) 01 (4,3) 05 (21,7)**
c. t(n:es% P 17(50,0) 17 (50,0) 63 13 (38,2) 01(2,9) 04 (11,8)***
C.p*
(n=01) 01 0 66 01 0 0
DC
Chlamydia I
egatio 16 (51,6) 15 (48.4) 61 19 (61,3) 01 (3,2) 02 (6.4)
(n=31)

DC - Doenga coronariana; C.t - Chlamydia trachomatis; C.p - Chlamydia pneumoniae
Nao informaram procedéncia: * 25, **(09, ***16 e **** (9

A discriminagdo da sororreatividade de anticorpos para C. prneumoniae €
15 sorotipos de C. trachomatis, mostrou maiores prevaléncias para os sorotipos D (37,9%),

E (39,6%), F (37,9%), 1 (31,%), J (44,8%) e C. pneumoniae (41,4%) (Tabela 5).



68

Tabela 5 - Sororreatividade para as espécies C. pneumoniae ¢ C. trachomatis (de acordo
com 0s Sorotipos).

Sorotipo C. trachomatis N (%) C. pneumoniae N (%)

A 17 (29,3)

B 10 (17,2)
Ba 16 (27,6)

C 17 (29,3)

D 22 (37,9)

E 23 (39,6)

F 22 (37,9)

G 17 (29,3)

H 13 (22,4)

| 18 (31,0)

J 26 (44,8)

K 15 (25,9)

L1 11(18,9)

L2 09 (15,5)

L3 07 (12,1)
o _ 24 (41,4)

3.1.4 Grupo Controle
Das 99 amostras componentes do grupo controle 23 (23,2%) eram do sexo
feminino e 76 amostras do sexo masculino (76,8%), com idade média de 26 anos, das quais

84,8% eram procedentes de Belém (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracteristicas demograficas do grupo controle.

SEXO MEDIA PROCEDENCIA
GRUPO Masculino  Feminino DE Belém Ananindeua Outros
(%) (%0) IDADE (%) (%0) (%0)
Grupo controle ¢ ¢ ) 23(23,2) 26 84 (84.8) 12 (12,1) 03 (3,1)

(n=99)
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3.2 DISTRIBUICAO DA CONCENTRACAO DAS CITOCINAS TNF-a, TNF-B, IFN-y E
PrtCR, NO SANGUE PERIFERICO DE ACORDO COM OS GRUPOS ESTUDADOS
3.2.1 Grupo Dengue

A média dos niveis séricos de TNF-a foi de 14,6£3,1 pg/mL nos portadores
do virus da dengue, de 13,3+2,1 pg/mL nos individuos doentes ndo portadores do virus da
dengue e de 14,34+4,9 pg/mL no grupo controle (Figura 11).

Nao foi observada associacdo estatisticamente significante comparando-se
os niveis séricos dos grupos dengue positivo e dengue negativo com o grupo controle

(p=0,0558).

TNF-o
(pg/mL)

25

20 l

) é
I

10

Dengue Fos DengueMeg  Grupo Controle

L

Figura 11 - Niveis séricos de TNF-a nos grupos dengue positivo, dengue negativo e grupo
controle.

A média dos niveis séricos de TNF-f foi de 49,3+14,9 pg/mL nos portadores
do virus da dengue, de 96+22,3 pg/mL nos individuos nao portadores do virus da dengue e

de 73,8+14,8 pg/mL no grupo controle (Figura 12).
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Figura 12 - Niveis séricos de TNF-3 nos grupos dengue positivo, dengue negativo ¢ grupo
controle.

Foi observada associacdo estatisticamente significante comparando-se os
niveis séricos dos grupos dengue positivo, dengue negativo e grupo controle (p<0,01)

(Figura 13).

Figura 13 - Comparagao estatistica entre os niveis séricos médios de TNF-f dos pacientes
dengue positivo (1), dengue negativo (2) e grupo controle (3).
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A média das dosagens séricas de IFN-y no grupo dengue positivo foi de
192,14£86,2 pg/mL, no grupo dengue negativo foi de 152,14+59,5 pg/mL e no grupo controle

foi de 123,6+39,3 pg/mL (Figura 14).
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Figura 14 - Niveis séricos de IFN-y nos grupos dengue positivo, dengue negativo e grupo
controle.

Observou-se associacdo estatisticamente significante quando comparados os

grupos dengue positivo, dengue negativo e grupo controle (p<0,01) (Figura 15).

Figura 15 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de IFN-y dos pacientes
dengue positivo (1), dengue negativo (2) e grupo controle (3).
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A média das dosagens séricas de PrtCR no grupo dengue positivo foi de
14,5+£5,4 mg/L, no grupo dengue negativo foi de 8,6+6,9 mg/L e no grupo controle foi de
2,84+2,2 mg/L (Figura 16).

PrtCR
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Figura 16 - Niveis séricos de PrtCR nos grupos dengue positivo, dengue negativo ¢ grupo
controle.

Observou-se associacdo estatisticamente significante quando comparados os
niveis séricos de PrtCR entre os grupos dengue positivo, dengue negativo e grupo controle

(p<0,01) (Figura 17).

Figura 17 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de PrtCR dos pacientes
dengue positivo (1), dengue negativo (2) e grupo controle (3).
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3.2.2 Grupo HTLV
A média das concentracdoes de TNF-a foi de 22,3+8 pg/mL nos pacientes
com infec¢do sintomatica pelo HTLV, de 16,6+3,2 pg/mL nos portadores assintomaticos do

HTLYV e de 14,3+4,9 pg/mL no grupo controle (Figura 18).

TNF-o.
(pg/mL)
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HTLY Sint HTLY Assiit Grupa Conbrole:

Figura 18 - Niveis séricos de TNF-a nos grupos pacientes sintomaticos, portadores
assintomaticos da infec¢do pelo HTLV e grupo controle.

Foi observada associacdo estatisticamente significante quando comparados
os niveis séricos de TNF-a dos trés grupos: pacientes sintomaticos e portadores

assintomaticos da infec¢do pelo HTLV (p< 0,01), pacientes sintomdticos e grupo controle

(p<0,01) e portadores assintomaticos e grupo controle (p<0,05) (Figura 19).

Figura 19 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de TNF-a dos pacientes
sintomaticos (1), portadores assintomaticos (2) e grupo controle (3).
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Os niveis séricos médios de TNF-f foram de 65,2+17,7 pg/mL nos
portadores sintomaticos do HTLV, de 65,9+16,7 pg/mL nos portadores assintomaticos do

HTLYV e de 73,8+14,8 pg/mL no grupo controle (Figura 20).

TNF-B
(pg/mL)

100

HTLY Sint HTLY Assint Grupa Contole

Figura 20 - Niveis séricos de TNF-p nos grupos de portadores sintomaticos do HTLV,
portadores assintomaticos do HTLV e grupo controle.

Foi encontrada associacdo estatisticamente significativa comparando-se os
grupos de portadores sintomaticos do HTLV e grupo controle (p<0,05), bem como,

portadores assintomaticos do HTLV e grupo controle (p<0,05) (Figura 21).

Figura 21 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de TNF-f3 dos portadores
sintomaticos do HTLV (1), portadores assintomaticos do HTLV (2) e grupo controle (3).
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A média dos niveis séricos de IFN-y nos portadores sintomaticos do HTLV
foi de 92,3+32,9 pg/mL, nos portadores assintomaticos do HTLV foi de 103,3+33,8 pg/mL

e no grupo controle foi de 123,6439,3 pg/mL (Figura 22).
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Figura 22 - Niveis séricos de IFN-y nos grupos de portadores sintomaticos do HTLV,
portadores assintomaticos do HTLV e grupo controle.

Foi observada associacdo estatisticamente significante quando comparados
os grupos: portadores sintomaticos do HTLV e grupo controle (p<0,01); portadores

assintomaticos do HTLV e grupo controle (p<0,01) (Figura 23).

Figura 23 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de IFN-y dos portadores
sintomaticos do HTLV (1), portadores assintomaticos do HTLV (2) e grupo controle (3).
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Os niveis séricos médios de PrtCR nos portadores sintomaticos do HTLV foi
de 3,9+3 mg/L e nos portadores assintomaticos do HTLV foi de 3,9+2,5 mg/L e no grupo
controle foi de 2,8+2,2 mg/L (Figura 24).

A comparagdao dos niveis séricos de PrtCR ndao demonstrou associagao

estatisticamente significante (p=0,255).

PrtCR
(mgiL)

HTLW Sint HTLWY Assint Grupo Controle:

Figura 24 - Niveis séricos de PrtCR nos grupos de portadores sintomaticos do HTLV,
portadores assintomaticos do HTLV e grupo controle.

3.2.3 Grupo Doenga Coronariana

A concentracao sérica média de TNF-a foi de 16,2+3,6 pg/mL nos pacientes
com doenca coronariana e sorologia positiva para Chlamydia de 16£3,1 pg/mL nos
pacientes com doenca coronariana e sorologia negativa para Chlamydia ¢ de 14,3+4,9

pg/mL no grupo controle (Figura 25).
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Figura 25 - Niveis séricos de TNF-a nos grupos de pacientes com doenga coronariana e
sorologia positiva para Chlamydia, pacientes com doenga coronariana e sorologia negativa
para Chlamydia e grupo controle.

Observou-se associacdo estatisticamente significante entre os pacientes com

doenca coronariana e sorologia positiva para Chlamydia e o grupo controle (p<0,05)

(Figura 26).

Figura 26 - Comparagao estatistica entre os niveis séricos médios de TNF-o dos pacientes
com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia (1), pacientes doenca com
coronariana e sorologia negativa para Chlamydia (2) e grupo controle (3).
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A concentracao sérica média de TNF- foi de 90,3+26 pg/mL nos pacientes com
doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia, de 97,4+29,2 pg/mL nos pacientes
com doenga coronariana e sorologia negativa para Chlamydia e de 73,8+14,8 pg/mL no

grupo controle (Figura 27).
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Figura 27 - Niveis séricos de TNF- nos grupos de pacientes com doenga coronariana e
sorologia positiva para Chlamydia, pacientes com doenca coronariana e sorologia negativa
para Chlamydia e grupo controle.

Observou-se associagdo estatisticamente significante quando comparados
pacientes com doencga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia com o grupo

controle (p<0,01), e pacientes com doenga coronariana e sorologia negativa para

Chlamydia com grupo controle (p<0,01) (Figura 28).
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Figura 28 - Comparagao estatistica entre os niveis séricos médios de TNF-f3 dos pacientes
com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia (1), pacientes com doenga
coronariana e sorologia negativa para Chlamydia (2) e grupo controle (3).

A concentragdo sérica média de IFN-y foi de 97,2+18,1 pg/mL nos pacientes
com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia, de 110,5£25,2 pg/mL nos
pacientes com doenca coronariana e sorologia negativa para Chlamydia € no grupo controle
foi de 123,6+39,3 pg/mL (Figura 29).
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Figura 29 - Niveis séricos de IFN-y nos grupos de pacientes com doenga coronariana e
sorologia positiva para Clamydia, pacientes com doenga coronariana e sorologia negativa
para Clamydia e grupo controle.
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Foi encontrada associacdo estatisticamente significante apenas quando
comparados os grupos de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para

Chlamydia e grupo controle (p<0,01) (Figura 30).

