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RESUMO

Alves SMM. Associacdo entre os polimorfismos do fator de necrose tumoral e
da enzima conversora de angiotensina com a apresentacéo clinica na doenca
de Chagas [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2015.

Introducdo: A DCh (doenca de Chagas) é uma doenca negligenciada, com
evolucdo para formas graves em 30% dos casos. No passado, era restrita a
América Latina, entretanto, nas Ultimas décadas, o fendbmeno migratério
modificou o perfil epidemiolégico, globalizando a doenca. Inegaveis avangos
aconteceram no Brasil, nas JUltimas décadas, mesmo assim, restam
aproximadamente 3 milhdes de pacientes. Desigualdades regionais sao
encontradas, com indicadores desfavoraveis na regido Nordeste, relacionados
ndo s6 ao predominio de casos em criancas, identificados por avaliacdo
sorologica, mas também pelo nimero de mortes relacionado a doenca. Na fase
cronica, amplo espectro de apresentacdes pode ser encontrado, variando
desde a forma indeterminada, com favoravel evolucdo, até pacientes com
grave envolvimento cardiaco e alta mortalidade. Diante da apresentacdo
heterogénea, a predi¢cao do risco de evolugdo e morte na DCH continua sendo
um grande desafio. Maior ainda € a identificagdo de fatores determinantes,
sobretudo do tipo de acometimento cardiaco. Assim, € possivel que
marcadores genéticos possam contribuir efetivamente, nesse cenario. O valor
dos polimorfismos nos genes do fator de necrose tumoral (TNF) e da enzima
conversora da angiotensina (ECA) na doenca de Chagas € controverso.
Objetivo: avaliar se os polimorfismos da I/D da ECA e do TNF-308 sé&o
marcadores de risco para a ocorréncia de Insuficiéncia cardiaca na cardiopatia
chagasica crénica (CCC), em populacdo do Nordeste brasileiro. Material e
meétodos: realizado estudo tipo caso-controle. Foram analisados 201 pacientes
portadores de T. cruzi + classificados em estagios, de acordo com a Diretriz
Latino Americana para Cardiopatia Chagasica — Sociedade Brasileira de
Cardiologia. Foram incluidos 99 pacientes em estagio C com presenca de
disfuncdo ventricular, definida por fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
menor que 50% e sintomas prévios ou atuais de IC e 102 em estagio A,
pacientes assintomaticos, com eletrocardiograma e ecocardiograma normais.
Foram excluidos portadores de manifestacdo digestiva. Analisaram-se 0s
polimorfismos da I/D da ECA e do TNF-308. Resultados: o perfil geral da
populacdo estudada apresenta pacientes naturais de estados do Nordeste
brasileiro, com 81,1% do estado de Pernambuco, com baixos indicadores de
escolaridade (frequéncia a escola de até 4 anos: 52,7% e renda familiar de até
1 salario minimo: 64,7%). Ha predominancia feminina (64%), com igualdade



entre grupos (p=0,3). Idade média de 55 anos, sendo mais jovens no estagio A
(idade média: 51 anos) (p=0,001). A hipertensdo arterial sistémica esteve
presente em 40% da populacdo, com discreto predominio entre pacientes do
estagio C (p=0,05), e a Diabetes esteve presente em 8%, sem diferenca entre
os grupos (p=0,5). A fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo média do estagio
C foi 38+9% e de 67+5% no estagio A. Na avaliacdo de associacao entre 0s
gendtipos dos polimorfismos TNF-308 e I/D do gene da ECA e as distintas
formas clinicas na DCh foi encontrada associacdo entre o genoétipo Il no
polimorfismo da ECA e a permanéncia no estagio A. O padrdo néo
permaneceu quando a avaliagdo do OR foi ajustada para sexo, idade e uso de
benznidazol e também no estudo por alelos, evidenciando auséncia de
associacdo entre todos os polimorfismos estudados. Conclusdo: os
polimorfismos TNF-308 e I/D do gene da ECA pesquisados ndo se constituiram
em marcadores de risco para o desenvolvimento de CCC grave.

Descritores: Doenca de Chagas/genética. Doenca de Chagas/complicacoes.
Cardiomiopatia chagasica. Polimorfismo genético.
Biomarcadores. Doencas negligenciadas.



ABSTRACT

Alves SMM. Association between the polymorphisms of tumor necrosis factor
and angiotensin converting enzyme with the clinical presentation in Chagas'
disease [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2015.

Intoduction: Chagas disease (CD) is a neglected disease, with progression to
severe forms in 30% of cases. In the past, it was restricted to Latin America.
However, in recent decades, the phenomenon of migration has led to its
epidemiological profile having changed and the disease is now a global one.
Despite undeniable advances having taken place in Brazil in recent decades,
there remain close to 3 million cases. Regional inequalities are found including
unfavorable indicators in the Northeast which are not only about the
predominance of cases in children, identified by serological evaluation, but also
the number of deaths related to CD. In the chronic phase, a broad spectrum of
presentations can be found, ranging from the indeterminate form, with favorable
evolution, to patients with severe cardiac involvement and high mortality. Given
the heterogeneous presentation, predictions on the risk of progression and
death due to CD remain very challenging. Greater still is the identification of
their determining factors, particularly as to the type of cardiac involvement.
Thus, it is possible that genetic markers may contribute effectively, given this
situation. The value of polymorphisms in the genes of the tumor necrosis factor
(TNF), and of the angiotensin converting enzyme (ACE) in Chagas' disease is
controversial. Objective: To assess whether the I/D polymorphisms of ACE and
TNF-308 are risk factors for the occurrence of heart failure (HF) in chronic
Chagas cardiomyopathy (CCC), in the population of Northeast Brazil. Materials
and methods: A case-control study was conducted. 201 patients with T. cruzi +
classified in stages, in accordance with the Latin American guideline for Chagas
cardiopathy - Brazilian Society of Cardiology, were analyzed. These included 99
patients in stage C (presence of ventricular dysfunction (defined as the ejection
fraction of the left ventricle being less than 50%) and previous or current
symptoms of HF and 102 patients in stage A (asymptomatic patients) whose
electrocardiograms and echocardiograms were normal. Those with digestive
manifestation were excluded. The 1I/D polymorphisms of ACE and TNF-308
were analyzed. Results: The general profile of the population studied presents
patients from states in the Northeast of Brazil of whom 81.6% are from the State
of Pernambuco, and whose education indicators are low (4 years of elementary
schooling: 52.7%) and whose family income is up to 1 minimum wage: 64.7%.
Females predominate (64%), with equality between groups (p=0.3). Average
age is 55 years and younger in Stage A (mean age: 51 years) (p=0.001).



Systemic arterial hypertension was present in 40% of the population, with a
slight predominance among patients in Stage C (p=0.05), and 8% had
Diabetes, with no difference between groups (p=0.5). The mean ejection
fraction of the left ventricular of Stage C patients was 38+9% and 67+5% in
stage A patients. On evaluating the association between the genotypes of the
I/D polymorphisms of TNF-308 and the ACE gene and the distinct clinical forms
in CD, an association was found between genotype A in the polymorphism of
ACE and permanence in Stage A. The pattern did not remain when the
evaluation of OR was adjusted for sex, age and use of benznidazole, nor did it
in the study by alleles, thus showing evidence of the absence of association
between all of the polymorphisms studied. Conclusion: The TNF-308
polymorphisms and the 1/D of the ACE gene surveyed were not found to be risk
factors for the development of serious CCC.

Descriptors: Chagas disease/genetic. Chagas disease/complications. Chagas
cardiomyopathy. Genetic polymorphism. Biomarkers. Neglected
diseases
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Introducéo

1.1 Epidemiologia

Descrita, de forma singular, pelo médico Carlos Ribeiro Justiniano
Chagas em 1909%, a Tripanossomiase americana, posteriormente denominada
de doenca de Chagas (DCh), continua sendo um problema de saude publica. O
pesquisador, desde entdo, compreendeu a magnitude da doenca e descreveu
peculiaridades quanto a apresentacdo clinica, aos aspectos epidemioldgicos,
anatomopatolégicos e politico-sociais. Mais recentemente, com base nos
estudos em vestigios arqueoldgicos, usando técnicas de biologia molecular, foi
demonstrada a presenca de Trypanosoma cruzi em tecidos de mdmias com
9.000 anos de idade, na regido dos Vales Andinos, sugerindo a possibilidade
da existéncia da doenca anteriormente aos relatos de Carlos Chagas®.

A Organizacdo Mundial de Saude estima entre 7 a 8 milhdes de
pessoas infectadas no mundo, principalmente na América Latina, onde a DCh é
endémica®. Nas Ultimas décadas, o fendmeno migratério modificou o perfil
epidemioldgico, globalizando a doenca. Dessa forma, atualmente portadores da
DCh s&o encontrados também na América do Norte*, nos paises da Europa’ e

na Asia®.
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Estimated number of cases
o <1,000

o 1,000-99,999

0 100,000-999,999
(") 21,000,000

o No official estimates

Status of vector transmissions il
[ Without vector transmission Fi
[ With accidental vector transmission i& {
[ with ongoing vector transmission

Figural. Doenca de Chagas - nimero estimado de casos e status da transmisséo
vetorial (Ribeiro A et al. Nat Rev Cardiol., 2012;9:577)

Nos paises ndo endémicos, a transmissao da DCh acontece mediante
a contaminacdo transfusional, congénita e por transplante. Estimativas
recentes na América do Norte sugerem valores de aproximadamente 300.000 a
1 milhdo de casos nos Estados Unidos’® e, no México, os niimeros oscilam de
1 a 6 milhdes”®. Na Europa, documentou-se maior prevaléncia na Espanha,
seguida da Italia™®.

