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RESUMO

Morbidade e mortalidade em humanos infectados cronicamente com o
Trypanosoma cruzi sdo observados em aproximadamente 30% dos infectados. Os
fatores que selecionam esses chagasicos, entre todos os demais infectados, a
aguisicdo da doenca cronica sdo desconhecidos. Estudos de genética molecular
demonstraram a transferéncia de sequéncias de minicirculos de kDNA do parasito
para sitios especificos do genoma do hospedeiro. O sitio de integracéo identificado
com maior frequéncia foi o retrotransposon LINE-1. Observou-se ainda que o KDNA
pdde ser mobilizado para outros sitios do genoma pela atividade do LINE-1. Esses
dados sugeriram a possibilidade de associacdo das variagdes clinicas da doenca
com as mutacdes no genoma. As mutacdes de KDNA se comportariam como forca
motriz da patogénese da cardiopatia chagasica. Neste estudo, foram avaliados 95
individuos do Para, 36 voluntarios de municipios de Minas Gerais e Goias e 136
controles do Distrito Federal, com dados do eletrocardiograma, teste ergométrico,
holter 24h e ecodopplercardiograma. Foram feitas andlises estatisticas visando a
associar esses dados clinicos com os achados de integracdo de kDNA em multiplos
loci na maioria dos cromossomos. Tendo a andlise dos exames clinicos revelado
gue a maioria dos individuos da amostragem estava na fase indeterminada da
infeccdo crbnica pelo T. cruzi, sem alteracdo significativa nos exames, sem
frequéncia elevada de alteracdes nos grupos de risco para desenvolvimento da
doenca, ndo foi possivel associar qualquer mutacdo como valor preditivo para
desenvolvimento da cardiopatia chagéasica. Os resultados indicam o carater benigno
da evolucao das infec¢des cronicas, na fase clinicamente indeterminada. Entretanto,
esses achados ndo excluem a hipétese de associacdo das mutacbes com a
patogénese da cardiopatia chagéasica. Outros estudos clinico-epidemiolégicos de
médio e longo prazo sdo necessarios para a identificacdo de fatores preditivos das

manifestacdes cardiacas da doenca de Chagas.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi; Doenca de Chagas; Fisiopatologia, Mutacdes
de kDNA; Doenca cardiaca.



ABSTRACT

Morbidity and mortality in humans chronically infected with Trypanosoma cruzi
are observed in approximately 30% among infected people. The factors of selection
of chagasic, among the infected population, towards development of the chronic
Chagas disease, are unknown. The studies on molecular genetics showed the
transfer of the kDNA minicircle sequences from T. cruzi to the human host's genome.
The KDNA integration loci were often identified in the LINE-1 retrotransposon. It was
also observed that the KDNA mutations could be mobilized by the retrotransposon
from the primary to a secondary site at the genome. These findings suggested the
possibility of association of Chagas disease clinical manifestations with the kDNA
integrations. In this regard, the KDNA mutations could be triggers of the pathogenesis
of the chagasic cardiopathy. In this study, we evaluated 95 patients from the State of
Para, 36 from counties of Minas Gerais and Goias, and 136 controls patients, from
the Federal District, Brazil. The electrocardiogram, ergometric test, 24h recording
electrocardiogram, and ecodopplercardiogram were analysed. The statistical
analyses, which aimed at the association among the clinical findings with those of the
integration of the KDNA at multiple sites at various chromosomes, were carried out.
The evaluations of clinical parameters of the heart function showed majority all
patients were in the undeterminate phase of the chronic chagasic infection, and no
clinical manifestation. This observation explains why, in the absence of statistical
differences among the groups of risk-patients, there was no demonstrable
association. Therefore, it was not shown any particular loci of mutation as a
predictive risk-factor for development of the Chagas cardiopathy. The result indicates
the benign feature of the chronic chagasic infections, clinically undetermined.
However, the findings in the undeterminate phase of the infection do not exclude the
hypothesis of possible association of the kDNA mutations with the pathogenesis of
the Chagas’ heart disease. Long range clinic-epidemiologic studies are necessary to
identifying predictive factors of the clinic manifestation of the chronic Chagas

disease.