T PR PR R

Figura 30 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de IFN-y dos pacientes
com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia (1), pacientes com doenga
coronariana e sorologia negativa para Chlamydia (2) e grupo controle (3).

A concentragdo sérica média de PrtCR foi de 11,1+5,7 mg/L nos pacientes
com doenga coronariana ¢ sorologia positiva para Chlamydia e de 11,4+6,7 mg/L. nos

pacientes com doenga coronariana e sorologia negativa para Chlamydia € no grupo controle

foi de 2,84+2,2 mg/L (Figura 31).
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Figura 31 - Niveis séricos de PrtCR nos grupos de pacientes com doenga coronariana e
sorologia positiva para Chlamydia, pacientes com doenga coronariana e sorologia negativa
para Chlamydia e grupo controle.

Observou-se associacdo estatisticamente significante quando comparados os
niveis séricos de PrtCR do grupo de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva
para Chlamydia com o grupo controle (p<0,01), assim como pacientes com doenca

coronariana e sorologia negativa para Chlamydia e grupo controle (p<0,01) (Figura 32).

Figura 32 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de PrtCR dos pacientes
com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia (1), pacientes com doenca
coronariana e sorologia negativa para Chlamydia (2) e grupo controle (3).
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3.3 DISTRIBUICAO DA FREQUENCIA DE POLIMORFISMOS DOS GENES TNF-q,
TNF-BE IFN-y, DE ACORDO COM OS GRUPOS ESTUDADOS
3.3.1 Grupo Dengue

A distribuicdo das frequéncias genotipicas para o polimorfismo do gene
TNF-a na posi¢ao -308 demonstrou a presenca elevada do genotipo heterozigoto AG no
grupo controle (17,2%) em relacdo aos grupos dengue positivo e dengue negativo, sendo
observada associacdo estatisticamente significante quando comparados os trés grupos

(p=0,0494), no entanto, Nao houve associa¢do quando comparadas as frequéncias alélicas

(p=0,1762) (Tabela 7).

Tabela 7 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-« (-308) nos
grupos dengue positivo, dengue negativo e controle.

TNF-o (-308) DENGUE POS DENGUE NEG Grupo controle X2 p
GENOTIPOS N=80 (%) N=100 (%) N=99 (%)
GG 63 (78,7) 88 (88,0) 75 (75,7)
AG 9(11,3) 4 (4,0) 17 (17,2) 9,515 0,0494
AA 8(10,0) 8(8,0) 7(7,1)
ALELOS N=160 (%) N=200 (%) N=198 (%)
A 25 (15,6) 20 (10,0) 31 (15,7) 3472 0,1762
G 135 (84,4) 180 (90,0) 167 (84,3)

As frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo do gene TNF-f
(+252) observadas nos grupos dengue positivo, dengue negativo e controle, nao
demonstraram associacao estatisticamente significante quando comparadas (p=0,4854 e

p=0,5967, respectivamente) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-/f (+252) nos
grupos dengue positivo, dengue negativo e controle.

TNF-B (+252) DENGUE POS DENGUE NEG  Grupo controle X2 D
GENOTIPOS N=80 (%) N=97 (%) N=79 (%)
GG 11 (13,7) 15 (15.5) 18 (22.8)
AG 34 (42,5) 44 (45.4) 28 (35.4) 3,451 0,4854
AA 35(43,7) 38 (39,1) 33 (41,8)
ALELOS N=160 (%) N=194 (%) N=158 (%)
G 56 (35,0) 74 (38,1) 64 (40,5) 1,033 0,5967
A 104 (65,0) 120 (61,9) 94 (59,5)

A investigacdo do polimorfismo do gene [FN-y (+874) demonstrou que
74,7% dos individuos do grupo controle possuiam o gendtipo AT, sendo observada também
uma frequéncia baixa do gendtipo TT (5,1%) neste grupo em comparagcdo aos grupos
dengue positivo e dengue negativo. Foi encontrada associagao estatisticamente significante
entre os genotipos dos trés grupos (p=0,0008), no entanto, 0 mesmo ndo aconteceu ao

serem comparadas as frequéncias alélicas (p=0,5163) (Tabela 9).

Tabela 9 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene /FN-y (+874) nos
grupos dengue positivo, dengue negativo e controle.

IEN-y (+874) DENGUE POS DENGUE NEG Grupo controle X2 p
GENOTIPOS N=80 (%0) N=99 (%) N=99 (%)
AA 30 (37,5) 21(21,2) 20 (20,2)
AT 36 (45,0) 65 (65,7) 74 (74,7) 19,018 0,0008
TT 14 (17,5) 13 (13,1) 05 (5,1)
ALELOS N=160 (%) N=198 (%) N=198 (%)
A 96 (60,0) 107 (54,0) 114 (57,6) 1,322 0,5163

T 64 (40,0) 91 (46,0) 84 (42.,4)




84

3.3.2 Grupo HTLV

Embora tenha sido observada uma frequéncia maior do gendtipo AG
(17,2%) no grupo controle, quando comparado com os grupos HTLV sintoméaticos e HTLV
assintomaticos, ndo foi encontrada associacdo estatisticamente significante tanto para os

genotipos (p=0,9084), quanto para os alelos (p=0,5120) (Tabela 10).

Tabela 10 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-« (-308) nos
grupos de portadores do HTLV (sintomdticos e assintomdticos) e grupo controle.

TNF-a (-308)  HTLV SINT HTLV ASSINT Grupo controle X2 p

GENOTIPOS N=27 (%) N=44 (%) N=99 (%)
GG 22 (81,5) 36 (81,8) 75 (75,7)
AG 4 (14.,8) 6 (13,6) 17 (17,2) 1,0726*  0,9084
AA 13,7) 2 (4,6) 7(7,1)

ALELOS N=54 (%) N=88(%) N=198 (%)
A 6 (11,1) 10 (11,4) 31 (15,6) 1,339 0,5120
G 48 (88.9) 78 (88,6) 167 (84,4)
*Teste G

Foram observadas frequéncias mais elevadas para o genotipo AG (55,3%)
no grupo de portadores assintomaticos do HTLV e do alelo A (73,3%) nos portadores
sintomaticos do HTLV quando comparados os trés grupos. Todavia, ndo foram encontradas
associacOes estatisticamente significantes (p=0,0642 ¢ p=0,1070, respectivamente)

(Tabela 11).
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Tabela 11 - Frequéncias genotipicas ¢ alélicas do polimorfismo do gene TNF-/ (+252) nos
grupos de portadores do HTLV (sintomadticos e assintomdticos) e grupo controle.

TNF-B (+252) HTLVSINT  HTLV ASSINT Grupo controle X2 D
GENOTIPOS  N=30 (%) N=47 (%) N=79 (%)
GG 02 (6,7) 7 (14,9) 18 (22,8)
AG 12 (40,0) 26 (55,3) 28 (35,4) 8,879  0,0642
AA 16 (53,3) 14 (29.8) 33 (41,8)
ALELOS N=60 (%) N=94 (%) N=158 (%)
G 16 (26,7) 40 (42,6) 64 (40,5) 4471 0,1070
A 44 (73.3) 54 (57,4) 94 (59,5)

Nao foram observadas associagdes estatisticamente significantes para o
polimorfismo do gene /FN-y quando comparadas as frequéncias genotipicas (p=0,3008) ¢

alélicas (p=0,5830) dos grupos de portadores sintomaticos, portadores assintomaticos do

HTLYV e grupo controle (Tabela 12).

Tabela 12 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene /FN-y (+874) nos
grupos de portadores do HTLV (sintomadticos e assintomdticos) e grupo controle.

IFN-y (+874) HTLV SINT  HTLV ASSINT Grupo controle X2 D
GENOTIPOS  N=30 (%) N=47 (%) N=99 (%)
AA 06 (20,0) 15 (31,9) 20 (20,2)
AT 20 (66,7) 28 (59,6) 74 (74,7) 48707  0,3008
TT 04 (13,3) 04 (8,5) 05 (5,1)
ALELOS N=60 (%) N=94 (%) N=198 (%)
A 32(53,3) 58 (61,7) 114 (57.6) 1,079 0,5830

T 28 (46,7) 36 (35,1) 84 (42,4)
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3.3.3 Grupo Doenga Coronariana

A comparagdo das distribui¢des genotipicas e alélicas entre os grupos de
pacientes com doenca coronariana e positivos para Chlamydia, com doenga coronariana e
negativos para Chlamydia e grupo controle ndo mostrou associagdo estatisticamente

significante para o polimorfismo do gene TNF-a (p=0,9084 ¢ p=0,6277, respectivamente)

(Tabela 13).
Tabela 13 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-« (-308) nos

grupos com doenca coronariana e positivos para Chlamydia, doenga coronariana e
negativos para Chlamydia e controle.

TNF-o (-308) DC Chlamydia pos  DC Chlamydia neg Grupo controle X2 p
GENOTIPOS N=58 (%0) N=31 (%) N=99 (%0)
GG 47 (81,0) 26 (83,9) 75 (75,7)
AG 7(12,1) 309,7) 17 (17,2) 1,4666* 0,9084
AA 4 (6,9) 2 (6,4) 7(7,1)
ALELOS N=116 (%) N=62 (%0) N=198 (%0)
A 15(12,9) 7(11,3) 31(15,7) 0,9310 0,6277
G 101 (87,1) 55 (88,7) 167 (84,3)
*Teste G

O grupo de pacientes com doenga coronariana e sorologia negativa para
Chlamydia apresentou maiores frequéncias para o genotipo AA (51,6%) e alelo A (69,4%)
na investigacdo do polimorfismo do gene TNF-£ (+252), quando comparado ao grupo de
pacientes com doenca coronariana e sorologia positiva para Chlamydia e grupo controle,
mas ndo foi observada associacdo estatisticamente significante (p=0,4148 e p=0,3315,

respectivamente) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Frequéncias genotipicas ¢ alélicas do polimorfismo do gene TNF-/ (+252) nos
grupos de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia, pacientes
com doenga coronariana e sorologia negativa para Chlamydia e grupo controle.

TNF-B (+252) DC Chlamydia pos DC Chlamydia neg Grupo controle X2 p
GENOTIPOS N=57 (%) N=31 (%) N=79 (%)
GG 10 (17,5) 4(12,9) 18 (22,8)
AG 27 (47,4) 11 (35,5) 28 (35,4) 3,936 10,4148
AA 20 (35,1) 16 (51,6) 33 (41,8)
ALELOS N=114 (%) N=62 (%) N=158 (%)
G 47 (41,2) 19 (30,6) 64 (40,5) 2,208 03315
A 67 (58,3) 43 (69,4) 94 (59,5)

A comparagdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do
gene [FN-y entre os grupos de pacientes com doenca coronariana (com sorologia positiva e
com sorologia negativa para Chlamydia) e grupo controle ndo mostrou associaciao

estatisticamente significante (p=0,6898 e p=0,7045, respectivamente) (Tabela 15).

Tabela 15 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene /FN-y (+874) nos
grupos de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia, pacientes
com doenga coronariana e sorologia negativa para Chlamydia e grupo controle.