No Brasil, a doenca transmitida pelo vetor Triatoma infestans, principal
responsavel pela disseminacgdo do T. cruzi, foi carreada ao Rio Grande do Sul
por movimentos migratorios da Argentina e do Uruguai. Com a expansao da
lavoura cafeeira, atingiu S&o Paulo e disseminou-se progressivamente, por
todo o pais, adaptando-se as regifes onde havia comprometidas condi¢cfes de
moradia'’. Em 1948, as experiéncias de Dias e Pellegrino, com o uso de

inseticidas residuais, foram de grande importancia para o controle vetorial.
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Entre 1980 a 1990, Sdo Paulo ja mostrava resultados favoraveis com acées
efetivas nos programas de prevencédo, periodo que também foi implantado o
programa de controle dos bancos de sangue do pais. Entre 1990 a 2000,
deflagraram-se as acgdes da “Iniciativa do Cone Sul’. E finalmente em 2006, o
Brasil recebeu a Certificacdo Internacional de Eliminacdo da Transmissdo da
Doenca de Chagas pelo Triatoma infestans, conferida pela Organizagdo Pan-
Americana da Saude.’? No entanto, é importante ressaltar que tal certificado
representava o controle efetivo da doenca no Brasil por esse Triatoma, mas
n&o eliminava a necessidade de ac¢ées de controle e vigilancia permanentes. E
inegavel que significantes conquistas aconteceram no pais™. A despeito desse
resultado positivo, estimam-se, ainda, entre 2 a 3 milhdes de casos
remanescentes™, com 0,6% do nimero de mortes com a mencéo de DCh no
atestado de 6bito (1999 — 2007)*. Dados colhidos a partir da Gltima avaliacdo
soroldgica entre criancas abaixo de 5 anos, de toda area rural brasileira, com
excecdo do Rio de Janeiro, a infeccdo por T. cruzi foi estimada em 0,03%,
sendo que as criancas as quais provavelmente apresentaram a doenca por
contaminacgao vetorial estiveram concentradas, predominantemente, na regiao
Nordeste. Outras diferencas regionais também sdo encontradas quanto as
formas de transmissao. Quanto a infeccdo congénita, 60% dos casos estiveram
presentes no Rio Grande do Sul, considerando, assim, a possibilidade da
relacdo com as cepas especificas de T. cruzi, que sdo mais frequentes em
paises vizinhos, como o Uruguai, que apresenta maiores taxas desse tipo de
contaminac&o™®. Quanto & mortalidade, analisando-se as tendéncias ao longo

do tempo (1999-2007), evidenciou-se a existéncia de heterogeneidade entre as



5

Introducéo

regides do pais. A regido Nordeste apresenta novamente indicadores mais
desfavoraveis, com mortalidade em curva de crescimento™.

Tentando justificar esse perfil desfavoravel nessa regido, surgem
algumas hipoteses, como a do controle e a da prevencdo da DCh que, na
regido, tém sido negligentes. Os dados podem ser atribuidos ao elevado
namero de espécies de vetores presentes e a dificuldade de controle de
vetores secundarios, encontrados, na regido de dificil rastreio, pelos métodos
rotineiros. No Nordeste, os mais frequentemente encontrados sdo o Triatoma
brasiliensis e o T. Pseudomaculata. As a¢gdes que justificaram o Brasil receber
a certificacdo internacional foram agfes com sucesso para o controle do T.
Infestans. Também, casos de contaminacdo por vias oral e congénita,
agregados a indicadores socioecondmicos baixos, em conjunto, podem estar
contribuindo para a manutencdo desse desempenho desfavoravel na regido
Nordeste'’. E possivel também que o perfil genotipico populacional possa
implicar a susceptibilidade diferenciada®®.

Desde sua descricdo como humanista visionario, Carlos Chagas
alertou para as implicacfes biossociais da génese, evolucédo e continuacao da
DCh. A despeito de acdes singulares, como a criacdo de ambulatérios e
associacbes com fim especifico, seus portadores continuam vivendo em
condicdes socioeconémicas comprometidas, mantendo baixa a escolaridade e
a formacdo profissional. Desse modo, o inexoravel ciclo da pobreza e da

doenca se perpétua®.
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1.2 Formas clinicas

De acordo com a evolugdo, a DCh é classificada em fases aguda e
cronica. A fase aguda é predominantemente assintomatica, e a morte ocorre
entre 5% a 10% dos casos sintomaticos, principalmente por miocardite ou
meningoencefalite?®. Outras manifestacdes relacionadas ao sistema nervoso
podem ser também encontradas na fase aguda®. Na fase crénica, em
associacdo a forma cardiaca ou de forma isolada, o comprometimento
digestivo pode ocorrer com a formacao de megacolon ou megaeséfago.

Na fase crbnica, amplo espectro de apresentacbes pode ser
encontrado, variando desde a forma indeterminada, com favoravel evolugéo??,
até pacientes com grave envolvimento cardiaco. O proprio Carlos Chagas ja
comentava sobre o grande nimero de pessoas que iriam permanecer até a
idade avancada na forma benigna da doenca®. Até o momento, prevalece o
diagnéstico da forma indeterminada, definida pela auséncia de manifestacées
clinicas cardiacas, digestivas ou neuroldgicas, com auséncia de alteracdes no
eletrocardiograma (ECG), e radiolégicas do coracdo e do tubo digestivo®*.
Recentemente, uma avaliacdo entre portadores de DCh, doadores de sangue
assintomaticos, revelou que, em 10 anos, a taxa de incidéncia da Cardiopatia
Chagaésica Crénica (CCC) seria 1,85 por 100 pessoas/ano®. De fato, um dos
aspectos mais enigmaticos e obscuros na DCh refere-se a esse periodo
silencioso, fase essa em que parece se decidir o “destino” do paciente na
permanéncia como forma indeterminada ou a evolugéo para a forma aparente

da doenca.
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Entre portadores de insuficiéncia cardiaca (IC), sindrome clinica com
prognoéstico desfavoravel, a DCh como etiologia agrega maior risco no que se
refere a evolucdo. Em recente publicacdo, ressaltou-se que a etiologia
chagéasica foi associada, de forma independente, a um pior prognostico
relacionado a mortalidade (hazard ratio = 2,48), quando comparada a
miocardiopatia dilatada idiopatica, mesmo apds ajuste para outros consagrados
preditores de mortalidade, como pressao sistolica, duracdo do QRS e do
peptideo natriurético cerebral (BNP)?°.

Com o objetivo de uniformizar a caracterizacdo das apresentacoes
clinicas e nortear condutas, nova classificagao foi apresentada na “l Diretriz
Latino-Americana para o0 Diagnoéstico e Tratamento da Cardiopatia

Chagasica™’ (Figura 2).

Fase crbnica
Fase F Forma cardiaca
aguda . orma sem disfuncdo | Forma cardiaca com disfunc&o ventricular
indeterminada .
ventricular
A Bl B2 C D
Pacientes Pacientes com | Pacientes com Pacientes Pacientes | Pacientes com
com quadro | risco de cardiopatia com com sintomas
compativel a | desenvolver IC | estrutural, cardiopatia disfuncdo | refratéarios de
DCh aguda | possuem evidenciada por estrutural, ventricular | IC em
sorologia alteragdes caracterizada | e sintomas | repouso,
positiva, ndo eletrocardiograficas | por disfungdo | prévios ou | apesar de
tém cardiopatia | OU o ventricular atuais de tratamento
estrutural ou ecocardiograficas, | global, mas ICC clinico
sintomas de IC. | mas com fungéo sem sinais e (NYHA L, I, | otimizado,
Também ndo ventricular global | gjntomas 1, 1Iv) necessitando
tém alteragdes | nNormal e sem sinais | yravios ou de
digestivas e sintomas atuais atuais de IC intervencdes
ou prévios de IC especializadas

Figura 2. Classificacdo clinica da cardiopatia chagasica crénica (Andrade JP et al. -
| Diretriz Latino-Americana para o Diagndstico e Tratamento da CCC)

Diante da apresentacao heterogénea na DCh, com tao distintas formas

de apresentacdo, buscam-se indicadores prognésticos®. Vérios estudos
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longitudinais, incorporando variaveis clinico-laboratoriais, ajudaram a definir
marcadores prognésticos®**°. No entanto, alguns fatores sdo limitantes nessas
avaliacdes, entre eles a heterogeneidade das popula¢cdes estudadas. O escore
proposto por Rassi Jr. e colaboradores foi adequadamente validado, propondo
uma interessante ferramenta para a definicdo de risco de morte em 5 e 10
anos®'. Em relacao & revisdo sistematica quanto a preditores de mortalidade na
DCh, a disfuncao ventricular esquerda, classe funcional Ill e IV da New York
Heart Association (NYHA), a cardiomegalia e a taquicardia ventricular nao
sustentada indicam pior prognéstico entre portadores da DCh®.

De fato, a predicdo do risco de morte na DCh continua sendo um
grande desafio, e maior ainda é a identificacdo de fatores determinantes das
formas, sobretudo do tipo de acometimento cardiaco. Assim, é possivel que
marcadores moleculares e genéticos possam contribuir significativamente,

nesse cenario.

1.3 Patogenia

A DCh é a mais importante infeccdo parasitaria, que envolve o
coragéo33. A despeito de sua relevancia, a fisiopatogenia da CCC ainda nédo
estd completamente esclarecida. Varios mecanismos sdo considerados, entre
eles disautonomia, disfuncdo microvascular, autoimunidade e dano miocardico,
dependente da presenca do parasita ou por mecanismos imunes®. Na

compreensao contemporanea, sugere-se que a persisténcia do parasita no



9

Introducéo

miocardio e a desregulacdo da resposta imune assumem papel fundamental,
embora se mantenham fortes indicios de que todos os fatores se desenvolvem
em conjunto, formando uma complexa cadeia de fenbmenos, que, interligados,
desenham a elaborada patogenia da DCh34¢,

Quanto a patogénese de fase aguda, observa-se alta parasitemia e
parasitismo cardiaco, importante ativacdo do sistema imune com aumento de
proliferacéo, ativacdo de células B e T e aumento de atividade de mediadores
inflamatérios®’. Na fase cronica, o encontro de formas parasitarias
(amastigotas) em tecido cardiaco € menos frequente, exigindo tempo de
analise dos tecidos. Contudo, DNA e antigenos do parasito sdo detectados por
métodos mais sensiveis (PCR e imunoistoquimica). A intensidade da
inflamacdo ¢é varidvel, mas o infiltrado inflamatério €é composto,
predominantemente, de mononucleares (com maioria de linfécitos e
macréfagos)®.