Key words: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; Phisiopathology; kDNA mutations;
Heart disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Conceito

A Tripanossomiase Americana é a antropozoonose resultante da infeccao de
animais silvestres de varias classes de mamiferos pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi. A infeccdo é transmitida aos hospedeiros mamiferos pelos
triatomineos hematéfagos conhecidos como “barbeiro, fincdo, chupanga e bicudo”,

conforme a localizacéo geografica (Rassi, 2010).
1.2 Historico

A Tripanossomiase Americana foi identificada em 1909 pelo médico brasileiro
e sanitarista, Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, o qual descreveu o agente
etiolégico (Schizotrypanum cruzi), o vetor (Panstrongylus megistus) e a infeccao
aguda em humanos (Chagas, 1909). Em seguida, Dr. Carlos Chagas descreveu
casos da doenca crbnica e sua epidemiologia e por sugestdao de Miguel Couto, a
nova entidade ficou conhecida como doenca de Chagas, em homenagem ao grande

cientista brasileiro (Rocha, 2009).
1.3 Epidemiologia
1.3.1 Distribuicdo demogréafica

Estimativas da Organizacdo Mundial de Salude (OMS) sugerem que existam
cerca de 12 a 14 milhdes de pessoas infectadas pelo T. cruzi e 70 milhdes de
individuos sob a ameaca de contrairem a infeccdo (Salvatella, 2007). Porém, a
mesma OMS publicou estimativa de 18 milhdes de chagasicos na America Latina e
cerca de 300 milhdes expostos a aquisi¢cao da infeccdo (WHO, 2002). As diferencas
encontradas na literatura seriam explicadas pela inexisténcia de inquéritos
sorologicos amplos visando determinar a prevaléncia da Tripanossomiase
Americana na maioria dos paises da regido. Talvez, as diferencas metodologicas
empregadas nos inquéritos expliquem as estimativas dispares sobre a abrangéncia
dessa grande endemia. Ademais, se considerarmos que a populacdo da America
Latina duplicou nos dultimos trinta anos, as estimativas recentes ja néao

representariam a realidade de hoje, visto que apenas uma espécie (Triatoma
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infestans) transmissora do T. cruzi teria sido desalojada dos domicilios humanos,

nos ecossistemas secos Caatinga e Cerrado, no Brasil (Teixeira e cols, 2009).

A distribuicdo geogréfica classica da Tripanossomiase Americana esta
concentrada principalmente nos paises do Cone Sul da América Latina, ou seja,
Brasil, Uruguai, Paraguai, Argentina e Chile, mas se estende inclusive a outros
paises da América do Sul, como Venezuela, Colébmbia e Peru, além dos Estados
Unidos da América, onde alguns casos autoctones da infeccéo ja foram detectados
(Bern e cols, 2007). Nas ultimas décadas, as migracdes de Latino-Americanos para
0s paises dos cinco continentes fizeram-nas presentes também na Europa, Oceania
e na Asia (Navarro e cols, 2012; Angheben e cols, 2011). Ainda que n&o haja
dados de inquérito epidemiolégico com metodologia reconhecida de diagndstico das
infecgdes pelo T. cruzi, estima-se que existam no Brasil cerca de dois a trés milhdes
de infectados cronicos (Moncayo & Silveira, 2009; WHO, 2010; Coura & Vifias, 2010;
Silveira & Dias, 2011).

Outrora, a Amazonia era considerada regido ndo endémica, de acordo com 0s
achados do primeiro Inquérito Sorologico Chagasico Nacional, em 1978, cuja
prevaléncia de infeccdo pelo T. cruzi era de 5% (Camargo e cols, 1984). Entretanto,
a partir dos primeiros casos clinicos descritos por Shaw e cols, em 1969, muitos
outros casos agudos foram diagnosticados, geralmente em carater de
microepidemias familiares e/ou vicinais, com riqueza de sintomas caracteristicos da
fase aguda, os quais foram acompanhados desde entdo pelos pesquisadores da
Secdo de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas (IEC), em Belém, Paréa (Valente
e cols, 1992, 1999; Pinto e cols, 2001, 2004).