IFN-y (+874) DC Chlamydia pos DC Chlamydia neg  Grupo controle X2 p
GENOTIPOS N=58 (%0) N=31 (%) N=99 (%)
AA 10 (17,2) 03 (9,7) 20 (20,2)
AT 46 (79,3) 26 (83,9) 74 (74,7) 2,2503*  0,6898
TT 02 (3,5) 02 (6,4) 05 (5,1)
ALELOS N=116 (%0) N=62 (%) N=198 (%)
A 66 (56,9) 32 (51,6) 114 (57,6) 0,701  0,7045
T 50 (43,1) 30 (48,4) 84 (42,4)

*Teste G
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3.4 ASSOCIACAO ENTRE OS NIVEIS SERICOS DAS CITOCINAS E AS
CARACTERISTICAS DE ESPECIE/SOROTIPO/GENOTIPO VIRAL ou
BACTERIANO
3.4.1 Grupo Dengue

Considerando a espécie de virus da dengue, observou-se os niveis séricos
médios de TNF-a de 13,2+2,1 pg/mL para DEN 1, 13,6+1,2 pg/mL para DEN 2, de
15,243,5 pg/mL para DEN 3 e de 14,3+4,9 pg/mL no grupo controle, ndo sendo encontrada
diferenca estatisticamente significante entre os niveis séricos médios quando comparados
todos os grupos entre si (p=0,3187) (Figura 33).
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Figura 33 - Niveis séricos de TNF-a no grupo dengue positivo de acordo com a espécie e
grupo controle.

Quanto a dosagem sérica de TNF-[3, observou-se niveis séricos médios de
53+12,5 pg/mL para DEN 1, 50,6+14,5 pg/mL para DEN 2, de 43,7+5,1 pg/mL para

DEN 3 e de 73,8+14,8 pg/mL para o grupo controle (Figura 34).
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Figura 34 - Niveis séricos de TNF-3 no grupo dengue positivo de acordo com a espécie e
no grupo controle.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os niveis
séricos médios de TNF-f3 para as espécies DEN 1 e DEN 3 (p<0,05), assim como entre
DEN 1, DEN 2, DEN 3 comparados ao grupo controle (p<0,01) (Figura 35).
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Figura 35 - Comparagao estatistica entre os niveis séricos médios de TNF- dos pacientes
DEN 1 (1), DEN 2 (2), DEN 3 (3) e grupo controle (4).
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Para IFN-y foram encontrados niveis séricos médios de 175,5+84,2 pg/mL
para DEN 1, 181,6+£38,6 pg/mL para DEN 2, de 179,3+64,1 pg/mL para DEN 3 e de
123,6+39,3 pg/mL para o grupo controle. (Figura 36).
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Figura 36 - Niveis séricos de IFN-y no grupo dengue positivo de acordo com a espécie e no
grupo controle.

Foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os niveis séricos
médios de IFN-y para DEN 1 e grupo controle ¢ DEN 3 e grupo controle (p<0,01) (Figura

37).
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Figura 37 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de IFN-y dos pacientes
DEN 1 (1), DEN 2 (2), DEN 3 (3) e grupo controle (4).

Para PrtCR foram obtidos niveis séricos médios de 14,1+£5,6 mg/L para
DEN 1, 23,8+5,3 mg/L para DEN 2, de 7,1£3,3 mg/L para DEN 3 e de 2,84+2,2 mg/L para o

grupo controle (Figura 38).
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Figura 38 - Niveis séricos de PrtCR no grupo dengue positivo de acordo com a espécie e
no grupo controle.
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Houve diferenca estatisticamente significante entre os niveis séricos médios
de PrtCR para todas as espécies comparadas entre si € com o grupo controle (p<0,01)

(Figura 39).

10

Figura 39 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de PrtCR dos pacientes
DEN 1 (1), DEN 2 (2), DEN 3 (3) e grupo controle (4).

3.4.2 Grupo HTLV

Considerando-se o tipo de HTLV entre os pacientes com sintomas
observou-se que o nivel sérico médio de TNF-a entre os portadores do HTLV-1 foi de
21,3+6,8 pg/mL e do HTLV-2 foi de 31,1+13,8 pg/mL. Entre os portadores assintomaticos
deste virus foi encontrado o nivel sérico médio de 16,3+£3,1 pg/mL para portadores do
HTLV-1 e de 20,46 pg/mL para portadores do HTLV-2. No grupo controle foi de

14,3+4,9 pg/mL (Figura 40).
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Figura 40 - Niveis séricos de TNF-a de acordo com o tipo de HTLV entre os portadores
sintomadticos e assintomaticos do virus e no grupo controle.

A comparacao das médias dos niveis séricos de TNF-a de cada grupo entre
si demonstrou associa¢do estatisticamente significante, exceto quando comparados os
grupos de portadores sintomaticos do HTLV-1 e portadores assintomaticos do HTLV-2,
portadores assintomaticos do HTLV-1 e portadores assintomaticos do HTLV-2, portadores
assintomaticos do HTLV-1 e grupo controle, bem como portadores assintomaticos do

HTLV-2 e grupo controle (Figura 41).
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Figura 41 - Comparagao estatistica entre os niveis séricos médios de TNF-a nos grupos
HTLV-1 sintomatico (1), HTLV-2 sintomatico (2), HTLV-1 assintomatico (3), HTLV-2
assintomatico (4) e grupo controle (5).

A média dos niveis séricos de TNF-f entre os portadores sintomaticos do
HTLV-1 foi de 63,2+16,3 pg/mL. Entre os portadores assintomaticos deste virus foi
encontrado o nivel sérico médio de 66+17,9 pg/mL para portadores do HTLV-1 e de
69,6+12,9 pg/mL para portadores do HTLV-2. No grupo controle a média foi de

73,8+14,8 pg/mL. Nao foi possivel realizar a dosagem sérica de TNF-f3 dos portadores

sintomaticos do HTLV-2 (Figura 42).
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Figura 42 - Niveis séricos de TNF- de acordo com o tipo de HTLV entre os portadores
sintomadticos e assintomaticos do virus e no grupo controle.

Foi observada associacdo estatisticamente significante apenas quando
comparados os niveis séricos de TNF-3 dos portadores sintomaticos do HTLV-1 e o grupo

controle (p<0,05) (Figura 43).

Figura 43 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de TNF- nos grupos
HTLV-1 sintomatico (1), HTLV-1 assintomatico (2), HTLV-2 assintomatico (3) e grupo
controle (4).
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A média dos niveis séricos de IFN-y entre os portadores sintomaticos do
HTLV-1 foi de 92,2+32,2 pg/mL e de 86,7+35,7 pg/mL para os portadores do HTLV-2.
Entre os portadores assintomaticos deste virus foi encontrado o nivel sérico médio de
102,8+24,3 pg/mL para portadores do HTLV-1 e de 84,5+45,9 pg/mL para portadores do
HTLYV 2. No grupo controle a média foi de 123,6+39,3 pg/mL (Figura 44).
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Figura 44 - Niveis séricos de IFN-y de acordo com o tipo de HTLV entre os portadores
sintomaticos e assintomaticos do virus € no grupo controle.

Observou-se associacdo estatisticamente significante quando comparados os
niveis séricos de IFN-y dos grupos de portadores sintomaticos do HTLV-1 e grupo controle
(»<0,01); portadores assintomaticos do HTLV-1 e grupo controle (p<0,05) e portadores

assintomaticos do HTLV-2 e grupo controle (p<0,05) (Figura 45).
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Figura 45 - Comparagédo estatistica entre os niveis séricos médios de IFN-y nos grupos
HTLV-1 sintomatico (1), HTLV-2 sintomatico (2), HTLV-1 assintomatico (3), HTLV-2
assintomatico (4) e grupo controle (5).

Entre os pacientes com sintomas observou-se que o nivel sérico médio de
PrtCR entre os portadores do HTLV-1 foi de 3,943 mg/L e do HTLV-2 foi de 3,943,5
mg/L. Entre os portadores assintomaticos deste virus foi encontrado o nivel sérico médio de
3,9+2,3 mg/L para portadores do HTLV-1 e de 3,4+2,8 mg/L. para portadores do HTLV-2.
No grupo controle observou-se nivel médio de 2,8+2,2 mg/L, ndo sendo observada

associacdo estatisticamente significante quando comparados entre si (p=0,1458)

(Figura 46).
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Figura 46 - Niveis séricos de PrtCR de acordo com o tipo de HTLV entre os portadores
sintomaticos e assintomaticos do virus e no grupo controle.

3.4.3 Grupo Doenga Coronariana

A dosagem sérica média de TNF-a para o grupo de pacientes com doenga
coronariana e sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae foi de
15,8+¢2,6 pg/mL, no grupo que apresentou reatividade apenas para C. trachomatis foi de
15,9+3,9 pg/mL e no grupo controle foi de 14,3+4,9 pg/mL (Figura 47).

A andlise estatistica ndo demonstrou associacdo significante quando

comparados os niveis séricos dos grupos entre si (p=0,1199).
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Figura 47 - Niveis séricos de TNF-a no grupo de pacientes com doenga coronariana e
sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae, no grupo positivo apenas para
C. trachomatis e no grupo controle.

O nivel sérico médio de TNF-f3 para o grupo de pacientes com doenca
coronariana e sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae foi de

95,2+35,6 pg/mL, no grupo que apresentou reatividade apenas para C. trachomatis foi de

90,2+25,5 pg/mL e no grupo controle foi de 73,8+14,8 pg/mL (Figura 48).
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Figura 48 - Niveis séricos de TNF- no grupo de pacientes com doenga coronariana e
sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae, no grupo positivo apenas para
C. trachomatis e no grupo controle.

Foi observada associacdo estatisticamente significante quando comparados
os niveis séricos de TNF- dos dois grupos de pacientes com o grupo controle (p<0,01)
(Figura 49).
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Figura 49 - Comparagao estatistica entre os niveis séricos médios de TNF-f no grupo de
pacientes com doenga coronariana e sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae
(1), no grupo positivo apenas para C. trachomatis (2) e no grupo controle (3).
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A média dos niveis séricos de IFN-y para o grupo de pacientes com doenca
coronariana e sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae foi de
93,2+16,3 pg/mL, no grupo que apresentou reatividade apenas para C. trachomatis foi de
99+18,9 pg/mL e no grupo controle foi de 123,6+39,3 pg/mL (Figura 50).
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Figura 50 - Niveis séricos de IFN-y no grupo de pacientes com doenga coronariana e
sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae, no grupo positivo apenas para
C. trachomatis e no grupo controle.

Houve associacdo estatisticamente significante quando comparados niveis

séricos de IFN-y dos dois grupos de pacientes com o grupo controle (p<0,01) (Figura 51).
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Figura 51 - Comparagao estatistica entre os niveis séricos médios de IFN-y no grupo de
pacientes com doenca coronariana e sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae
(1), no grupo positivo apenas para C. trachomatis (2) e no grupo controle (3).