A infeccao por T. cruzi induz a producao abundante de citocinas ndo so
do tipo | — pré-inflamatdrias, como o interferon-gama (IFNy), a interleucina
(IL)-12 e o fator de necrose tumoral (TNF), que atuam, de forma importante, no
controle da disseminacdo do parasita, como também citocinas
imunorreguladoras, tais como o fator transformador de crescimento beta
(TGFB) e a IL-10%,

O TNF atua na replicacdo do parasita, na fase aguda, mediante a
liberacdo de oxido nitrico (NO) por macrofagos ativados. Na fase crbnica, séo
encontrados niveis elevados de TNF, correlacionando-se com o grau de

disfuncao cardiaca®.
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Conforme a figura 3, € possivel sugerir o papel dualistico para o TNF
na DCh, sabendo-se que altos niveis seriam benéficos na fase aguda (controle
do parasita) e deletérios na fase cronica, com piora do processo inflamatorio

tipico da CCC*.

Dano ao
cardiomidcito

Ativagao continua

DG [ e infiltracdo cardiaca

producdo de 6xido
nitrico

por células
IEEWIIES

BAIXO

Resposta imune /

efetiva (citocinas,
6xido nitrico ) Fisiologiado
cardiomidcito
Controle da invaséo
(T. cruzi)

Figura 3. Modelo hipotético da acdo do TNF no coracgéo, sob condi¢cdes fisiolégicas
(baixa concentracdo de TNF — amarelo) e patolégicas (altas concentracdes de
TNF — vermelho) (modificado de Lannes-Vieira J et al., 2011)

Na CCC, varias citocinas produzidas no miocardio podem também ter
um efeito ndo imunolégico por meio da modulacédo da expresséo de genes e de
proteinas em cardiomiocitos e de outros tipos de células presentes no
miocardio. Polimorfismos genéticos de citocinas, quimiocinas e 0s genes da

resposta imune inata tém sido associados & progressao da DCh*4*,
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1.4 Genética

A complexidade do desenvolvimento de uma doenca infecciosa esta
relacionada a diversos fatores referentes ao hospedeiro e ao ambiente (figura
4). A exposicdo a um agente infeccioso ndo resulta, necessariamente, em
infeccdo assim como esta ndo se apresenta uniformemente, mas, com diversos
fendtipos clinicos e ou bioldgicos. Louis Pasteur, criador da teoria microbiana,
ja considerava o fator hereditariedade do hospedeiro na suscetibilidade a
infeccdo®. Tanto a avaliagdo de caracteristicas genéticas do hospedeiro como

a do patégeno podem ter importancia nesse cenario.

Fatores néo Fatores

microbiolégicos microbiolégicos

biolégicos

Exposicéo a X

microrganismos A
H
Hospedeiro H : "
H H Fenétipos
H

clinicos

Fatores
néo genéticos

Fatores genéticos

Figura4. Fases da interacdo hospedeiro-ambiente no decurso de uma infecgéo
(modificado de Casanova JL e Abel L, 2004)

Os estudos de polimorfismo genético ajudam a compreender como a
genética do hospedeiro pode influenciar no desenvolvimento da doenca ou na
gravidade da apresentacao. Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo
definidos, quando, pelo menos, dois nucleotideos alternativos ocorrem no
genoma, em frequéncias apreciaveis (geralmente >1%). Os SNPs exibem

heranca mendeliana e s&o usados como marcadores genéticos*.
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Na dultima década, inumeros ensaios vém sendo realizados,
investigando o polimorfismo génico na DCh. A avaliacdo do polimorfismo de
moléculas envolvidas na resposta imune inata, na adaptativa e na sua
regulacéo durante a infeccdo pelo T. cruzi tem sido alvo de pesquisas, tendo
em vista a importancia na patogénese da doenca.

A avaliacdo genética de interleucinas e quimiocinas na DCh tem sido

|18434% & em outros paises da América do Sul”’.

realizada no Brasi

A proposta do envolvimento do TNF na progressao da IC com variantes
génicas do promotor dessa citocina e seu papel no potencial evolutivo para IC
tem sido avaliada. Resultados conflitantes tém sido apresentados. Variaveis
importantes sdo desconsideradas nas analises, como idade, comorbidades e
funcéo ventricular®’.

Vérios estudos brasileiros de SNPs no gene TNF ja foram realizados.
Drigo e colaboradores®® avaliaram pacientes em centros médicos de Sdo Paulo
e demonstraram que, na populacdo portadora de CCC com fracao de ejecdo do
ventriculo esquerdo (FEVE) menor ou igual a 40%, carreadores do alelo
TNF-308A estavam associados a um menor tempo de sobrevida. O mesmo
grupo, um ano apoés, apresentou resultados de nova andlise, demonstrando a
ndo associacdo com o desenvolvimento da forma cardiaca, quando
comparadas distintas formas clinicas, como também com a progressao da
doenca®. Por outro lado, Pissetti e colaboradores estudaram pacientes com a
forma indeterminada, comparados a portadores da forma cardiaca na regido do

Tridangulo Mineiro (MG, Brasil), mostrando que a auséncia do polimorfismo do

TNF-238 A esta associada a sorologia negativa, o que sugere sua influéncia na
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susceptibilidade a infeccédo e, ainda, que esse alelo € associado com maior
producdo de TNF em individuos soropositivos. Por outro lado, este estudo
mostrou que o alelo TNF-308A ndo apresentou tal associacdo. Entende-se,
assim, que, em relacdo a avaliacdo genética dessa citocina, persiste a
divergéncia de resultados, ndo sendo, at¢é o momento, possivel se definir a
importancia do polimorfismo génico de TNF na DCh.

O polimorfismo da enzima conversora da angiotensina (ECA), em
especial o genétipo DD, foi associado a risco de IC>, & mortalidade® e a

evolucdo ecocardiografica desfavoravel®®

em diferentes etiologias de
miocardiopatia, como a alcodlica e idiopatica®2. Contudo, publicagdes com
resultados discordantes também tém sido encontradas na miocardiopatia
dilatada idiopatica®">°.

Na DCh, também foi estudada a associacdo do polimorfismo da ECA
com a evolucgéo clinica. Em estudo venezuelano, os pesquisadores avaliaram
envolvimento de variantes funcionais DD (delecdo/delecdo), ID
(insercéo/delecdo), Il (insercdol/insercdo) do gene da ECA, verificando a
associacdo quanto a gravidade. Os autores ndo registraram associacdo do
gendtipo com a progressdo da doenca®.

Considerando o reservado progndstico e as altas taxas de mortalidade,
especialmente entre portadores de IC de etiologia chagasica, é necessaria a
busca por estratificacdo mais adequada.

Dados ja publicados sugerem que fatores genéticos podem estar

envolvidos no desenvolvimento das manifestacdes diversas da DCh*¥°%°"%8 ¢
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a identificacdo desses marcadores pode sugerir estratégias que facilitem uma
tomada de decisé@o mais precoce, de forma dirigida ou individualizada.
Limitacbes de estudos atualmente disponiveis restringem a possivel
aplicacdo dessa estratégia. Esse cenario ainda persiste nessa area de
pesquisa, especialmente no Nordeste brasileiro, onde inexistem avaliacfes.
Diante dos inconclusivos estudos acerca do papel do polimorfismo do TNF-308
e da ECA I/D como fator de risco para o desenvolvimento de miocardiopatia na
DCh, a hipétese formulada para conduzir essa pesquisa foi a da associacao
entre marcadores genéticos e formas clinicas da DCh na populacdo do

Nordeste brasileiro.



2. OBJETIVOS
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Objetivos

2.1 Geral
— Verificar se polimorfismos da enzima conversora de angiotensina
(/D da ECA) e do fator de necrose tumoral (TNF-308) sao
marcadores de risco para a ocorréncia da forma grave da CCC,
quando comparada a forma sem doenca cardiaca aparente no

Nordeste brasileiro.

2.2 Especificos

— Avaliar a associacdo dos niveis de TNF no soro com a expressao

de polimorfismos de TNF-308;

— Avaliar niveis de TNF no soro e verificar a associacdo com a

expressao clinica da DCh;

— Avaliar a correlacao dos niveis de TNF no soro com a FEVE ao

ecocardiograma.



3. CASUISTICA E METODOS
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3.1 Casuistica

Pacientes com diagnostico de DCh foram avaliados no periodo de maio
de 2010 a julho de 2014, no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia
Cardiaca e no Pronto-Socorro Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE) —
Universidade de Pernambuco/UPE. O Ambulatério de DCh e Insuficiéncia
Cardiaca foi fundado em 1987, sendo o centro de referéncia no Estado de
Pernambuco para diagndstico clinico e tratamento da DCh (Secretaria Estadual
de Saude/Secretaria de Ciéncia e Tecnologia, portaria: 20 de abril de 2012).

O calculo do tamanho da amostra foi dimensionado de acordo com o
desenho do estudo, caso-controle, ndo pareado, sendo 0s casos 0S pacientes
do estagio C e os controles os do estagio A. Foi adotada a classificacdo em
estagios de acordo com a “l Diretriz Latino-Americana para o diagndéstico e

tratamento da cardiopatia chagasica”’.

Para a analise do calculo amostral:

o Polimorfismo do fator de necrose tumoral (TNF-308)

Considerou-se a presenca do alelo TNF2. Assumindo um nivel de
significancia de 5%, poder de 80%, proporcdo de expostos (ou seja, propor¢cao
de alelo TNF) entre os casos de 32,7% e nos controles de 13,6%°, tamanho
minimo da amostra € de 59 casos e 59 controles (na proporc¢édo de 1 caso para

1 controle).
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o Polimorfismo da enzima da converséo da angiotensina (ECA)

Assumindo um nivel de significancia de 5%, poder de 80%, ou seja,
proporc&o entre os casos de 60% e nos controles de 40%°°, o tamanho minimo
da amostra é de 97 casos e 97 controles (proporgéo de 1 caso para 1 controle).

Diante do calculo dos dois polimorfismos estudados, optou-se por
seguir o maior numero, isto €, 97 pacientes por grupo estudado.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos Complexo Hospitalar HUOC/PROCAPE - UPE sob o protocolo 80210
(reunido: 12/2010). Para inicio do doutorado, foi obtida a ciéncia pelo Comité
de Etica em Pesquisa/USP em 17/01/2012. Como parte do estudo intitulado
“Patogenia da Doenca de Chagas: a percepgao sobre sua condigao, fatores
imunoldgicos e genéticos, influenciando o desenvolvimento de formas clinicas”
inicialmente, foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

FIOCRUZ, sob o protocolo 541/09, emitido em 22/02/2010.