Em virtude do crescente aumento de casos agudos diagnosticados no Para, a
Secretaria de Estado de Saude Publica do Pard (SESPA) instituiu em abril de 2006 o
Programa Estadual de Controle da doenca de Chagas (PECdCh), gerenciado pelo
Grupo de Trabalho em doenca de Chagas (GT-Chagas), membro da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS). Em 2007, o Estado do Pard e o Ministério da Saude
definiram o Plano de Intensificacdo das a¢gbes de Controle da doenca de Chagas,
com a Fundacdo Hospital de Clinicas Gaspar Vianna (FHCGV) fazendo parte da

equipe de elaboracao do Plano.
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Com o recurso de captacdo de dados clinico-epidemiolégicos por meio da
utilizacado do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), legislado
pela portaria de notificacdo compulséria e imediata do Ministério da Saude (BRASIL,
2004) desde a instituicdo do Programa até o momento houve registro de 1.046

casos agudos notificados, com média de 130 casos ao ano (SESPA, 2013).
1.3.2 Vias de Transmissao

A doenca de Chagas pode ser adquirida por via vetorial, pela via congénita da
mae para o feto ou durante o parto natural, pela transfusdo de sangue e/ou
transplante de o6rgdos, por contato com material organico contaminado e,

acidentalmente, em hospitais e laboratérios de pesquisa.

A transmissdo vetorial é feita por insetos da ordem Hemiptera, subordem
Heteroptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Os triatomineos tém habitos
noturnos e se alimentam exclusivamente de sangue durante todos os estadios
evolutivos — ninfas 1, 11, lll, IV, V e adultos fémea e macho (Argolo e cols, 2008). A
acdo predatoria antrépica, que produz degradacdo do meio ambiente, dizima
mamiferos silvestres, aves e faz com que os triatomineos busquem o repasto de
sangue no interior das casas, onde a oferta de alimento é abundante. Em
ecossistemas degradados, algumas espécies de triatomineos formam colénias no
intradomicilio. Nessas condic¢des, colbnias formadas por varios estagios de ninfas e
insetos adultos sdo encontrados sob os colchfes das camas, nas frestas das
paredes das casas de “pau a pique”, geralmente em refugios escuros que oferecam

protecdo durante o dia (Dias, 2000).

Com a intensificacdo das acdes do governo ao combate vetorial a partir da
década de sessenta, por meio de rociamento com inseticidas, nos arredores e
interiores das residéncias, foi possivel desalojar o Triatoma infestans das choupanas
de moradores nos ecossistemas secos, Cerrado e Caatinga. A transmissao vetorial
nesses ecossistemas foi reduzida espetacularmente (Luquetti, 2011). Devido a esta
acao de combate ao principal vetor domiciliado do T. cruzi, em 2006, o Ministério da
Saude e a OMS passaram a emitir o certificado internacional de erradicacao vetorial
do principal triatomineo disseminador da doenca, o T. infestans (Ferreira & Silva,
2006).
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N&o obstante a emissdo de certificados, ainda existe cerca de quarenta
espécies de triatomineos reconhecidamente vetores potenciais do T. cruzi. Ademais,
sdo descritas regides onde o T. infestans também continua colonizando domicilios,
conforme noticia série de reportagens de jornalismo investigativo qualificado
(Sassine, 2012).

Na Amazobnia, embora haja grande diversidade de espécies de insetos
vetores e hospedeiros silvestres permissivos ao T. cruzi, as observacdes a respeito
dos habitos de triatomineos nos domicilios da regido mostram que ainda ndo ha
registros de colonizacdo das residéncias por triatomineos. Geralmente, as espécies
de vetores encontrados no interior das habitagcbes humanas sao adultos machos e
fémeas que voltam aos seus habitats naturais depois da obtencdo do repasto de

sangue humano (Valente e cols, 1999).

Por outro lado, a possibilidade de domiciliacdo de triatomineos nas habitacdes
humanas na Amazénia ndo pode ser descartada, pois ja foram encontradas colénias
de P. geniculatus no peridomicilio, em chiqueiros, de casas da cidade de Muan& —
PA (Valente e cols, 1999). Relatos explicam porgue as espécies de triatomineos na
Amazbnia ndo domiciliam com a presteza do T. infestans. Em Acuquaia, municipio
de Barcelos, Rhodnius brethesi ataca colhedores de piacava (Leopoldinia piacaba)
sob a luz do sol a pino. A voracidade dessas espécies explicaria seus habitos
exclusivamente silvestres, ainda que a transmissdo da infeccdo possa ser

potenciada pelo desequilibrio ecolégico (Coura e cols, 1994).