No grupo de pacientes com doenga coronariana e sororreatividade para
C. trachomatis e C. pneumoniae o nivel sérico médio de PrtCR foi de 15£8,7 mg/L, no

grupo que apresentou reatividade apenas para C. trachomatis foi de 9,945,2 pg/mL e no

grupo controle foi de 2,84+2,2 pg/mL (figura 52).
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Figura 52 - Niveis séricos de PrtCR no grupo de pacientes com doenga coronariana e
sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae, no grupo positivo apenas para
C. trachomatis e no grupo controle.
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Quando comparados os niveis séricos de PrtCR dos trés grupos observou-se

associacao estatisticamente significante (p<0,01) (Figura 53).

Figura 53 - Comparagdo estatistica entre os niveis séricos médios de PrtCR no grupo de
pacientes com doencga coronariana e sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae
(1), no grupo positivo apenas para C. trachomatis (2) e no grupo controle (3).

3.5 ASSOCIACAO ENTRE A FREQUENCIA DOS POLIMORFISMOS DAS
CITOCINAS E AS CARACTERISTICAS DE ESPECIE/SOROTIPO/GENOTIPO VIRAL
OU BACTERIANO
3.5.1 Grupo Dengue

O gendtipo mutante AA para o polimorfismo do gene TNF-« (-308) foi
encontrado em maior frequéncia nos portadores do DEN 1 (21%). No entanto, ndo foi
observada associacdo estatisticamente significante quando comparadas nem as frequéncias

genotipicas, nem as frequéncias alélicas (p=0,3061 e p=0,5161, respectivamente)

(Tabela 16).
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Tabela 16 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-« (-308) nos
grupos DEN 1, DEN 2, DEN 3 e grupo controle.

TNF-a (-308) DEN 1 DEN 2 DEN 3 Grupo controle G p
GENOTIPOS N=19 (%) N=08 (%) N=53 (%) N=99 (%)
GG 14 (73,7) 6 (75,0) 43 (81,1) 75 (75,7)
AG 1(5,3) 2 (25,0) 6(11,3) 17 (17,2) 7,1627 0,3061
AA 4 (21,0) 0 4 (7,6) 7(7,1)
ALELOS N=38 (%) N=16 (%) N=106 (%) N=198 (%0)
A 9(23,7) 2 (12,5) 14 (13,2) 31(15,7) 2,2813 0,5161
G 29(76,3) 14(87,5) 92 (86,8) 167 (84,3)

Nao foi encontrada associacdo estatisticamente significante quando
comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-£ (+252)

nos grupos DEN 1, DEN 2, DEN 3 e grupo controle (Tabela 17).

Tabela 17 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-£ (+252) nos
grupos DEN 1, DEN 2, DEN 3 e grupo controle.

TNF-B (+252) DEN 1 DEN 2 DEN 3 Grupo controle X2 p
GENOTIPOS N=19 (%) N=08 (%) N=53 (%) N=79 (%)
GG 2(10,5)  2(25,0) 7(13,2) 18 (22,8)
AG 9(47,4) 4 (50,0) 21 (39,6) 28 (35,4) 43193 0,6336
AA 8(42,1)  2(25,0) 25 (47,2) 33 (41,8)

ALELOS  N=38 (%) N=16 (%) N=106 (%) N=158 (%)
G 13(342)  8(50,0) 35(33,0) 64 (40,5) 2,7304 04351
A 25(65.8)  8(50,0) 71 (67,0) 94 (59,5)

Observou-se uma maior frequéncia do genotipo TT (IFN-y +874) nos
portadores do DEN 2 (37,5%). Houve associagdo estatisticamente significante quando
comparadas as frequéncias genotipicas (p=0,0007), o mesmo ndo sendo observado para as

frequéncias alélicas (Tabela 18).
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Tabela 18 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene /FN-y (+874) nos
grupos DEN 1, DEN 2, DEN 3 e grupo controle.

IFN-y (+874) DEN 1 DEN 2 DEN 3 Grupo controle G p
GENOTIPOS  N=19 (%) N=08(%) N=53 (%) N=99 (%)
AA 8 (42,1) 4 (50,0) 18 (34,0) 20 (20,2)
AT 9 (47.,4) 1(12,5) 26 (49,1) 74 (74,7) 23,2685  0,0007
TT 2(10,5) 3 (37,5) 9(16,9) 5(5,1)

ALELOS N=38 (%) N=16(%) N=106 (%) N=198 (%)
A 25(65.8)  9(562)  62(58.5) 114 (57.6) 0,9485  0,8137
T 13(342)  7(438) 44 (415) 84 (42,4)

3.5.2 Grupo HTLV
As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene
TNF-a (-308) observadas nos grupos de portadores sintomaticos e assintomaticos do HTLV

nao evidenciou associagdo estatisticamente significante quando comparadas entre si € com

o grupo controle (Tabela 19).

Tabela 19 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-« (-308) nos
grupos de portadores sintomaticos e assintomaticos de acordo com o tipo de HTLV e no
grupo controle.

HTLV-1 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-2 Grupo

TNF-a (-308) Sint Sint Assint Assint controle X? p
GENOTIPOS N=25(%) N=02 (%) N=31(%) N=07 (%) N=99 (%)
GG 20(80,0)  2(100,0) 26 (83,9) 5(71,4) 75 (75,7)
AG 4(14,3) 0 4(12,9) 1(14,3) 17 (17,2) 2,9569* 0,9370
AA 1(3,7) 0 1(3,2) 1(14,3) 7(7,1)

ALELOS  N=50(%) N=04 (%) N=62(%) N=14(%) N=198 (%)
A 6 (12,0) 0 6(9,7) 3(21,4) 31(15,7) 34448 0,4863
G 44 (88,0)  4(100,0) 56(90,3)  11(78,6) 167 (84,3)

*Teste G
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Nao foi observada associacdo estatisticamente significante entre as
frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-£ (+252) nos grupos de

portadores sintomaticos e assintomaticos do HTLV e grupo controle. (Tabela 20).

Tabela 20 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-£ (+252) nos
grupos de portadores sintomaticos e assintomaticos de acordo com o tipo de HTLV e no
grupo controle.

HTLV-1 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-2 Grupo

TNFE-B (+252) Sint Sint Assint Assint controle X2 p
GENOTIPOS N=27 (%) N=03 (%) N=33(%) N=08 (%) N=79 (%)
GG 2 (7,5) 0 4 (12,1) 3(37,9) 18 (22,8)
AG 11 (40,7) 1(33,3) 20(60,6) 2(25,0) 28 (35,4) 12,9884 10,1123
AA 14 (51,8) 2 (66,7) 9(27,3) 3(37,9) 33 (41,8)
ALELOS N=54 (%) N=06 (%) N=66 (%) N=16 (%) N=158 (%)
G 15 (27,8) 1(16,7) 28 (42,4)  8(50,0) 64 (40,5) 5,6638  0,2257
A 39 (72,2) 5(83,3) 38(57,6) 8(50,0) 94 (59,5)

A diferenca da distribui¢do das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo do gene [FN-y (+874) nos grupos de portadores sintomdticos e
assintomaticos do HTLV ndo demonstrou associacdo estatisticamente significante em

relagdo ao grupo controle (Tabela 21).
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Tabela 21 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene /FN-y (+874) nos
grupos de portadores sintomaticos e assintomaticos de acordo com o tipo de HTLV e no
grupo controle.

HTLV-1  HTLV-2 HTLV-1 HTLV-2 Grupo
IEN-y (+874) Sint Sint Assint Assint controle X2 p
GENOTIPOS N=27(%) N=03(%) N=33 (%0) N=08 (%) N=99 (%)
AA 6(22,2) 0 10 (30,3) 3 (37,5) 20 (20,2)
AT 18 (66,7) 2 (66,7) 20 (60,6) 5(62,5) 74 (74,7) 7,9061% 0,4427
TT 3(11,1) 1(33.3) 3(9,1) 0 5(5,1)

ALELOS  N=54(%) N=06(%) N=66(%) N=16(%) N=198 (%)

A 30(55,6)  2(33.3) 40 (60,6) 11 (68.8) 114 (57,6)  2,5961 0,6275
T 24 (44.4) 4 (66,7) 26 (39.,4) 5(31,2) 84 (42,4)
*Teste G

3.5.3 Grupo Doenca Coronariana

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene
TNF-« (-308) encontradas nos grupos de pacientes com doenga coronariana ¢ sorologia
positiva para C. trachomatis e C. pneumoniae € no grupo positivo apenas para
C. trachomatis quando comparadas entre si e ao grupo controle ndo evidenciaram

associacdo estatisticamente significante (Tabela 22).

Tabela 22 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-« (-308) nos
grupos de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para C. trachomatis e
C. pneumoniae, no grupo positivo apenas para C. trachomatis € no grupo controle.

TNF-a (-308) Ct+ Cp+ Ct+ Cp- Grupo controle X? p
GENOTIPOS N=23 (%) N=34 (%) N=99 (%)
GG 15 (65,2) 31(91,2) 75 (75,7)
AG 06 (26,1) 01 (3,0) 17 (17,2) 8,2047 0,0844
AA 02 (8,7) 02 (5,8) 7(7,1)
ALELOS N=46 (%) N=68 (%0) N=198 (%)
A 10 (21,7) 05 (13,2) 31 (15,7) 5,2487 0,0725

G 36 (78.3) 63 (86,8) 167 (84.,3)
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Nao se observou associagdo estatisticamente significante quando
comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-f (+252)
nos grupos de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para C. trachomatis e

C. pneumoniae, no grupo positivo apenas para C. trachomatis € no grupo controle

(Tabela 23).

Tabela 23 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-£ (+252) nos
grupos de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para C. trachomatis e
C. pneumoniae, no grupo positivo apenas para C. trachomatis e no grupo controle.

TNF-B (+252) Ct+ Cp+ Ct+ Cp- Grupo controle X2 p

GENOTIPOS N=23 (%) N=33 (%) N=79 (%)
GG 04 (17.,4) 06 (18,2) 18 (22.8)

AG 14 (60,9) 12 (36,4) 28 (35,4) 5,6696* 0,2252
AA 05 (21,7) 15 (45,4) 33 (41,8)
ALELOS N=46 (%) N=66 (%) N=158 (%)

G 22 (47.8) 24 (36,4) 64 (40,5) 1,4768 0,4779
A 24 (52,2) 42 (63,6) 94 (59,5)

*Teste G

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene IFN-y (+874)
observadas nos grupos de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para
C. trachomatis e C. pneumoniae € no grupo positivo apenas para C. trachomatis

demonstraram associacdo estatisticamente significante quando comparadas as do grupo

controle (Tabela 24).
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Tabela 24 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene /FN-y (+874) nos
grupos de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para C. trachomatis e
C. pneumoniae, no grupo positivo apenas para C. trachomatis € no grupo controle.