3.2 Critérios de inclusao

Foram considerados elegiveis:
e Portadores de DCh com classificacdo clinica nos estagios A ou
C de acordo com a ‘| Diretriz Latino-americana para o Diagndstico e

Tratamento da Cardiopatia Chagasica”®’

e a comprovacéao por dois
métodos sorolégicos realizados no Laboratério Central de
Pernambuco - Lacen — Secretaria de Saude do Estado de

Pernambuco;



20

Casuistica e métodos

3.3

e Pacientes com idade superior a 18 anos, de ambos 0S sexos;
e Aceitacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Critérios de exclusao

e Pacientes portadores de DCh, com classificagdo nos estagios Bl e
B2, segundo a ‘| Diretriz Latino-Americana para o Diagndstico e
Tratamento da Cardiopatia Chagasica”®’;

e Pacientes portadores de cancer;

e Pacientes portadores de doenca renal cronica, conhecida
previamente ao quadro de descompensacéao (creatinina >2,5 mg/dL
e uréia >100 mg/dL e/ou clearance de creatinina <50 mL/Kg/min);

e Portadores de doenca coronaria definida por histéria de angor
associada a alteracdes em exames complementares (ECG, teste
ergométrico, ecocardiograma, cintilografia miocardica ou cateterismo
cardiaco) ou passado de intervencdo (angioplastia coronariana
percutanea ou revascularizacéo do miocardio)®’;

e Portadores de cardiopatia valvar (baseada na anamnese, no exame
fisico e na comprovacéo ao ecocardiograma);

e Pacientes portadores de comprometimento digestivo, megaesé6fago
ou megacolon. Avaliados por queixas ou esofagograma, ou ja
submetidos a cirurgia para as patologias correspondentes;

e Pacientes naturais de estados que nao fazem parte da regido

Nordeste do Brasil.
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3.4

Populacao estudada

Os pacientes foram avaliados, dividindo-se em 2 grupos:

Grupo cardiopatia chagasica cronica (Grupo estagio C)

e Portadores de sorologia comprovada por dois métodos para T. cruzi,
realizados no Laboratorio Central de Pernambuco - Lacen -
Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco;

e Pacientes classificados em estagio C, de acordo com a “l Diretriz
Latino-Americana para o Diagnoéstico e Tratamento da Cardiopatia

n27

Chagasica™’, isto é, pacientes com disfuncao ventricular e sintomas

prévios ou atuais de IC.

O diagnéstico clinico de IC seguiu os critérios de Framingham, com

presenca simultdnea de dois critérios maiores ou um critério maior e dois

menores®®.

Critérios maiores

dispnéia paroxistica noturna;

estase jugular;

estertores pulmonares;

cardiomegalia (indice cardiotoréacico; ICT >0,5);
edema agudo de pulmao;

terceira bulha cardiaca;

refluxo hepato-jugular;

perda de peso >4,5 Kg em 5 dias, em resposta ao tratamento.

Critérios menores

edema bhilateral de membros inferiores;
tosse noturna;

dispnéia de esforco;
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— hepatomegalia;

— derrame pleural,

— reducao da capacidade funcional em um ter¢co da méaxima;

— taquicardia (frequéncia cardiaca >100 batimentos por minuto - bpm);

— comprovacdao de IC sistdlica através da FEVE <50% ao ecocardiograma.

Grupo sem cardiopatia aparente (Grupo estagio A)

e Portadores de sorologia comprovada por dois métodos para T. cruzi,
realizados no Laboratério Central de Pernambuco - Lacen -
Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco;

e Pacientes assintomaticos do ponto de vista cardiovascular com
ECG, radiografia de térax e ecocardiograma dentro dos parametros
da normalidade incluidos na classificacéo - estagio A de acordo com
a “I Diretriz Latino-Americana para o Diagnoéstico e Tratamento da

Cardiopatia Chagasica”®’.

O grupo de néao infectados foi exclusivamente constituido para a
avaliacdo da andlise do TNF sérico. Pacientes assintomaticos do ponto de vista
cardiovascular com sorologia negativa comprovada por dois métodos para
T. cruzi, realizados no Laboratério Central de Pernambuco - Lacen — Secretaria
de Saude do Estado de Pernambuco; selecionados entre frequentadores do

mesmo ambulatério onde foram incluidos os demais pacientes.
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35 Fluxo do estudo

As diferentes etapas do processo de selecdo dos pacientes, coleta e
processamento de dados e amostras biologicas, encontram-se resumidas na

Figura 5.

Inclus@io com Dados
Clinicos e Coleta de Material
Epidemioldgicos

Atendimento Médico /
Selecdio de Pacientes

Transporte de Material Armozenomento de Processamento Parcial
Bioldgico PE-RJ Material Bioldgico de Material

Genotipagem de
Extracdo de DNA e Polimorfismos e Andlise
Citocinas de Marcadores
Imunolégicos

Sangue / Soro

Andlise Estatistica de
Estocagem Banco DNA Dados Genéticos e
Funcionais

FIOCRUZ
Figura 5. Execucdo, selecdo e coleta
O estudo intitulado “Patogenia da doenca de Chagas: a percepgéao

sobre sua condicdo, fatores imunolégicos e genéticos, influenciando o

desenvolvimento de formas clinicas, incluiu 666 pacientes. Utilizando-se dos
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critérios de inclusdo e exclusdo do presente estudo, foi necessario efetuar a

exclusado de 465 pacientes do estudo principal (Figura 6).

N = 666 pacientes avaliados

Exclusao: 465

Informacgdes clinico-laboratoriais insuficientes: 153
Ndo Chagas: 18

Forma digestiva (isolada ou mista): 63

Estagios B1/B2: 231

N = 201 pacientes incluidos

Estagio A: 102 Estagio C:99

Figura 6. Desenho do estudo

A selecdo dos pacientes e a coleta do material biolégico foram
realizadas no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do
PROCAPE/UPE, e os exames complementares foram realizados nesse mesmo
hospital. As demais andlises laboratoriais foram realizadas no Instituto Oswaldo

Cruz/Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz/Rio de Janeiro).
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3.5.1 Avaliacao clinica/complementar

A avaliacdo clinica foi realizada incluindo anamnese, exame fisico,
ECG e ecocardiograma para reavaliacdo dos critérios de inclusdo e exclus&o?®’.

O ECG foi realizado em Eletrocardiégrafo com 3 canais e
12 derivagOes (Ecafix). As dimensodes e funcao ventricular esquerda regional e
global foram avaliadas pela abordagem 2-dimensional e M-mode, de acordo
com a Sociedade Americana de Ecocardiografia, utilizando-se do aparelho da
marca Vivid 3, com transdutor eletrbnico de 2,5 MHz e dotado de segunda
harmonica (General Eletric — GE, EUA).

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram
convidados a participar do estudo. Apos explicacéo, foi assinado o TCLE pelo
paciente ou por seu responsavel legal, sendo uma via de cada TCLE entregue

ao paciente e a outra arquivada.

3.5.2 Dosagens sanguineas
— Coleta de sangue

A coleta de amostra sanguinea foi realizada por venopuncéo. Para
cada paciente, foram coletados dois tubos de sangue periférico: um primeiro
tubo contendo EDTA como anticoagulante (Cdédigo 367861, BD Vacutainer)
para a extracdo do DNA e um segundo tubo seco (Codigo 367812, BD
Vacutainer) para a obtencao de soro.

Os tubos secos foram centrifugados a 900g por 10 minutos, € 0 soro

obtido foi aliquotado em microtubos de 2,0 mL. Tanto as aliquotas de soro
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como as amostras com EDTA foram estocadas a -70°C temporariamente, na
Fiocruz/PE para posterior encaminhamento a Fiocruz do Rio de Janeiro. O
transporte das amostras foi realizado segundo as regras internacionais da IATA
(International Air Transport Association).

Na Fiocruz do RJ, o material biologico se manteve estocado a -80°C, e
foram desenvolvidas as etapas da extracdo do DNA e genotipagem dos

polimorfismos e, posteriormente, a dosagem de citocina.

3.5.3 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada seguindo uma técnica modificada de
precipitagdo por salting out. O DNA de cada amostra foi quantificado por meio
de um espectrofotometro Nano-Drop ND-1000 (NanoDrop Technologies, EUA)
(figura 7). Com base na gquantificacdo do DNA de cada uma das amostras,
foram desenhadas placas de dilui¢do, visando a uma concentracdo aproximada
de 20 - 40 ng/uL para a genotipagem. O restante do DNA néo diluido encontra-
se estocado em Banco de DNA (-80°C), sob responsabilidade da Dra. Joseli
Lannes (Laboratério Biologia das Interacdes - Laboratério Biologia da

Interacdo/Fiocruz/RJ).
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Figura 7. Espectofotometria por Nanodrop

3.5.4 Genotipagem

A genotipagem do polimorfismo do TNF-308 foi realizada por meio da
metodologia TagMan (Life Technologies, EUA) de discriminacdo alélica por
PCR em tempo real, na qual cada alelo é identificado mediante uso de uma
sonda especifica contendo um marcador fluorescente (VIC ou FAM). Os
gendtipos sao determinados em funcdo da intensidade de cada fluorescéncia
por meio da analise do gréfico de discriminacao alélica, conforme apresentado

na figura 8.
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Allelic Discrimmination Plot

Figura 8. Grafico de discriminacdo alélica do SNP TNF-308 G>A (rs 1800629). A
caracterizacdo dos gendtipos é realizada em funcdo da intensidade dos
marcadores fluorescentes associados a sondas especificas para cada
alelo (em azul: amostras de genoétipo GG; em verde: amostras GA; em vermelho:
amostra de genotipo AA)

As reacles de PCR foram realizadas no equipamento StepOne™ Real-
Time PCR Systems, seguindo as condi¢cdes padrdo para ciclagem: 60°C
(30 segundos), 95°C (10 minutos), seguido de 45 ciclos de 92°C (15 segundos)
e 60°C (1 minuto). Cada reacao de amplificacéo foi feita para um volume final
de 5 pL contendo 2,5 pL do reagente para genotipagem TagMan® Genotyping
Master Mix (#4371357, Applied Biosystems, EUA), 0,12 uL do ensaio de
genotipagem e 2 yL de DNA diluido em concentracdo aproximada de 20 a

50 ng.
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As informacfes basicas a respeito de cada um dos polimorfismos

encontram-se descritas na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos SNPs e ensaios de genotipagem

correspondentes
. Cédigo Ensaio para
Gene Regiéo NP Roca dbSNP genotipagem
TNF 6p21 308 >A rs1800629 C__ 7514879 _10
ECA 287bp I/D rs4646994 Chromosome 17

*Cadigo do ensaio fornecido pelo fabricante (Life Technologies, CA, USA)

3.5.5 Quantificacdo dos niveis séricos da citocina TNF

Para analisar a produgdo de TNF, foram selecionados soros de
122 pacientes portadores de sorologia positiva para T. cruzi, de forma aleatoria,
e 22 pacientes com sorologia negativa para o controle, todos frequentadores do
mesmo ambulatério.