Segundo Miles (1976) as principais espécies de triatomineos encontradas na
Amazbnia sdo R. pictipes, R. robustus, P. geniculatus, P lignarius, P.
rufotuberculatus, Eratyrus mucronatus, M. trinidadensis, Belminus herreri, e a
espécie Rhodnius paraensis, a qual foi descrita por Sherlock e cols (1977). Jansen e
cols (1999) identificaram 16 espécies de triatomineos da Amazonia infectados pelo
T. cruzi e Noireau e cols (2002) sugeriram que pelo menos 11 dessas espécies dos
géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus teriam importancia epidemiolégica no

ciclo da doenca, cujo habitat preferencial sdo as palmeiras.

A transmissdo do T. cruzi por via oral resulta da ingestdo acidental de
alimentos contaminados com excreta de triatomineos, sangue e secrecbes de

animais infectados, mas ndo se descarta a possibilidade de trituragcdo de
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triatomineos contaminados durante o preparo de alimentos (Valente e cols, 1999). A
abordagem puramente epidemiologica sugere que transmissdo oral de T. cruzi
explicaria as epidemias da doenca, quando dois ou mais individuos adoecem

simultaneamente no mesmo local, na mesma familia (BRASIL, 2005a, 2007).

No Brasil, ja foram descritos varios surtos epidémicos, com manifestacdo da
fase aguda da doenca por contaminacao de diferentes fontes alimentares (Shaw e
cols, 1969; Silva e cols, 1968; Shikanay-Yasuda, 1987; Valente e cols, 1999; SVS,
2007; SESPA, 2013). A possibilidade de transmissdo oral do T. cruzi pelo
aleitamento materno de mdes com a infeccdo chagasica aguda pode ocorrer,
embora tenha que ser descartada a transmissao congénita do recém-nascido (Pinto
e cols, 2011).

Apesar da barreira placentaria, a transmissdo congénita do T. cruzi pode
ocorrer em qualquer periodo da gestacao, independente da fase da doenca, ou seja,
em até 71% na infeccdo aguda e 1,6% na fase crbnica (Torrico e cols, 2005). Em
geral, o concepto adquire a infeccdo entre a vigésima segunda e a trigésima sétima
semanas da gestacdo (Moretti e cols, 2005). O recém-nascido, quando infectado,

pode adquirir formas graves com envolvimento cerebral (Pinto e cols, 2011).

No Brasil, em 1950, a prevaléncia média de sorologia positiva para T. cruzi
entre os doadores de sangue era de 8,3%. Porém, nas décadas de sessenta e
setenta, a referida soroprevaléncia nos hemocentros caiu para 6,9% e no final de
1980 atingiu 3,2% dos doadores de homoderivados (Dias, 2006). Registros da OMS
de 2006 demonstram queda de 78% nos indices de infeccao, ou seja, frequéncia de
1,3% de infeccdo por hemotransfusdo em toda América Latina (Moraes-Souza &
Silva-Ferreira, 2011).

Por outro lado, os métodos imunoldgicos utilizados para a triagem em bancos
de sangue e de transplantes de orgaos, apesar de sensibilidade em torno de 96%,
nao alcancam todos os casos positivos para T. cruzi que podem ser revelados pela
técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), cuja sensibilidade é proxima a
100% (BRASIL, 2005b).

Outras formas acidentais de transmissdo ocorrem em manipuladores de

material organico ou fébmites contaminados, como trabalhadores de laboratorios,
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hospitais, centros cirrgicos e no preparo de alimentos como carne de animais
silvestres (BRASIL, 2005a, 2007).

1.4 Agente etioldgico

O agente etiologico da doenca de Chagas é um protozoario flagelado
pertencente ao sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora,
classe Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, subordem Tripanosomatina, familia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma, espécie Trypanosoma cruzi (Souza,
2000). E considerada uma espécie digenética por apresentar desenvolvimento
biologico em dois tipos de hospedeiros diferentes, um vertebrado e outro
invertebrado. Os hospedeiros vertebrados sdo os mamiferos, incluindo o homem, e
0s invertebrados séo os triatomineos, que sado insetos hematofagos. Cada ciclo de
vida possui caracteristicas peculiares relacionadas a melhor adaptacdo do parasito

ao meio, de forma a assegurar sua sobrevivéncia (Lana & Tafuri, 2000).
1.4.1 Ciclo de vidado T. cruzi

O ciclo de vida no triatomineo inicia-se quando o mesmo ingere formas
tripomastigotas presentes na circulacdo sanguinea dos hospedeiros vertebrados.
Essas formas se diferenciam em epimastigotas, que s&o replicativas, e ficam
situadas no intestino médio do vetor. Ao alcangcarem o intestino terminal do inseto,
diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos, que sédo formas infectivas, e séo
eliminadas juntamente com as fezes do inseto no momento do repasto sanguineo
(Souza, 2009).