IFN-y (+874) Ct+ Cp+ Ct+ Cp- Grupo controle X2 p
GENOTIPOS N=23 (%) N=34 (%) N=99 (%)
AA 04 (44,4) 06 (34,0) 20 (20,2)
AT 19 (37,0) 26 (49,1) 74 (74,7) 16,6164*  0,0023
TT 0 02 (16,9) 5(5,1)
ALELOS N=46 (%) N=68 (%0) N=198 (%)
A 27 (58.,7) 38 (55.,9) 114 (57.6) 6,2764 0,0434
T 19 (41,3) 30 (44,1) 84 (42,4)

*Teste G
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4 DISCUSSAO

As citocinas estdo envolvidas em muitas doengas e, consequentemente,
muitos estudos tém sido conduzidos para investigar se uma base genética para estas
doencgas pode ser encontrada nos polimorfismos em genes de citocinas (Allen et al., 2000;
Pelletier et al., 2000; Zhang et al., 2003; Cataldo et al., 2005; Kamali-Sarvestani et al.,
2005; Vallinoto et al., 2010).

A hipotese de participacao dos polimorfismos de genes de citocinas em
doencas baseia-se no fato de que eles podem influenciar in vivo os niveis de citocinas. Isto
¢ evidenciado na observagao de que os individuos diferem no que diz respeito ao nivel de
producdo apds o cultivo in vitro de suas células e que essas diferencas podem ser
atribuidas, em parte, aos polimorfismos de nucleotideo tinico ou de microssatélites em seus
genes de citocinas. Comumente, os individuos com genoétipos de citocinas estdo sendo
chamados de "alto" ou "baixo" produtores, apds a suposta relacdo entre o gendtipo € o
correspondente perfil de produgdo de citocinas in vitro (Pelletier et al., 2000; Reviron et al.,
2001; Tambur et al., 2001).

Entre as varias hipdteses postuladas para explicar a patogénese da doenca
grave causada pelo virus da dengue o modelo de imunopatogénese ¢ o mais aceito tendo a
cascata de citocinas como principal representante (Chaturvedi et al., 1999a;
Chaturvedi et al., 2000).

Alguns estudos demonstraram niveis séricos e plasmaticos aumentados de
citocinas como TNF-a e TNF-f, em pacientes infectados pelo virus da dengue

(Bethell et al., 1998; Hober et al., 1998; Green et al., 1999; Gagnon et al., 2002). Niveis
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maiores de TNF-oo e TNF- foram detectados em pacientes com febre hemorragica
comparado a pacientes com dengue classica. Os niveis mais elevados ocorreram no periodo
de crise quando a perda plasmatica, hemorragia e choque circulatério comumente ocorrem
em pacientes com febre hemorragica (Green et al., 1999; Gagnon et al., 2002).

Nao estda claro porque alguns individuos infectados pelo HTLV-1
desenvolvem doenca e outros ndo. Provavelmente a doenca resultante depende de uma
interagdo entre fatores virais, imunes e genéticos do hospedeiro (Bangham, 2003).

Marcadores virais (como a carga pro-viral) e marcadores imunologicos
(como expressdo de citocinas) tém sido associados com a presenca de soropositividade para
o HTLV-1 e/ou a presenca de doenca neurologica (PET/MAH). No entanto, na literatura
ndo hé conclusdes a respeito de quais destes marcadores estd associado primariamente com
a patogénese da PET/MAH e se ela ¢ direcionada inicialmente pela alta carga pro-viral ou
pela reagdo inflamatdria contra o virus (Best et al., 2006).

Estudos mostraram que a infec¢do pelo HTLV-1 ¢ caracterizada pela
proliferacdo espontanea e producdo de citocinas pro-inflamatorias tais como IFN-y e TNF-a
quando células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos infectados sao
cultivadas in vitro na auséncia de qualquer estimulo (Carvalho et al., 2001; Santos et al.,
2004).

O papel da suscetibilidade genética a doenca arterial coronariana tem sido
estudado por varios autores (Georges et al., 2003; Martins et al., 2006; Ghazouani et al.,
2009; Li et al., 2010). Alguns estudos foram direcionados para polimorfismos que possam

influenciar algumas fungdes bioldgicas como a coagulagdo, a fibrindlise, o nimero de



112

plaquetas, a fungdo vascular, o metabolismo lipidico e o processo inflamatorio (Incalcaterra
et al., 2004; Schulz et al., 2006). As citocinas pro-inflamatorias, TNF-a ¢ TNF-f3 sao
associadas com a patogénese da aterosclerose (Schulz et al., 2006).

Outros trabalhos t€m investigado uma possivel relacdo entre a presenca de
agentes infecciosos, marcadores de resposta inflamatéria e a ocorréncia de doencas
coronarianas (Kirbis et al., 2005; Carratelli et al., 2006; Clancy et al., 2006;

Vahdat et al., 2007).

4.1 GRUPO DENGUE

No presente trabalho ndo foi observada associacdo estatisticamente
significante entre os grupos dengue positivo e dengue negativo em rela¢do ao sexo, a idade
e a procedéncia.

Estes resultados corroboram os encontrados por outros autores em Taiwan,
na Colombia e no Brasil, os quais também ndo encontraram associa¢do estatisticamente
significante tanto para sexo quanto para idade comparando o grupo de pacientes infectados
pelo virus da dengue com o grupo controle (Wang et al., 2007; Passos et al., 2008;
Restrepo et al., 2008).

Aratijo et al., em 2002, no Para, encontraram diferenga significativa de
infeccdo entre os sexos quando compararam individuos positivos € negativos para o virus
da dengue, mostrando que o risco de transmissdo do VD foi maior em mulheres e que o

grupo mais vulneravel foi o de 16-30 anos, seguido pelo grupo de 31-45 anos.
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No presente estudo a média dos niveis séricos de TNF-a foi maior nos
portadores do virus da dengue do que nos individuos doentes nao portadores deste virus, no
entanto, foi similar ao observado no grupo controle, ndo sendo observada associagdo
estatisticamente significante comparando-se os niveis séricos entre 0s grupos.

Resultados similares foram observados por Chen et al., 2006, os quais
analisaram os niveis séricos de TNF-o em amostras de pacientes com dengue e de
individuos saudaveis e nao observaram aumento significativo nos niveis desta citocina
quando comparados o grupo de pacientes com dengue e o grupo controle.

Em estudos realizados em Taiwan e no Brasil também ndo foi encontrada
associacao entre os niveis séricos de TNF-o comparando-se os grupos de pacientes com
dengue classica e com dengue hemorragica (Wang et al., 2007; Bozza et al., 2008).

Ao contrario, a analise do perfil de citocinas, realizada na India, no Brasil e
na Venezuela, em amostras de sangue de pacientes com dengue e individuos saudaveis
demonstrou que os niveis de TNF-a foram significantemente mais elevados em pacientes
com dengue do que no grupo controle, sendo os niveis mais elevados presentes em
pacientes que apresentaram manifestagdes hemorragicas (Azeredo et al., 2001;
Braga et al., 2001; Chakravarti & Kumaria, 2006; Levy et al., em 2010).

Green et al, em 1999, analisaram os niveis de TNF-o. em amostras de
criangas tailandesas com infec¢do confirmada por virus da dengue e com doenga febril nao
causada por este virus e ndo encontraram diferenca estatistica nos niveis médios
plasmaticos entre os grupos. Todavia, a propor¢do de amostras com TNF-a detectavel foi
maior em criangas com febre hemorragica do que naquelas com dengue classica ou doenga

febril ndo causada por dengue.
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No entanto, em trabalhos desenvolvidos na Taildndia, na Colombia e no
Vietna, foram encontrados niveis mais elevados de TNF-a em criangas infectadas pelo
virus da dengue do que em individuos saudaveis (Kittigul et al., 2000; Nguyen et al., 2004;
Restrepo et al., 2008).

Priyadarshini et al, em 2010, na [ndia, analisaram o nivel sérico de citocinas
em casos confirmados de dengue e controles saudéaveis e encontraram niveis séricos médios
de TNF-a menores nos grupos de casos de dengue do que no grupo controle.

No presente trabalho, a média dos niveis séricos de TNF-B foi menor nos
portadores do virus da dengue do que nos individuos ndo portadores deste virus e no grupo
controle. Foi observada associacdo estatisticamente significante comparando-se os niveis
séricos dos grupos dengue positivo e dengue negativo com o grupo controle.

Gagnon et al., em 2002, quantificaram a producdo de citocinas em células
mononucleares do sangue periférico obtidas de criangas com dengue, e observaram que a
expressdo de TNF-f3 foi detectada em todas as amostras analisadas, ndo sendo observada
associacao significante na expressao desta citocina quando comparados grupos de pacientes
com febre hemorragica, dengue classica e com outras doencas febris que nao dengue.

No presente estudo, a média das dosagens séricas de IFN-y no grupo dengue
positivo foi maior do que no grupo dengue negativo € no grupo controle. Observou-se
associacdo estatisticamente significante quando comparados os grupos dengue positivo,
dengue negativo e grupo controle.

Resultados similares foram observados por outros autores, os quais

encontraram niveis significantemente maiores de IFN-y em casos de dengue comparados ao
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grupo controle. Em pacientes com dengue classica os niveis foram mais elevados do que
nos casos de febre hemorragica (Azeredo et al., 2001; Chakravarti & Kumaria, 2006,
Priyadarshini et al., 2010).

No estudo realizado por Bozza et al., em 2008, foi encontrada associa¢ao
entre os niveis séricos de IFN-y e casos graves de dengue comparados a casos leves.

Chen et al., em 2006, em Taiwan, encontraram niveis de IFN-y menores em
pacientes que morreram com febre hemorragica de dengue comparado aos que
sobreviveram. E os niveis desta citocina nos pacientes que tiveram febre hemorragica e
sobreviveram foram mais elevados do que os niveis encontrados em pacientes com dengue
classica e no grupo controle, sugerindo um efeito protetor relacionado a uma maior
producao de IFN-y nos pacientes que sobreviveram.

Nguyen et al., em 2004 e Restrepo et al., em 2008, observaram elevados
niveis de IFN-y em criangas com febre hemorragica ou sindrome do choque por dengue
comparado ao grupo controle, sendo esta diferenga estatisticamente significante.

Na analise das concentracdes plasmaticas de IFN-y em criangas tailandesas,
realizada por Green et al, em 1999, observou-se que os niveis médios de tal citocina
também foram significantemente maiores em criangas com dengue do que naquelas com
doenca febril ndo causada por dengue, contudo ndo foi encontrada significancia estatistica
quando comparados pacientes com febre hemorragica e com dengue classica.

A quantificagdo de PrtCR, aqui realizada, demonstrou que a média das
dosagens séricas no grupo dengue positivo foi significantemente maior comparada aos

grupos dengue negativo e controle.
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Em estudo realizado por Levy ef al., em 2010, avaliando os niveis séricos de
PrtCR em pacientes com dengue classica, pacientes com febre hemorragica e individuos
saudaveis, observou-se que os niveis desta citocina estavam significantemente aumentados
em pacientes com febre hemorrdgica comparados aos outros grupos, sendo associado ainda
com a ocorréncia de infec¢ao secundaria.

Neste estudo, a distribui¢do das frequéncias genotipicas para o polimorfismo
do gene TNF-a na posi¢ao -308 demonstrou a presenga elevada do genotipo heterozigoto
AG no grupo controle em relacdo aos grupos dengue positivo e dengue negativo, sendo
observada associacdo estatisticamente significante quando comparados os trés grupos,
contudo, ndo houve associacdo quando comparadas as frequéncias alélicas.