A dosagem foi feita por meio da metodologia de ELISA. com o auxilio
dos kits DuoSet (R&D, EUA) para dosagem de TNF (Referéncia DY210),
conforme as recomendacfes do fabricante. Todas as amostras e controles
foram testados em duplicata e a média de ambas as leituras foi considerada
para analise.

Nas analises para verificacdo de associacao, foram utilizados, apenas,
os portadores que produziram médias e altas concentracdes de TNF (high and
medium TNF producers), tendo em vista que o alto nUmero de pacientes com

resultados proximos a zero iria comprometer a analise final, e tais amostras
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ndo se apresentaram adequadas. Para o célculo dos medium and high
producers foi realizado grafico da distribuicdo geral dos valores de TNF sem
estratificacdo por grupos, tracado mediana e determinado o ponto de corte.
Foram considerados medium and high producers os individuos com dosagem

igual ou acima desse ponto de corte.

3.6 Andlise estatistica

Para a construcdo do perfil dos participantes, foi calculada a
distribuicAo de frequéncia das varidveis qualitativas e as estatisticas
descritivas, média, mediana, desvio-padrdo, minimo e maximo para as
variaveis quantitativas. A variavel dependente foi o grupo caso (estagio C) e o
controle (estagio A). As variaveis independentes foram os fatores de risco de
interesse para esse estudo caso-controle, tal como presenca dos polimorfismos
de estudo da ECA e do TNF. Para a comparacao dos grupos (caso x controle)
em relacdo as variaveis qualitativas, foi aplicado o teste Qui-Quadrado de
Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario. Para as variaveis
guantitativas, utilizou-se o teste t-Student nos casos em que a distribuicdo de
normalidade néo foi rejeitada, caso contrario foi aplicado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. O odds ratio ajustado foi calculado por meio do
modelo de regressdo logistica e o Teste de Cochran Armitage para dose
alélica. O nivel de significancia considerado foi de p <0,05. Para a execucéo
dos célculos estatisticos, foi utilizado o programa SPSS for Windows, versao

18.0 — Statistical Package for the Social Science.
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As comparacbes entre 0s niveis das citocinas em portadores dos
diferentes gendtipos e manifestacdes clinicas de interesse foram realizadas
mediante o teste de Kruskal-Wallis ou Mann—-Whitney, dependendo do nimero
de grupos incluidos na comparacédo. A correlacdo entre o nivel sérico do TNF e
a FEVE (%) foi realizada por meio do célculo do coeficiente de correlacdo de
Spearman. Foram considerados significativos os testes com valor de p inferior
a 0,05. Para essas analises, foi utilizado o software GraphPad Prism, versao 5

para Windows.



4. RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas da populacdo em estudo

Em nosso estudo, incluimos 201 pacientes portadores de sorologia
positiva para T. cruzi que cumpriram os critérios de inclusdo, detalhados nos
itens 3.2/3.3. Segundo a caracterizacao clinica, foram incluidos, neste estudo,
102 portadores de DCh que constituiram o0 grupo em estagio A, sem
cardiopatia aparente, e 99 portadores de CCC que formaram o grupo em
estagio C (Tabela 3).

O perfil geral da populacdo estudada demonstrou predominancia
feminina (63,7%), com idade média de 55 + 13 anos, variando de 26 a 87 anos.
A estratificacdo por faixa etaria mostrou predominancia (53,7%) de pacientes
entre 46 a 65 anos, seguido de 24,9% com idade igual ou menor que 45 anos,
e 21,4% de idosos (maiores que 65 anos). A estratificacdo por caracteristicas
étnico-raciais da populacdo estudada, baseada na cor da pele, indicou que a
maioria do grupo se autodeclarou parda (50,2%), seguida de branca (20,4%) e
negra (8,5%).

A figura 9 apresenta a distribuicdo da naturalidade por macrorregidoes
de Pernambuco. Entre pacientes de outros estados nordestinos (18,9%) foram
a Paraiba, seguido de Alagoas os com maiores frequéncias. De forma distinta,
a naturalidade, quanto a procedéncia, praticamente metade dos pacientes
residem na area metropolitana do estado (45,8%) e apenas 3,5% procedem de
estados vizinhos. Todo o grupo apresentou baixos indicadores econémicos e
culturais; mais da metade do grupo frequentou escola por, no maximo, 4 anos,

e 64,7% informaram que tinham renda familiar de até um salario minimo.
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Outro Estado N =22.4%
N=18.9% P=15.4%
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Figura 9. Distribuigdo dos pacientes entre as regides do estado de Pernambuco

N: Naturalidade, P: procedéncia, RMR: regido metropolitana do Recife-PE
Fonte: IBGE http://www.ibge.gov.br (modificado de Heloisa Maria Nogueira Diniz -
IOC/Fiocruz)

Sertdo 7 RMR
N = 17.9% & Zonada N=9.5%
P=14.9% Mata  P=45.8%

N=31.3%
P=20.4%

A HAS esteve presente em 39,8% do total da populacdo estudada. As
frequéncias de tratamento com IECA/BRA e betabloqueador (BB) foram de
49,1% e 44,2%, respectivamente. O tratamento parasiticida com administragéo
de benznidazol foi utilizado em 29,6% de todos os pacientes do estudo.

Os dados quanto as caracteristicas clinico-epidemiolégicas e uso de
medicamentos comparados por grupos estdo descritos nas tabelas 2 e 3,
respectivamente. Inerente a conceituacado dos estagios A ou C, a FEVE média
e 0 uso de medicamentos, como BB, IECA/BRA e benznidazol, sédo, de forma
significativa, diferentes entre 0s grupos.

A média da idade dos portadores de DCh, classificados clinicamente
nos estagios A e C, também mostrou significante distingdo, embora, ambos os

grupos, se encontrem na 52 década.


http://www.ibge.gov.br/

35

Resultados
Tabela 2. Caracteristicas clinicas quanto aos grupos analisados
S Grupo A Grupo C
Variaveis (N = 102) (N =99) p

Sexo Feminino 68 (66,7%) 60 (60,6%) 0,372
Idade (anos) Média £ DP 51+12 59+ 12 0,001*
Cor da pele

Branco 22 (21,6%) 19 (19,2%)

Pardo 47 (46,1%) 54 (54,5%) 0,524

Negro 8 (7,8%) 9 (9,1%)

Nao Informado 25 (24,5%) 17 (17,2%)
Renda

Até 1 SM 64 (62,7%) 66 (66,7%)

Entre 2 a4 SM 14 (13,7%) 9 (9,1%) 0.148

>53SM 18 (17,6%) 11 (11,1%) :

N&o Informado 6 (5,9%) 13 (13,1%)
Instrugéo (anos de estudo)

Até 4 anos 54 (52,9%) 52 (52,5%)

> 4 anos 41 (40,2%) 39 (39,4%) 0,947

Néao Informado 7 (6,9%) 8 (8,1%)
Naturalidade

Agreste 25 (24,5%) 20 (20,2%)

Zona da Mata 22 (21,6%) 41 (41,4%)

RMR 9 (8,8%) 10 (10,1%) 0,009*

Sertdo 26 (25,5%) 10 (10,1%)

Outro Estado 20 (19,6%) 18 (18,2%)
Procedéncia

Agreste 18 (17,6%) 13 (13,1%)

Zona da Mata 16 (15,7%) 25 (25,3%)

RMR 42 (41,2%) 50 (50,5%) 0,033¢*

Sertdo 22 (21,6%) 8 (8,1%)

Outro Estado 4 (3,9%) 3 (3,0%)
Hipertenséo arterial sistémica 34 (33,3%) 46 (46,5%) 0,057
Diabetes Mellitus 7 (6,9%) 9 (9,1%) 0,560
FEVE - Média + DP 67+5 38+9 <0,001*

*p <0,05

N = ndmero; DP = desvio padréo; F = teste exato de Fisher; RMR = Regido Metropolitana de Recife

Tabela 3. Perfil do uso de medicamentos quanto aos grupos analisados

: Grupo A Grupo C
Medicamentos (N =p102) (N ngg) p
Betabloqueador 12 (11,8%) 76 (76,7%) <0,001
IECA/BRA 21 (20,6%) 77 (77,7%) <0,001
Benznidazol 48 (47,1%) 12 (12,1%) <0,001
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4.2 Genotipagem: perfil e comparagédo quanto aos grupos analisados

Quanto ao polimorfismo TNF-308, o grupo apresentou predominancia
do gendtipo GG (80%), enquanto o gendtipo DI do polimorfismo do gene da
ECA foi o de maior frequéncia (47%). A andlise de distribuicdo dos gendtipos e
alelos na populacao quanto ao polimorfismo do TNF-308 e do polimorfismo I/D

do gene ECA encontram-se nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo do TNF-308

TNF TODOS (N = 198)
GG 159 (80%)
GA 37 (19%)

AA 2 (1%)

Alelo G 355 (90%)

Alelo A 41 (10%)

Tabela 5. Distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo do gene da ECA I/D

ECA TODOS (N = 199)
DD 68 (34,1%)
DI 93 (46,7%)
I 38 (19%)
Alelo D 229 (58%)
Alelo | 169 (42%)

Nessa populacdo do Nordeste brasileiro, a avaliagcdo de associacao
entre 0s genotipos dos polimorfismos TNF-308 e I/D da ECA e as distintas
formas clinicas na DCh mostrou que tais polimorfismos néo se constituiram
marcadores de risco para a ocorréncia de IC (estagio C). O mesmo padrao

permaneceu quando a avaliacdo do OR foi ajustada para sexo, idade e uso de
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benznidazol. Quando analisados por distribuicdo de alelos, observamos

manutencao dos resultados do polimorfismo do TNF-308 e também da analise

do polimorfismo I/D da ECA. As tabelas 6 e 7 exibem analise comparativa entre

grupos, respectivamente.