Ao contrario, Fernandez-Mestre et al., em 2004, investigando o
polimorfismo do gene TNF-a na posi¢do -308 encontraram um aumento significante do
alelo TNF-308A observado em pacientes com febre por dengue que apresentaram
manifestagdes hemorragicas comparado a pacientes com febre classica, sugerindo que a
presenca deste alelo esta associada a producao de altos niveis de 7TNF-¢«, porém, ndo foram
observadas diferencas quando comparados o grupo de pacientes e o grupo controle.

Em geral, para o polimorfismo TNF-&-308 os genotipos AA ou AG estdo
associados com alta producdo desta citocina e o GG com baixa produgdo
(Reviron et al., 2001; Tambur et al., 2001).

As frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo do gene TNF-S
(+252), observadas neste trabalho, nos grupos dengue positivo, dengue negativo e controle,

ndo demonstraram associagdo estatisticamente significante quando comparados.
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Nao hé descri¢ao na literatura de trabalhos de investigagdo do polimorfismo
do gene TNF-fna posigao +252 em grupos de pacientes infectados pelo virus da dengue.

A investigacdo do polimorfismo do gene IFN-y (+874) demonstrou maior
frequéncia do gendtipo AT no grupo controle, sendo observada também uma frequéncia
baixa do genotipo TT neste grupo em comparagdo aos grupos dengue positivo e dengue
negativo. Foi encontrada associagdo estatisticamente significante entre os genotipos dos
trés grupos, no entanto, 0 mesmo ndo aconteceu ao serem comparadas as frequéncias
alélicas.

Tais resultados foram contrarios aos observados por
Fernandez-Mestre et al., em 2004, ja que estes encontraram frequéncias similares entre os
genotipos do polimorfismo do gene /FN-y (+874) quando compararam o grupo de pacientes
e o grupo controle, ndo sendo observada diferenca estatistica.

O alelo IFN-y -874T ¢ associado com alta produ¢do in vitro de IFN-y e o
alelo IFN-y -874A com baixa producdo (Pelletier et al., 2000; Tambur et al., 2001). Este
alelo foi correlacionado com a presenca de 12 repeticdes CA, também conhecido como
alelo nimero dois, na codificagdo do gene /FN-y (Pravica et al., 2000).

Quando comparados os grupos DEN 1, DEN 2 e DEN 3, neste estudo, ndo
foi observada associacdo estatisticamente significante com relacdo ao sexo, idade ou a
procedéncia.

Resultados similares foram encontrados na Tailandia e na Nicaragua, onde
nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes com relagdo ao sexo ou a

idade quando comparados pacientes com infeccdo secundaria pelo Virus da dengue 3
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(Libraty et al., 2002) ou pacientes infectados por DEN 1 ou DEN 2
(Balmaseda et al., 2006).

Considerando a espécie de virus da dengue, observou-se neste trabalho que
os niveis séricos médios de TNF-a foram mais elevados para DEN 3, comparados com
DEN 1 e DEN 2, porém, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os
niveis séricos médios das espécies comparados entre si € ao grupo controle.

Estes achados sdo consistentes ao estudo realizado por Levy et al., em 2010,
os quais também ndo encontraram associacao estatistica entre os niveis séricos de TNF-a e
as espécies DEN 2, DEN 3 e DEN 4.

Na Polinésia Francesa, Laur ef al., em 1998, encontraram niveis séricos
similares de TNF-a em criangas com dengue durante uma epidemia pelo DEN 2.

Quanto a dosagem sérica de TNF-f3, no presente estudo observou-se niveis
séricos médios maiores para DEN 1, sendo encontradas diferengas estatisticamente
significantes entre os niveis séricos médios das espécies DEN 1 e DEN 3, assim como entre
DEN 1, DEN 2, DEN 3 comparados ao grupo controle.

Esta ¢ a primeira descri¢ao na literatura da quantificacdo dos niveis séricos
de TNF-B em pacientes infectados com o virus da dengue, de acordo com a espécie.

Neste trabalho os niveis séricos médios mais elevados de IFN-y foram
observados em portadores de DEN 2, sendo encontrada diferenca estatisticamente
significante entre os niveis séricos médios da espécie DEN 1 e grupo controle ¢ DEN 3 ¢

grupo controle.
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Libraty et al., em 2002, na Tailandia, avaliaram os niveis séricos de IFN-y
em criangas com infec¢do secundaria pelo Virus da dengue 3 € ndo observaram diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos de pacientes com dengue cldssica e febre
hemorragica.

No presente estudo, os niveis séricos médios maiores de PrtCR foram
obtidos no grupo DEN 2. Houve diferenga estatisticamente significante entre os niveis
séricos médios de todas as espécies comparadas entre si e com o grupo controle.

Similarmente, em estudo realizado por Levy et al., em 2010, avaliando os
niveis séricos de PrtCR em pacientes com dengue classica e pacientes com febre
hemorragica, também observou-se que os niveis aumentados desta citocina foram
associados com a presenca de infeccdo pelo Virus da dengue 2.

O genotipo mutante AA para o polimorfismo do gene TNF-« (-308) foi
encontrado em maior frequéncia nos portadores do DEN 1 (21%). No entanto, ndo foi
observada associagdo estatisticamente significante quando comparadas nem as frequéncias
genotipicas, nem as frequéncias alélicas.

Nao foi encontrada associacdo estatisticamente significante quando
comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene TNF-f (+252)
nos grupos DEN 1, DEN 2, DEN 3 e grupo controle.

Observou-se uma maior frequéncia do genotipo TT (IFN-y +874) nos
portadores do DEN 2. Houve associacdo estatisticamente significante quando comparadas

as frequéncias genotipicas, o mesmo nao sendo observado para as frequéncias alélicas.
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Os achados do presente trabalho sdo os primeiros a demonstrar a
investigacdo de polimorfismos dos genes TNF-a, TNF-f e IFN-y envolvendo pacientes

com dengue, considerando a discriminagdo por espécie.

4.2 GRUPO HTLV

Comparando-se neste trabalho, os grupos de portadores sintomdticos e
assintomaticos do HTLV, ndo foi encontrada associagdo estatisticamente significante com
relagdo ao sexo nem com a idade, embora tenha sido observada uma frequéncia maior do
sexo feminino em ambos os grupos.

Contrariamente, Best et al., em 2004 e Talledo et al., em 2010, observaram
uma média de idade significantemente maior, assim como uma frequéncia mais elevada de
pacientes do sexo feminino, em pacientes com PET/MAH, do que em portadores
assintomaticos do HTLV.

Muniz et al., (2010), no Brasil, também demonstraram uma maior
frequéncia de mulheres com PET/MAH do que homens, comparando pacientes com
PET/MAH e portadores assintomaticos do HTLV, porém, observaram uma média de idade
similar entre os grupos.

No presente estudo, a média das concentracdes de TNF-a foi mais elevada
nos pacientes com infeccdo sintomdtica pelo HTLV, comparando-se com portadores
assintomaticos do HTLV e com o grupo controle, sendo observada associacio
estatisticamente significante quando comparados os niveis séricos de TNF-a dos trés

grupos.
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Similarmente, Goon et al., em 2003, na Inglaterra, encontraram niveis
significantemente maiores de TNF-a em pacientes com PET/MAH do que em portadores
assintomaticos do HTLV-1, ambos com carga pro-viral similar.

Santos et al., (2004), determinaram os niveis séricos de TNF-a em pacientes
com PET/MAH, em portadores assintomaticos do HTLV e individuos saudaveis, sendo
encontrados niveis mais elevados de TNF-a em pacientes com PET/MAH comparado com
portadores assintomaticos do HTLV e grupo controle. No entanto, ndo houve associa¢ao
significante quando comparados os trés grupos.

Os resultados do presente estudo, sdo contrarios aos descritos por
Muniz et al., (2006), na cidade de Salvador, e por Montanheiro et al., (2009), em Sao
Paulo, os quais determinaram os niveis séricos de TNF-a de pacientes com PET/MAH e
portadores assintomaticos do HTLV, porém ndo encontraram diferenca significante quando
comparados os niveis entre os grupos.

No presente trabalho, os niveis séricos médios de TNF-B encontrados nos
portadores sintomdticos do HTLV e nos portadores assintomaticos do HTLV foram
menores que no grupo controle. E houve associacdo estatisticamente significativa
comparando-se os grupos de portadores sintomaticos do HTLV e grupo controle, bem
como, portadores assintomaticos do HTLV e grupo controle.

Goon et al., em 2003, também ndo observaram frequéncias elevadas de
TNF-B no sangue periférico tanto de pacientes com PET/MAH quanto de portadores

assintomaticos do HTLV-1.
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A média dos niveis séricos de IFN-y no grupo controle foi maior do que a
observada para os portadores sintomaticos e para os portadores assintomaticos do HTLV,
sendo observada associacdo estatisticamente significante quando comparados os grupos de
portadores sintomaticos do HTLV e grupo controle e portadores assintomaticos do HTLV e
grupo controle.

Estes resultados nao corroboram os trabalhos de Santos et al., (2004),
Best et al., (2006), Muniz et al., (2006) e Montanheiro et al., em 2009, onde foram
observados niveis séricos médios de IFN-y significantemente mais elevados em pacientes
com PET/MAH do que em portadores assintomaticos do HTLV e grupo controle.

Guerreiro et al., no Brasil, em 2006, analisaram os niveis de IFN-y em
portadores do HTLV-1 sem sintomas neurologicos, pacientes com PET/MAH e individuos
soronegativos para HTLV e encontraram niveis mais elevados desta citocinas em
portadores assintomaticos do HTLV comparado aos outros grupos envolvidos.

Embora Goon et al., em 2003, n3ao tenham encontrado associagdao
significante em relacdo aos niveis de IFN-y, foi observada uma tendéncia para correlagdo
positiva entre a carga pro-viral do HTLV e elevados niveis de IFN-y em portadores
assintomaticos.

No presente estudo, os niveis séricos médios de PrtCR nos portadores
sintomaticos do HTLV foi similar ao observado nos portadores assintomaticos do HTLV e
superior ao encontrado no grupo controle. A comparagdo dos niveis séricos de PrtCR nado

demonstrou associagdo estatisticamente significante.
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Nao foram encontrados trabalhos na literatura relativos a quantificagdo dos
niveis séricos de PrtCR em portadores do HTLV.

Embora tenha sido observada uma frequéncia maior do gendtipo mutante
TNF-a (-308) AA no grupo controle do presente trabalho, quando comparado com os
grupos HTLV sintomaticos e HTLV assintomaticos, ndo foi encontrada associacio
estatisticamente significante tanto para os genotipos quanto para os alelos.

Similarmente, em estudos realizados no Japao foram investigados
polimorfismos no gene 7NF-a em portadores do HTLV e ndo foi observada associagao
estatistica significante entre as frequéncias genotipicas ou alélicas deste polimorfismo
comparando-se os grupos estudados (Seki et al., 1999; Tsukasaki et al., em 2001).

No presente trabalho, para o polimorfismo do gene TNF-/ foram observadas
frequéncias mais elevadas para o genoétipo AG no grupo de portadores assintomaticos do
HTLV e do alelo A nos portadores sintomaticos do HTLV quando comparados os trés
grupos, todavia ndo foram encontradas associacgdes estatisticamente significantes.

Nishimura et al., em 2000, analisaram o polimorfismo do gene
TNF-f (+252) em pacientes japoneses com PET/MAH, pacientes com leucemia/linfoma de
células T do adulto, portadores assintomaticos do HTLV e individuos soronegativos para
este virus e detectaram uma diferenca significante entre pacientes com PET/MAH e
portadores assintomaticos do HTLV. A diferenca foi também observada entre pacientes
com PET/MAH e grupo controle. Por outro lado, ndo houve associagdo entre pacientes com
leucemia/linfoma de células T do adulto e PET/MAH ou portadores assintomaticos do

HTLV.
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Nao foram observadas, no presente trabalho, associacdes estatisticamente
significantes quando comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do
gene IFN-y (+874) dos grupos de portadores sintomaticos, portadores assintomaticos do
HTLV e grupo controle.

Nao foram encontrados estudos relacionados ao polimorfismo do gene /FN-y
(+874) em portadores do HTLV.

Considerando-se o tipo de HTLV entre portadores sintomaticos e
assintomaticos ndo houve associagdo estatisticamente significante quando comparados o
sexo ou a idade.

No presente estudo, considerando-se o tipo de HTLV observou-se que o
nivel sérico médio de TNF-o mais elevado foi encontrado entre os portadores sintomaticos
do HTLV-2. A comparacdo das médias dos niveis séricos de cada grupo entre si
demonstrou associagdo estatisticamente significante, exceto quando comparados os grupos
de portadores sintomaticos do HTLV-1 e portadores assintomaticos do HTLV-2, portadores
assintomaticos do HTLV-1 e portadores assintomaticos do HTLV-2, bem como portadores
assintomaticos do HTLV-1 e grupo controle.

A média dos niveis séricos de TNF-3 no grupo controle foi maior do que
entre os portadores do HTLV independente do tipo viral. Foi observada associagdao
estatisticamente significante apenas quando comparados os portadores sintomaticos do
HTLV-1 e o grupo controle.

A média dos niveis séricos de IFN-y também foi mais elevada no grupo

controle em relagdo aos portadores sintomaticos ou assintomaticos HTLV, sendo observada
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associacdo estatisticamente significante quando comparados os grupos de portadores
sintomaticos do HTLV-1 e grupo controle; portadores assintomdticos do HTLV-1 e grupo
controle e portadores assintomaticos do HTLV-2 e grupo controle.

Entre os pacientes portadores sintomdticos ou assintomaticos do HTLV
observou-se niveis séricos médios de PrtCR maiores do que no grupo controle, ndo sendo
observada associagao estatisticamente significante quando comparados entre si.

As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes
TNF-o (-308), TNF-f (+252) e IFN-y (+874) observadas nos grupos de portadores
sintomdticos e assintomdaticos do HTLV ndo evidenciou associagdo estatisticamente
significante quando comparadas entre si e a0 grupo controle.

Nao foram encontrados na literatura estudos relacionados tanto as dosagens
dos niveis séricos das citocinas TNF-a, TNF-f3, IFN-y e PrtCR quanto ao polimorfismo dos
mesmos (exceto PrtCR) em grupos de portadores do HTLV-1 ou HTLV-2, conforme

descrito no presente estudo.

4.3 GRUPO DOENCA CORONARIANA

No presente trabalho, ndo foi observada associagdo estatisticamente
significante entre os grupos de pacientes com doenca coronariana e sorologia positiva para
Chlamydia e pacientes com doenca coronariana e sorologia negativa para Chlamydia tanto
em relacdo ao sexo, a idade, quanto a procedéncia.

Estes resultados s3o consistentes aos que foram observados por

Georges et al., (2003) e por Goyal et al., (2007), os quais também nao encontraram
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associacao estatistica tanto para o sexo quanto para a idade quando comparados o grupo de
pacientes com doenga coronariana € o grupo controle, embora tenha sido observada uma
significante associagdo entre a soropositividade para C. pneumoniae ¢ a presenca de doenca
coronariana.

Contrariamente, Rugonfalvi-Kiss et al., em 2002, analisando amostras de
pacientes com doenga coronariana e individuos saudéveis demonstraram uma diferenga
significativa com relacdo ao sexo e a idade quando comparados ambos os grupos, assim
como uma elevada prevaléncia para C. pneumoniae no grupo com doenga coronariana.

A concentracao sérica média de TNF-a, aqui encontrada foi mais elevada
nos grupos de pacientes com doencga coronariana que no grupo controle. Observou-se
associacdo estatisticamente significante entre os pacientes com doenga coronariana e
sorologia positiva para Chlamydia e o grupo controle.

Estes resultados corroboram os obtidos por Georges ef al., em 2003, os quais
avaliaram os niveis de TNF-a em pacientes com doenca coronariana ¢ em individuos
saudaveis e encontraram niveis desta citocina significantemente mais elevados em
pacientes do que no grupo controle.

Martins et al., em 2006, também observaram niveis séricos elevados de
TNF-a em pacientes com doencga coronariana comparados ao grupo de pacientes saudaveis,
porém, esta diferenca ndo apresentou significancia estatistica.

No presente trabalho, a concentragdo sérica média de TNF-f3 foi maior nos
pacientes com doenga coronariana e sorologia negativa para Chlamydia do que nos

pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia e no grupo controle.
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Observou-se associacao estatisticamente significante quando comparados os grupos de
pacientes com doenca coronariana e o grupo controle.

No presente estudo, a concentragdo sérica média de IFN-y foi encontrada em
niveis mais elevados no grupo controle do que nos pacientes com doenga coronariana. Foi
evidenciada associacdo estatisticamente significante apenas quando comparados os grupos
de pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para Chlamydia e grupo controle.

Ao contrario, Martins et al., em 2006, avaliaram o perfil de citocinas em
pacientes com doenca coronariana e pacientes sauddveis e ndo encontraram associagdo
estatisticamente significante para o nivel sérico de IFN-y comparando-se os dois grupos.

A concentracdo sérica média de PrtCR, aqui encontrada, foi mais elevada
nos grupos de pacientes com doenga coronariana do que no grupo controle. Observou-se
associacao estatisticamente significante quando comparados os niveis séricos de PrtCR dos
grupos de pacientes com doenga coronariana com o grupo controle.

Similarmente, a avaliacdo dos niveis de PrtCR feita por Georges et al., em
2003 e por Chen et al., em 2005, em pacientes com doenga coronariana ¢ em individuos
saudaveis demonstrou que os niveis de PrtCR foram mais elevados em pacientes do que no
grupo controle apresentando significancia estatistica.

A comparagdo das distribui¢cdes genotipicas e alélicas para o polimorfismo
de TNF-a (-308), aqui realizada, entre os grupos de pacientes com doenga coronariana e
positivos para Chlamydia, com doenga coronariana e negativos para Chlamydia e grupo

controle ndo mostrou associacao estatisticamente significante.
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Kubota et al., em 1998, Georges et al., em 2003 e Ghazouani et al., em
2009, também nao encontraram associacao entre as frequéncias genotipicas e alélicas para
o polimorfismo de TNF-a (-308) comparando o grupo de paciente com doenga coronariana
e grupo controle.

No presente estudo, o grupo de pacientes com doenca coronariana e
sorologia negativa para Chlamydia apresentou maiores frequéncias para o genotipo AA e
alelo A na investigacao do polimorfismo do gene TNF-f (+252), quando comparado ao
grupo de pacientes com doenca coronariana e sorologia positiva para Chlamydia e grupo
controle, mas nao foi observada associagdo estatisticamente significante.

Kubota et al., em 1998 e Li et al., em 2010, também ndo observaram
associagdo estatisticamente significante entre as frequencias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo do gene TNF-£ (+252) em pacientes com doenga coronariana comparado ao
grupo controle.

No presente trabalho, a comparagao das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo do gene IFN-y (+874) entre os grupos de pacientes com doenga coronariana
(com sorologia positiva e com sorologia negativa para Chlamydia) e grupo controle nao
mostrou associagao estatisticamente significante.

Quando comparados os grupos que apresentaram reatividade para
C. trachomatis e C. pneumoniae e que reagiram apenas para C. trachomatis ndo foi
observada associacdo estatisticamente significante com relagdo ao sexo, a idade ou a

procedéncia.
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A dosagem sérica média de TNF-a para os grupos de pacientes com doenga
coronariana (reativos para C. trachomatis e C. pneumoniae ou somente para
C. trachomatis) foram similares entre si, porém mais elevadas do que no grupo controle. A
analise estatistica ndo demonstrou associa¢do significante quando comparados os trés
grupos.

O nivel sérico médio de TNF- para ambos os grupos de pacientes com
doencga coronariana (reativos para C. trachomatis ¢ C. pneumoniae ou somente para
C. trachomatis) foi mais elevado do que no grupo controle, sendo observada associacao
estatisticamente significante quando comparados os dois grupos de pacientes com o grupo
controle.

Nao foram encontrados trabalhos comparativos na literatura relacionados a
quantificagdo de TNF-a e TNF-3 de acordo com os grupos descritos.

A média dos niveis séricos de IFN-y para os grupos de pacientes com doenca
coronariana (reativos para C. trachomatis ¢ C. pneumoniae ou somente para
C. trachomatis) foi menor do que a observada no grupo controle. Houve associacao
estatisticamente significante quando comparados os dois grupos de pacientes com o grupo
controle.

Ao contrario, em estudo realizado por Clancy et al., em 2006, na Australia,
ndo foi encontrada associacao significante entre os niveis séricos de IFN-y em pacientes
com doenca coronariana quando comparados o grupo sororreativo para C. pneumoniae €
negativo para esta bactéria, embora no grupo sororreativo a concentracdo desta citocina

tenha sido mais elevada.
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No presente estudo, observou-se que no grupo de pacientes com doenga
coronariana e sororreatividade para C. trachomatis e C. pneumoniae o nivel sérico médio
de PrtCR foi mais elevado do que nos outros grupos estudados. Quando comparados os trés
grupos observou-se associacao estatisticamente significante.

Resultados semelhantes foram descritos por Carratelli et al., (2006), na
Italia, e por Vahdat et al., (2007), no Iran, os quais demonstraram que a soropositividade
para C. pneumoniae ¢ niveis elevados de PrtCR foram significantemente correlacionados
com doenca coronariana, em estudos desenvolvidos com portadores de doencga coronariana
e voluntarios saudaveis.

Diferentemente, na Australia, Clancy et al., em 2006, ndo encontraram
associacao significante entre os niveis séricos de PrtCR em pacientes com doenca
coronariana quando comparados o grupo sororreativo para C. pneumoniae € negativo para
esta bactéria.

Nao se observou associagdo estatisticamente significante quando
comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas tanto para o polimorfismo do gene
TNF-oa (-308) quanto para o polimorfismo do gene TNF-/£ (+252) nos grupos de pacientes
com doenga coronariana e sorologia positiva para C. trachomatis e C. pneumoniae, no
grupo positivo apenas para C. trachomatis € no grupo controle.