Tabela 6. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do TNF-308,
comparando pacientes do estagio A com o estagio C

GRUPO A | GRUPO C .
Genotipo N =100 N =98 ORO p valor OR 0 p valor *
N(%) N(%) (IC 95%) (IC 95%)
GG 78 (78) 81 (83) - Referéncia -
GA 21 (21) 16 (16) o 40;7115) 0,40 o 41;02’3) 0,08
1,0 2.2
AA 1(1) 1(1) o1 157 | 098 | 01575 0,67
Alelo G 177 (88) 178 (91) - Referéncia -
Alelo A 23 (12) 18 (9) (0,30;82,0) 0,59 o 41;1311) 0,92

*Valores de OR corrigidos para género, idade e uso de benznidazol
IC = Intervalo de confianca
Teste de Cochran Armitage para dose alélica p = 0,700

Tabela 7. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo da ECA, comparando

pacientes do estagio A com o estagio C

GRUPO A | GRUPOC .
Genotipo N =100 N =98 ORO p valor OR 0 p valor *
N(%) N(%) (IC 95%) (IC 95%)
DD 31 (0,31) 37 (0,37) - Referéncia -
0,97 0,88
DI 43 (0,43) 50 (0,51) (0,52 - 1.81) 0,94 (0.45 - 1,72) 0,70
0,39 0,43
] 26 (0,26) 12 (0,12) (0.17 - 0,89) 0,03 (0.18 - 1,04) 0,06
Alelo D 105 (0,52) 124 (0,63) - Referéncia -
Alelo | 95 (0,48) 74030 | g 3§’fi | 915 | Sg’fi 25) 0.21

* Valores de OR corrigidos para género, idade e uso de benznidazol
IC = Intervalo de confianga
Teste de Cochran Armitage para dose alélica p = 0,05
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4.3 Andélise de concentracdes séricas de TNF: perfil e comparacéo
guanto aos grupos analisados, fracdo de ejecdo e uso de

medicamentos

Foi possivel a realizacdo das dosagens do TNF em 122 pacientes. O
perfil do grupo estudado apresenta 69 (56,6%) portadores do estagio A e
53 (43,4%) do estagio C, predominancia feminina. De forma esperada, 0s
grupos apresentam distinta diferenca no valor da FEVE, conforme demonstrado

na tabela 8.

Tabela 8. Caracteristicas clinicas quanto aos grupos analisados da dosagem sérica

do TNF
o Total Grupo A Grupo C }
Variaveis (N =122) (N = 69) (N = 53) p-valor
SEXO
Feminino 82 (67,2%) 50 (72,5%) 32 (60,4%) 0,159
IDADE
Média (DP) 53,9 (12,5) 50,1 (12,1) 58,9 (11,4) <0,001
FEVE
Média (DP) 54,2 (15,8) 66,8 (5,1) 38,1 (8,3) <0,001

Os niveis de TNF foram bastante dispersos. Avaliando a distribuicdo
dos valores da dosagem, consegue-se subdividir o grupo entre altos (niveis
acima de 3,09 pg/mL) e médios (niveis entre 1,098 e 3,08 pg/mL). Nosso
ensaio nao foi capaz de detectar niveis de TNF em todas as amostras, o que
pode revelar niveis muito baixos ou perda da citocina na manipulacdo da
amostra. Dessa forma, decidimos retirar das analises deste estudo valores
inferiores aos da mediana (1,097 pg/mL).

Os dados mostrados no grafico 1 indicam que portadores de DCh em

estagio C apresentam niveis significativamente elevados de TNF sérico quando
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comparados a controles nao infectados (NI). No entanto, ndo houve diferenca

entre os portadores da DCh, classificados como estagio C, comparados a

portadores em estagio A.

TNF (pg/mL)
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Grafico 1. Niveis séricos de TNF de portadores de infec¢do pelo T. cruzi classificados
em estagios A e C em comparacdo a controles ndo infectados (NI).
p = 0,0123 (controle NI x estagio C)

O grafico 2 mostra os niveis séricos de TNF em controles NI e

portadores da DCh em estagio A em comparagao com o estagio C, os quais

encontram-se estratificados de acordo com os valores de FEVE. A comparagao

dos niveis de TNF sérico no estagio C, em diferentes niveis de FEVE, nao

exibem diferenga. Contudo, niveis mais elevados de TNF foram encontrados

nos pacientes do estagio C que apresentam FEVE <40%, quando comparados

a controles NI.
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Grafico 2. Niveis séricos de TNF de portadores de infec¢ao pelo T. cruzi classificados
em estagios A e C, estratificados por valores da fragdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo, em comparacdo a controles nao infectados.
p = 0,0010 (controles NI x estagio C: FEVE <40%)

Nao foi demonstrada correlagéo significante entre os niveis séricos de
TNF e a FEVE dos portadores da DCh avaliados. No entanto, houve correlagéo
inversa (R? = 0,04218), porém sem significado estatistico.

Independente do estagio clinico, foram analisados os niveis de TNF em
soro de portadores da DCh (em estagios A e C) em fungado dos gendtipos GG e
GA do polimorfismo TNF-308. Nossos dados indicam que nao ha diferenca
significativa nos niveis séricos de TNF dos portadores dos gendétipos GG e GA

(grafico 3).
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Grafico 3. Niveis séricos de TNF de portadores de infecgao pelo T. cruzi classificados
guanto a expresséao dos gendtipos GG e GA do polimorfismo TNF-308



5. DISCUSSAO
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5.1 Marcadores genéticos

Baseadas na diversidade de apresentacdes clinicas, encontradas entre
portadores de DCh e estudos de suscetibilidade genética a doencas
infecciosas, diversas publicacbes caracterizaram genes associados ao
desenvolvimento ou progressao para diferentes apresentacfes relacionadas.
No presente estudo, foi avaliado o papel dos polimorfismos genéticos no
desenvolvimento de formas clinicas na DCh, em uma populacdo do Nordeste
brasileiro.

As multiplas faces, que envolvem a triade parasita — ambiente —
hospedeiro, apresentam interacdo complexa e devem estar envolvidas no
amplo espectro de apresentacdes clinicas da DCh. De longa data, publicacdes
vém tentando vencer o desafio e identificar ferramentas que sinalizem o destino
dos portadores da doenca. Em 1985, foi assinalado o valor do ECG e da classe
funcional no momento do diagnéstico da DCh®2. Espinosa e colaboradores,
apos seguimento de uma década, chamaram atencdo ao presumivel dano
miocardico naqueles com ECG anormal e sugeriram que inUmeras variaveis,
incluindo niveis de pressao sistélica, aumento da area cardiaca e da pressao
diastélica final do VE, estdo inversamente relacionadas & sobrevida®. Mady e
colaboradores reiteraram o valor da classe funcional da IC como um forte
preditor, além de outros parametros laboratoriais, como VO, maximo e FEVE?.
Em 2006, Rassi Jr. e colaboradores apresentaram elaborado escore para a
predicéo de risco de morte no contexto da DCh®. A despeito do inegavel valor

dessa pesquisa, ainda € necessario rever algumas variaveis. Esse mesmo
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autor posteriormente chama atencdo para a diversidade dos fatores de risco
indicados nas publicacdes e ressalta que muitos artigos relacionados envolvem
desenhos, andlises estatisticas e desfechos distintos, gerando conclusdo com
limitado grau de confianca®?.

O presente estudo abordou, em modelo de caso-controle, uma
populacdo em sua totalidade de regido endémica para a DCh, natural do
Nordeste brasileiro, com baixos indicadores sécio-econdmico-culturais, padréo
habitual, compativel com o perfil de pobreza, inerente ao cenario que envolve a
doencga®.

As mulheres predominaram em nossa amostra. A variavel sexo parece
ter importancia prognostica na doenca, sendo que os homens apresentaram

3164 embora com discordancia em

maior risco de morte em algumas avaliacdes
outras®®. Em nossa populacédo, ha homogeneidade entre os estagios A e C
comparados quanto ao numero de mulheres envolvidas.

Quanto a naturalidade, h& distingbes entre os grupos. Portadores da
classificagdo em estagio “A” apresentam maior equivaléncia entre
macrorregides de Pernambuco, enquanto os pacientes em estagio “C” sao
mais prevalentes na Zona da Mata, regido que, no passado, foi de alta
endemicidade para DCh®®. Comportamento distinto também é observado
guanto a procedéncia, 51% dos portadores de IC — estagio C — residem na
regido Metropolitana de PE, apesar de ndo serem naturais da mesma regido. E
possivel propor que entre as possiveis causas da “urbanizagcao” desse grupo

grave esteja o fator da busca por melhores condi¢cdes de vida e maior acesso

aos servigos de saude especializados na regido metropolitana do estado.
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Entre as comorbidades, a HAS é a mais frequente, atingindo mais de
1/3 da populagéo, enquanto que a diabetes foi encontrada em menos de 10%,
ambos com valores préximos aos encontrados no estudo “Interheart América
Latina”®’. Os grupos sdo homogéneos também em relacéo a esses fatores de
risco, ndo exibindo diferenca estatistica, apesar de maior frequéncia absoluta
na de HAS no grupo de portadores em estagio C, quando comparado ao grupo
em estagio A.