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene IFN-y (+874)
observadas nos grupos de pacientes com doenca coronariana e sorologia positiva para

C. trachomatis e C. pneumoniae € no grupo positivo apenas para C. trachomatis
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demonstraram associacdo estatisticamente significante quando comparadas as do grupo
controle.

Estes resultados sd3o os primeiros a descrever a investigacdo dos
polimorfismos dos genes TNF-a (-308), TNF-f (+252) e IFN-y (+874) nos grupos de
pacientes com doenca coronariana e sorologia positiva para C. trachomatis ¢

C. pneumoniae € no grupo positivo apenas para C. trachomatis.
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5 CONCLUSOES

1. Nao foi observada qualquer diferenca socio demografica entre os grupos dengue
positivo (infectados pelos DEN 1, DEN 2 e DEN 3) e dengue negativo;

2. O Virus da dengue 3 foi o mais frequente entre os individuos infectados;

3. Nao houve diferenga com relagdo ao sexo ou a idade, comparando-se os grupos de
portadores sintomaticos e assintomaticos do HTLV, independente do tipo viral;

4. O HTLV-1 foi o mais prevalente nos grupos estudados (portadores sintomaticos vs
portadores assintomaticos);

5. A maioria das amostras de pacientes com doenga coronariana apresentaram
sororreatividade para Chlamydia, sendo a C. trachomatis a mais prevalente;

6. Nao foi observada diferenca socio demografica entre os grupos de pacientes com
doenga coronariana (com sorologia positiva ou negativa para Chlamydia), nem
mesmo quando discriminada a espécie (C. trachomatis ou C. pneumoniae);

7. A discriminacgao da sororreatividade de anticorpos para Chlamydia mostrou a maior
frequéncia para o sorotipo J de C. trachomatis e para a C. pneumoniae;

8. Foi observada diferenca significante comparando-se os niveis séricos médios de
TNF-f, de IFN-y e de PrtCR dos grupos dengue positivo, dengue negativo e grupo
controle, no entanto, ndo houve diferenca comparando-se os niveis séricos de
TNF-a destes grupos;

9. Houve diferenca significante quando comparados os niveis séricos de TNF-a,
TNF-B, e IFN-y nos grupos de portadores do HTLV e grupo controle, porém, para

PrtCR, o mesmo nao foi observado;
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Observou-se diferenga na comparagdo dos niveis séricos de TNF-o, TNF-f3, [IFN-y e
PrtCR entre os pacientes com doenga coronariana e sorologia positiva para
Chlamydia e o grupo controle;

Foram encontradas diferencas significantes entre os niveis séricos médios de
TNF-B, IFN-y e PrtCR para as espécies DEN 1, DEN 2 e DEN 3 comparados ao
grupo controle, mas para TNF-a, 0 mesmo nao foi observado;

A comparacdo das médias dos niveis séricos de TNF-a, TNF-f§ e IFN-y entre os
grupos de portadores do HTLV, de acordo com a espécie e o grupo controle,
demonstrou associac¢ao significante, o que nao foi observado para a PrtCR;

Os niveis séricos de TNF-B, IFN-y e PrtCR foram significativamente diferentes
entre os grupos de pacientes com doenga coronariana e sororreatividade para
C. trachomatis e C. pneumoniae, comparados ao grupo controle, no entanto, nao
houve diferenca para as concentragdes séricas de TNF-a nestes grupos;

A distribuicdo das frequéncias genotipicas demonstrou diferenga para os
polimorfismos dos genes TNF-« ¢ IFN-y quando comparados os grupos dengue
positivo, dengue negativo e controle, contudo, para o polimorfismo do gene TNF-f
nao houve diferenca significante;

Nao foi encontrada diferenga para os genétipos e os alelos de TNF-a, TNF-f ¢
IFN-y, quando comparados os grupos de portadores do HTLV e controle;

A comparacdo das distribuigcdes genotipicas e alélicas entre os grupos de pacientes

com doenga coronariana e positivos para Chlamydia, com doenga coronariana e
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negativos para Chlamydia e grupo controle ndo mostrou associagdo para os genes
TNF-a, TNF-pe IFN-y;,

Houve diferenca significante quando comparadas as frequéncias genotipicas para o
polimorfismo do /FN-y nos grupos DEN 1, DEN 2, DEN 3 e controle, mas nao
para as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes TNF-« e
TNF-p,

As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes TNF-a, TNF-[ e
IFN-y, observadas nos grupos de portadores sintomdticos e assintomaticos do
HTLV, independentemente do tipo viral, ndo evidenciaram diferenca quando
comparadas entre si € com o grupo controle;

Houve diferenca quando comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo do gene /FN-y encontradas no grupo de pacientes com doenga
coronariana e sorologia positiva para C. trachomatis ¢ C. pneumoniae € no grupo
com reatividade isolada para C. trachomatis, todavia, o mesmo nao foi observado

para os polimorfismos dos genes TNF-« e TNF-p.
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ANEXO 1

FUNDACAOQ

SESPA /5US

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Parecer Consubstanciado

Belém, 18 de maio de 2006

Parecer n® 03/06

Analise do Projeto:

O projeto “Programa de Estudos da Patogénese de agentes infecciosos de natureza
viral e bacteriana”, do pesquisador Prof. Dr. Ricardo Ishack, PhD, da Universidade
Federal do Paré, foi recebido neste CEP em 10/04/2006 ¢ levado & apreciagdio em reunido
de 10/05/2006.

Tem como objetivo geral caracterizar fatores inerentes ao hospedeiro e aos agentes virais e
bacterianos que possam influenciar o curso de infecgdo de seres humanos, utilizando
abordagens soro-epidemiol6gica, diagnéstica, imunolégica e molecular.

A populagdo alvo sdo pacientes dos ambulatérios de doengas neuroldgicas e de
doengas respiratorias do Hospital Universitdrio Jodo de Barros Barreto, pacientes do
ambulatério do Hospital do Coragéo ‘e do Laboratdrio de Arbovirus do Instituto Evandro,
(f];'égas, além de amostras da soroteca do Laboratério de Virologia da Universidade Federal
do Para, ficando entdio determinado que os critérios de inclusdo no estudo s3o pacientes e
amostras de soroteca dos servigos acima citados.

Em relacdo ao Risco/Beneficio, a pesquisa ndo apresenta riscos para os participantes

e apresenta o beneficio da possibilidade de definigdo dos mecanismos dos agentes descritos

W
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que poderd gerar melhorias no diagndstico, prevengdo e tratamento das doengas a eles
relacionadas.

O orcamento & detalhado e adequado & proposta e a bibliografia € pertinente ao tema
proposto.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) contem dados em
linguagem acessivel ao participante, além de dados do pesquisador, incluindo enderego e
telefone para qualquer contato necessério.

Parecer do CEP:

Trata-se de um de estudo epidemiolégico, Grupo III apresentando termo de
concorddncia escrito dos servigos participantes. O projeto estd bem estruturado, com
justificativas e objetivos consistentes, riscos e beneficios bem estabelecidos, Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido adequado e informag@io precisa quanto ao
financiamento. Trara beneficios para a satde publica, uma vez que os dados obtidos terdio
valor cientifico para suporte ao diagndstico, prevengdo e tratamento de doengas
relacionadas com os agentes infecciosos estudados.

O projeto foi aprovado em reunido do Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagio
Centro de Hemoterapia e Hematologia do Pard, em 10 de maio de 2006.

Esté de acordo com a Res. CNS 196/96.

Parecer final: FAVORAVEL.
arade!

f—'ﬁ‘JLb.u AL&_(‘-_.:IJ—(-’CR_J_,I:"‘_» T . {u;iﬂ“f‘ 30 GEF
Luciana Maria Cunha Maradei Pereira ‘Dfdogﬁanadﬂfa
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para. — Fundagdo HEMOPA

Travessa Padre Eutiquio 2109,
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estou sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que esta sendo
desenvolvida pela Universidade Federal do Para.

Para que eu decida em participar ou ndo da pesquisa me foram prestadas as
seguintes informacgdes:

. O titulo do projeto é “Programa de Estudos da Patogénese de Agentes
Infecciosos de Natureza Viral e Bacteriana”.

. O pesquisador responsavel é o Prof. Dr. Ricardo Ishak, Biomédico, Professor
Titular da Universidade Federal do Para.

. O objetivo da pesquisa é o de aumentar o conhecimento atual acerca da
infeccdo por virus e bactérias, assim como da resposta imunoldgica,
particularmente, a participacdo da resposta inflamatéria na causa da doenca.
Durante a pesquisa 0 paciente devera responder a um questionario, depois
sera submetido a coleta de sangue para exame de laboratorio.

Essa pesquisa ndo oferece riscos; as praticas sdo de uso rotineiro e apenas
uma peguena quantidade de sangue (5mL) sera coletada para a deteccéo de
infeccdes, marcadores da resposta inflamatéria e genéticos do virus e do
hospedeiro.

. Serdo utilizados materiais esterilizados descartaveis, como agulhas, seringas,
nao oferecendo risco para o sujeito da pesquisa.

Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como podera deixar a
pesquisa no momento que quiser, pois ndo havera prejuizo pessoal por esta
causa.

10.Nao havera nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim

como néo havera nenhuma forma de pagamento para participacao.

11.0 grande beneficio desta pesquisa para todos os que participam, ou nao, € a

possibilidade de gerar um melhor entendimento dos objetivos descritos acima.

12.A sua participacdo na pesquisa € sigilosa, isto significa que, somente 0s

pesquisadores ficardo sabendo de sua participacao. As informacgdes utilizadas
na pesquisa terdo uso exclusivo neste trabalho, sem a identificacdo individual
do participante.

Prof. Dr. Ricardo Ishak — Pesquisador Responséavel
Universidade Federal do Para
Centro de Ciéncias Biologicas
Departamento de Patologia — Laboratoério de Virologia
Fone-Fax: 3202-7587
rishak@ufpa.br
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido (a) acerca do conteddo da mesma, assim como
seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito
participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, / /

Assinatura da participante
Prontuario: Protocolo:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Protocolo n°:
Nome:

Informagdes epidemiolégicas

Data de nascimento:  / / Idade: anos

Endereco com bairro e telefone:

Municipio:

Municipio de residéncia anterior (<05 anos no enderego atual):

Escolaridade
a) Nao alfabetizado
completo

b) Alfabetizado

e) 2° grau completo f) 2° grau incompleto

g) 3° grau incompleto h) 3° grau completo

¢) 1° grau incompleto

Data da coleta de informagdes/amostra:

d) 1° grau

Histéria de DST: [ Sim 1 Nao

Freqiiéncia: 3101 1 01a05 1 Mais de 05

Quais lembra (se aplicavel):

Uso de preservativo? 1. Sempre 2. Nunca 3. As vezes

Doencas Respiratorias

Historia de doenga respiratoria (bronquite, pneumonia, etc): ] Sim [ Nio

Fumante: [1Sim [ Nio

Outras variaveis:
Ja recebeu transfusdo sangiiinea: a) Sim  b) Nao

Tem tatuagens: a) Sim b) Nao Ha quanto tempo:

Tem piercing: a) Sim b) Ndo Ha quanto tempo:
Uso de estatinas: [ Sim [ Nao

C) Ha quanto tempo:
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