Os pacientes portadores de IC — grupo C — estavam recebendo terapia
“6tima” de acordo com orientacdo da “l Diretriz para o tratamento da

Cardiopatia Chagasica”’

, com uso de BB em percentuais acima de relatos em
outras publica¢des envolvendo IC de etiologia Chagasica e doses semelhantes
de IECA/BRA® %,

Segundo Childs, ha influéncia dos genes na etiologia e na patogenia de
qualquer que seja a anormalidade da fisiologia ou do comportamento humano e
exemplifica que até mesmo a mais “ambiental” das causas depende, de certo
modo, da resposta do organismo que, por sua vez, depende do genétipo®.
Reiteramos que Pasteur também j4 considerava a importancia da
hereditariedade na susceptibilidade a infec¢do, valorizando caracteristicas
genéticas ndo s6 do hospedeiro como dos patdgenos envolvidos*?.

Na busca por identificar ferramentas Uteis na predicdo de desfechos
clinicos, foram utilizados, na nossa avaliacdo, biomarcadores moleculares,
genes candidatos, priorizando aqueles cujo papel biolégico seja relevante, quer

seja na resposta imune (polimorfismo do TNF) quer no mecanismo relacionado

ao sistema renina-angiotensina-aldosterona. Este é um sistema complexo, que
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influencia a homeostase do sal e da agua, modula a fibrose miocardica e atua
no ténus vascular (polimorfismo 1/D da ECA).

Na DCh, os estudos de polimorfismo génico de moléculas envolvidas
na resposta imune durante a infeccéo pelo T. cruzi tém sido executados em
diversas populacdes, exibindo interessantes conclusdes. Varios polimorfismos
tém sido investigados, incluindo os das interleucinas, linfotoxinas e
quimiocinas®® %72,

O polimorfismo do TNF esta entre um dos mais avaliados na DCh. O
gene codificante para TNF esta localizado na regido do MHC classe lll, do
cromossoma 6 humano, contendo Vvarios sitios polimérficos’®. Varios ensaios
foram realizados para verificar a associagcdo entre variantes génicas do
promotor de TNF, comparando portadores de DCh assintomaticos,
sintomaticos graves ou ndo a populacdo saudavel. A avaliacdo da frequéncia
dos polimorfismos -308, -244 e -238 na regido promotora do TNF, em um
pequeno grupo de pacientes peruanos portadores da DCh ndo demonstrou
associacdo desses polimorfismos com a cardiopatia, quando pacientes com
CCC™. O estudo incluiu, na sua totalidade, apenas 85 soropositivos para a
infeccdo pelo T. cruzi, subdivididos entre pacientes com e sem cardiopatia.
Outras informacdes relevantes, como comorbidades e fung¢édo ventricular, ndo
foram apresentadas, limitando demasiadamente a interpretagé068'74.

Em oposicéo, estudo em mexicanos mostrou aumento da frequéncia do
alelo TNF-308A nos portadores de CCC quando comparados a portadores

assintomaticos, concluindo que, naquela populagdo, o alelo A poderia ser

diretamente envolvido na susceptibilidade genética a expressdo com maior
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comprometimento clinico da CCC. De forma, ainda, mais restrita, os autores
incluiram, apenas, 54 portadores de DCh, distintos, apenas, pela area cardiaca
na radiografia de térax, se normal ou aumentada, e compararam com 169
pessoas da populacdo com sorologia negativa para infecgdo pelo T. cruzi. Os
autores ressaltaram o valor do alelo A entre portadores de DCh e a correlacao
desse alelo com a alta producédo de TNF. Também salientaram que o gendtipo
GG esteve relacionado com resisténcia®’. Entretanto, em nosso estudo, nio
observamos a protecdo desse gendtipo. A presenca do alelo A ndo conferiu
maior risco no desenvolvimento da forma grave da doenca. Tal discordancia
pode ser explicada pela reduzida amostra do estudo mexicano, por
caracteristicas da populacéo ou por diversidades gendmicas.

No Brasil, Drigo e colaboradores apresentaram reducdo de sobrevida
quando encontrada a presenca do alelo TNF-308A ou do alelo do
microssatélite TNFa2, avaliando 42 pacientes com FEVE <40%, e
acompanhados por um periodo médio de 26,8 meses*®. O mesmo grupo, 1 ano
apos, comparou 2 grupos portadores de T. cruzi positivos, parte assintomaticos
e outro, incluindo diferentes graus de disfuncdo ventricular e ndo comprovou
associacéo entre o polimorfismo do TNF-308 e as apresentacdes clinicas™.

E interessante considerar a semelhanca entre o perfil genotipico
encontrado na populagcdo de Drigo e colaboradores e a nossa populagéo
estudada, como o predominio do genétipo GG. E provavel que nos pacientes
envolvidos, mesmo tendo sido incluidos em S&o Paulo, parte deles pode ser

natural da regido Nordeste, justificando tal fato. Assim, também como concluido
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neste estudo, o nosso trabalho ndo mostrou associacdo positiva entre a
genotipagem do TNF-308 e as formas clinicas da doenca.

No Triangulo Mineiro, Pissetti e colaboradores estudaram portadores
de DCh e compararam a nao portadores da infeccao pelo T. cruzi. Identificaram
associacao a infeccao, quando analisado o polimorfismo TNF-238. Também foi
avaliado polimorfismo na posicdo TNF-308, o qual ndo demonstrou relacéo
com a doenca. Foram incluidos 300 pacientes; apenas 56% eram
sorologicamente positivos para a infecgdo pelo T. cruzi os quais ndo foram
classificados clinicamente. Também né&o foi realizada a genotipagem em sua
totalidade. Dessa forma, o estudo finalizou com amostra muito reduzida para as
analises, concluindo que a auséncia do alelo A na posicdo -238 estava
associado a nao infeccao pelo T. cruzi. Também demonstrou que individuos
com alelo TNF-238A produzem altos niveis de TNF*®. Em nosso estudo,
direcionamos a andlise para o TNF-308 e, em concordancia com Pissetti,
também ndo encontramos relacdo com o desenvolvimento da doenca cardiaca.
Entretanto, chamamos atencdo para importantes limitacbes do estudo de
Pissetti, ndo s6 do niumero de analises genotipicas como também da avaliacéo
clinica realizada (apenas 55%).

Mais recentemente, estudo na Colémbia concluiu que o TNF-308 pode
influenciar na susceptibilidade ao desenvolvimento da CCC, envolvendo mais
de 300 pacientes portadores de DCh, parte do grupo assintomatico com ECG
normal, e o restante apresentando alteragbes elétricas e/ou estruturais. Em
nossa avaliacdo, a separacdo entre caso e controle foi rigorosa. Consideramos

inadequado incluir pacientes com e sem disfun¢éo ventricular no mesmo grupo.
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A funcado ventricular entre portadores de CCC é reiteradamente citada como
um forte preditor de risco®. Os autores concluem que os portadores do
TNF-308A tém alto risco para desenvolver miocardiopatia chagasica cronica®.
Mais uma vez, encontramos diferenca com 0s nossos resultados. Questdes
metodoldgicas e ou diferencas regionais genotipicas podem justificar.

Um fator que é identificado como relevante em uma populacdo pode
nao se repetir em outra; diferencas interindividuais e estilo de vida podem estar
envolvidos’’. Quando comparada a frequéncia genotipica do TNF-308 nas
distintas populacdes anteriormente comentadas, ha expressiva diferenca entre
elas (p=0,006), incluindo paises da América do Sul e trés estudos brasileiros:
um oriundo de Sao Paulo, outro de Minas Gerais e 0 nosso. A amostra aqui
avaliada chama atencao pela aproximacdo com os dados do estudo do Peru
(1998)"* e, de forma muito especial, com o estudo desenvolvido em S&o Paulo
(2007)*. As populacdes do México (2005)°*’, da Colémbia (2012)® e de Minas
Gerais apresentaram percentual maior de pacientes com o alelo A,
especialmente a do México.

Quando agrupamos os resultados de forma mais didatica, € possivel
visualizar que estudos os quais demonstraram associacdo do polimorfismo do
TNF-308 pertencem aos que tém genotipagem “semelhante”; no nosso, que se
aproxima dos dados dos estudos realizados em Sao Paulo, e no do Peru, nédo

foi comprovada essa relagao.
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Tabela 9. Estudos desenvolvidos em DCh e polimorfismo TNF-308
Populla<;a~0/ Grupos avaliados Associacao
Publicacéo
Peru - 1998 T. cruzi (+) X T. cruzi (-) Auséncia de associacao
México - 2005 T. cruzi (-) X T. cruzi (+) Susceptibilidade
Brasil - 2007 T. cruzi (+)

Séao Paulo Assintomaticos X CCC Auséncia de Associagao

T. cruzi (+)

Colombia = 2012 CCC X Assintomaticos

Susceptibilidade

CcC

FEEmENEs - 201 (estagio A X estagio C)

Auséncia de associacao

Consideramos que os diferentes grupos étnicos podem levar a variagao
da frequéncia de distintos marcadores de acordo com a estrutura da populacéo
e a etnia. Logo, diferencas genéticas interindividuais podem levar a diversos
perfis de risco, podendo ser uma das justificativas para a discordancia dos
resultados. Somam-se a isso amostras reduzidas, especialmente nos estudos
de associacdo, com poder inadequado para identificar contribuicdes genéticas
discretas. A interacdo gene-ambiente pode também justificar os diferentes
resultados. Fendtipos finais, algumas vezes, sdo vistos na dependéncia de
fatores ambientais”>.

Andlise multivariada, previamente publicada entre portadores de DCh*,
demonstrou o risco aumentado entre pacientes que apresentaram quadro
clinico de IC anterior aos 46 anos. Algumas hipéteses tém sido propostas no
desenvolvimento, de forma grave, em idade mais jovens, além da

predisposicdo genética. A persisténcia em area rural (possibilidade de
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reinfec¢des frequentes), habitacdo e assisténcia meédica inadequada, podem
ser fatores importantes nesse contexto. Nossa andlise estatistica considerou o
fator idade e realizou estudo com ponderacéo dessa variavel, além do género e
uso do benznidazol. Ainda assim, nada agregou a analise geral. Ndo foi obtido
nenhum resultado positivo quanto a correlacdo com a forma clinica, quando
analisado o estudo genotipico ou por alelos do TNF-308 em nossa populacéo.

De forma distinta aos mediadores relacionados a polimorfismos
imunologicos, a avaliacdo genética da ECA se mostra de fundamental
importancia no que se refere as miocardiopatias, de etiologia chagasica ou néo.
O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) € compreendido por um
sistema complexo relacionado a homeostase hidroeletrolitica do organismo, ao
controle da pressdo arterial e a modulacdo da fibrose miocardica. A
angiotensina Il (All) é a responsavel pela maioria dos efeitos fisioldgicos.
Técnicas modernas permitiram identificar muitos componentes do SRAA em
tecidos periféricos, renina, ECA e receptores de All, em varios tecidos, como
glandulas adrenais, rins, coracdo, vasos e cérebro, comprovando a existéncia
de SRAA local. A partir dos anos 1990, iniciou-se a identificacdo de varios
polimorfismos do SRAA, entre eles o polimorfismo I/D do gene da ECA. Este
corresponde a insercao (I) ou delecédo (D) de 287 pares no intron 16 do gene
da ECA™.

Varios estudos foram desenvolvidos e apresentaram relacdo entre a
concentracéo sérica da ECA e o gendtipo individual. Assim, os portadores do
gendtipo D/D teriam as maiores concentragfes, enquanto que os Il teriam as

77,78
ATDTE

menores concentragfes séricas de EC Estima-se que o alelo D
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contribuiria com aproximadamente metade da variacdo dos niveis plasmaticos
da ECA’™. Apesar de algumas discordancias, o genétipo DD tem sido
associado com maior risco de IC e mortalidade®. Avaliacédo entre portadores
de IC de etiologia idiopatica demonstrou, em estudo de coorte, que 0 gendtipo
DD manteve-se como preditor de morte na analise multivariada, sugerindo a
importancia desse perfil genotipico como influente fator na reducdo de
sobrevida entre portadores de IC®2. De fato, a avaliacéo do perfil genético na
IC, incluindo diversas etiologias, parece-nos ainda incompleta. A literatura €
repleta de resultados conflitantes, permanecendo intenso o debate sobre a
existéncia e quais seriam os polimorfismos implicados na susceptibilidade para
o desenvolvimento ou agravamento do quadro®>8%8?,

Em relacdo a populacdo portadora da DCh, uma unica publicacéo
relata avaliacdo realizada na populacdo venezuelana. Todas as analises sao
apresentadas a partir do padrao genotipico, que se apresenta distinto do nosso
estudo, especialmente pela menor propor¢cdo de gendtipos Il na nossa
populacdo®®. Em relacdo ao presente estudo, a andlise venezuelana
apresentava amostra de menor numero, reduzida informacdo da condicdo
clinica e FEVE média do grupo em 55% (sem distincdo do valor entre grupos).
Em nosso estudo foi realizada classificagédo clinica sistematizada (respeitando
as definicdes em estagio A ou C), além dos portadores de IC serem avaliados
por critérios clinicos e apresentarem, nos resultados finais, a FE média <40%.
Apesar das diferencas no desenho dos dois estudos, ambos concluiram a
auséncia de associacdo entre o estudo genotipico da ECA I/D e as formas

clinicas da DCh®®. No entanto, nosso grupo demonstrou protecdo do genadtipo
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II, com frequéncia duplicada entre pacientes do estagio A e significancia na
analise estatistica, embora ndo tenha conseguido manter esta expressao
quando ajustado para variaveis como idade, género e tratamento com
benznidazol. Na nossa analise, ndo houve associacdo relevante entre o estudo
com alelos. Pascuzzo-Lima e colaboradores observaram numeros distintos
guando analisados por alelos. O alelo D apresentou tendéncia a grau avancado
de miocardiopatia chagéasica, no entanto n&o atingiu significancia estatistica®®.

Consideracdes sobre a interacdo farmacogenética com o polimorfismo
ECA I/D também vém sendo discutidas. McNamara e colaboradores, em
estudo de coorte, observaram entre pacientes com IC sistolica, que o alelo D
esteve associado a evolucédo desfavoravel, sendo o impacto observado apenas
no grupo nao tratado com IECA e BB, sugerindo, assim, uma potencial
interacdo farmacogenética entre o polimorfismo I/D e a terapia. Pacientes
submetidos ao blogueio neuro-humoral ndo apresentaram expressao clinica
com base no perfil genotipico® 3. Em nossa populacdo, aproximadamente
88% dos pacientes do estagio C e 25% do A estavam em uso de drogas
bloqueadoras do sistema neuro-humoral. E possivel que também essa
interacdo tenha influenciado na auséncia de associacédo. Nao seria possivel, na
nossa andlise, realizar essa verificacdo de forma isolada, devido ao reduzido
namero de pacientes no grupo C que ndo fazem uso de nenhum dos
medicamentos envolvidos.

Outras consideracdes sao relevantes para se explicar a alta
discordancia da literatura entre os estudos, envolvendo estudo de associacéo

em genética. SAo0 necessarias grandes amostras para demonstrar os efeitos
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dos genes envolvidos em tracos complexos®, pertinente colocacéo, quando
tratamos de uma sindrome clinica como a IC, paradigma de complexidade e de
via final de patologias outras — fendtipos intermediarios. Em que pese o valor
de outras variaveis Uteis na avaliacdo clinico-laboratorial, como padrdo de
remodelamento cardiaco, dimensdes de camaras cardiacas, optamos por nao
realiza-las, partindo da premissa de que a utilizacdo de multiplas variaveis na
analise tem grande chance de gerar associacfes espurias. Mantemos, assim, a
analise por desfecho significante, IC ou forma sem cardiopatia aparente entre
portadores da infecgcéo pelo T. cruzi.

Com o avanco das pesquisas na area de genética humana e a
publicacdo do sequenciamento do genoma humano (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004), foi desenvolvido o Projeto
Internacional HapMap (The International HapMap Consortium, 2005), que
promove estudos com amostras de grande amplitude, utilizando a tecnologia
GWAS - Genome wide associate study — o que gera informagdes consistentes
e relevantes. Estudos ja publicados com GWAS na DCh observaram a
inexisténcia de SNPs altamente associados com CCC, considerando,
entretanto, que maiores amostras provavelmente irdo detectar polimorfismos
Gteis na avaliagdo prognéstica na DCh e promover informacfes mais

definitivas®.
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5.2 TNF como marcador inflamatério

Na DCh, o TNF apresenta distintos papéis nas diferentes fases, aguda
e crbnica, motivando interessantes pesquisas na area. Estudos prévios
apresentaram concordancia entre o aumento nos niveis séricos de TNF e a
gravidade da CCC*%%,

Na nossa amostra, os valores do TNF encontrados estiveram distintos,
de forma significante, dos pacientes com sorologia negativa para infec¢ao pelo
T. cruzi. No entanto, entre portadores de DCh, ndo houve distincdo entre
estagios. O achado do aumento dos niveis de TNF entre portadores de DCh,
mesmo na forma sem cardiopatia aparente, ja havia sido registrado. Ferreira e
colaboradores demonstraram importante diferenca quando compararam
portadores de DCh, com e sem disfuncdo ventricular®®. Na nossa amostra, a
aproximacao dos niveis de TNF, encontrados no soro, entre portadores de DCh
pode ser devido a que os pacientes em estagio C, de forma geral, estarem em
uso de tratamento com bloqueio neuro-hormonal, em fase “compensada” da
doenca. Essa justificativa pode ser auxiliada também quando incluimos a
analise estratificada pela FE; ao recorrermos a outro parametro de gravidade
(FEVE), o impacto é maior quando comparado a NI, registrando-se entéo
significancia estatistica.

Analisando-se a correlacdo entre os niveis de TNF e a FEVE,
evidenciou-se correlacdo inversa, porém nao significativa. Logo, quanto menor
a FEVE, maiores os niveis de TNF. Mesmo com fragilidade estatistica, €

possivel considerar a importancia do TNF como indicador do estado
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inflamatorio em pacientes com quadros mais avancados de remodelamento
cardiaco.

Quando avaliamos se os niveis de TNF poderiam ser associados ao
gendtipo do SNP TNF-308 assim como em outro relato brasileiro®®, nao
observamos nenhuma relacdo entre o padrdo genotipico e os valores

plasmaticos de TNF no soro.

5.3 Limitacdes

A principal limitacdo de nosso estudo é o niumero de pacientes menor
gue o atualmente indicado para estudo populacional genético. Mesmo assim, €
pioneiro na analise, incluindo pacientes exclusivamente naturais da regido
Nordeste, além de ter, em seu desenho, estratificacdo clinica claramente

definida.

5.4 Considerac®es finais e implicacdes clinicas

O presente estudo foi idealizado com base na diversidade de
apresentacoes clinicas na DCh, cotejando-se perfis clinicos de pacientes com
qualidade e quantidade de vida semelhantes a populagdo normal ndo infectada
e portadores de IC em sua forma grave.

Tratando-se de doenca negligenciada, houve grande motivacdo na

busca por ferramentas possiveis de serem incorporadas a pratica clinica em
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nosso ambulatorio e que tornasse possivel identificar precocemente esses
potenciais pacientes graves e intervir de forma mais agressiva. O convivio com
a dor e a historia de vida dessa populacdo constituem a alavanca motivacional
do presente estudo.

Apesar de o biomarcador genético ndo ter se mostrado Util nessa
analise, a avaliacéo clinica dos pacientes de forma sistematica, a elaboracéo e
a discussao dos casos, as hipoteses geradas com a analise de marcador e o
uso de drogas bem como a interacdo entre as instituicbes envolvidas,
agregando diversos segmentos de saber, trouxeram enorme beneficio ao
Ambulatério de Referéncia em Doenca de Chagas do Estado de Pernambuco.

Assim, se, de uma parte, uma resposta positiva a pergunta condutora
do estudo nao foi obtida, de outra parte, conseguiu-se alcancar, com grande
grau de certeza, a resposta negativa do uso dos polimorfismos genéticos
escolhidos na predicdo de desfecho clinico na DCh. Por certo, em tal

conclusao, reside o mérito e contributo do presente trabalho.
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Nosso estudo revelou que os polimorfismos genéticos TNF-308 e ECA
I/D ndo se mostram Uteis como preditores de formas clinicas entre pacientes

com DCh na populacao do Nordeste brasileiro.
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