ApOs a penetragdo da forma tripomastigota metaciclica, eliminada na pele ou
mucosa do hospedeiro juntamente com as fezes do triatomineo, inicia-se o ciclo no
mamifero (Kollien & Schaud, 2000). O hematofagismo realizado pelo vetor provoca
reacdo inflamatoéria que evoca coceira. O protozoario eliminado na excreta do inseto
contamina a abrasao infligida na pele, e os flagelados invadem as células fagociticas
no tecido subcutaneo. Alguns dos flagelados invasores podem ser destruidos, porém
muitos conseguem escapar da fagocitose e se multiplicar no citoplasma da célula
hospedeira. Outros conseguem alcancar os capilares sanguineos e se disseminar
por todo o organismo, provocando reacao inflamatoéria associada com a producao de

interleucinas, citocinas e imunoglobulinas (Teixeira, 2006).
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O T. cruzi invade tecidos do sistema fagocitico mononuclear, hematopoiético,
conjuntivo, muscular, nervoso e reprodutivo. Ao invadir células diferenciam-se em
formas arredondadas denominadas amastigotas. As amastigotas intracelulares
multiplicam-se e formam ninhos. Quando os ninhos rompem a membrana celular,
ocorre reacao inflamatodria no tecido e as formas amastigotas transformam-se em
tripomastigotas que, com flagelo diferenciado, alcancam a corrente sanguinea,
reiniciando o parasitismo em regifes distantes do corpo. O inseto vetor, no momento
de um novo repasto sanguineo, adquire as formas circulantes e o ciclo de vida do T.

cruzi no triatomineo é reiniciado (Tyler & Engman, 2001).

Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi. Fonte: Teixeira e cols, 2006.

1.4.2 Organizagédo génica do T. cruzi

Ultraestruturalmente, o T. cruzi possui duas organelas contendo o &cido
desoxirribonucleico (DNA): o DNA préprio da célula eucarionte, denominado DNA
nuclear (h(DNA) e o DNA mitocondrial ou do cinetoplasto denominado kDNA e
caracteristico de tripanossomatideos da ordem kinetoplastida. O kDNA é o material
genético encontrado na mitocondria do parasito, posicionada adjacente ao corpo

basal do flagelo (Figura 2). O cinetoplasto é constituido por uma duazia de

maxicirculos (20 a 40 kb) e por milhares de minicirculos (1.4 kb) catenados em uma
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rede complexa (figura 3), totalizando 10 a 15% do DNA total da célula e tem sido
usado para identificacdo de subgrupos de populacdes de T. cruzi (Sturm & Teixeira,
2007).

Os maxicirculos sdo funcionalmente analogos ao DNA mitocondrial em
eucariontes que codificam &cidos ribonucleicos ribossomais (rRNAs) e subunidades
de acido ribonucleico (RNA) e genes envolvidos com a fosforilagdo oxidativa (Souza,
2009). No T. cruzi, observa-se a presenca de quatro regides conservadas (120-160
pb) intercaladas por quatro regifes variaveis (240 pb). Os minicirculos codificam
RNAs guias que auxiliam na editoracdo dos RNAs mensageiros (figura 4) dos
maxicirculos mitocondriais (Junqueira e cols, 2005).

Figura 2 - Esquema geral da forma epimastigota do T. cruzi mostrando as principais estruturas
celulares. Fonte: Docampo e cols, 2005.
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Figura 3 - O DNA mitocondrial: (a) O kDNA é uma rede eliptica composta de maxicirculos e
minicirculos (seta); (b) Minicirculos decatenados e Unico maxicirculo (seta). Fonte: Liu e cols,
2005.

Regido variavel
(~238 pb)
gRNAN

Minicirculo de kDNA

Regido conservada

de Trypanosoma cruzi -
(1,4 kb) (122 pb)

Figura 4 - Estrutura de minicirculo de kDNA com regifes conservadas, demonstradas em azul
escuro, e regifes variaveis, sinalizadas em azul claro. Fonte: Junqueira e cols, 2005.

1.5 Apresentacao Clinica

A infeccdo chagasica manifesta-se clinicamente em duas fases distintas:
aguda e crbnica. A fase aguda, cuja duracdo é de aproximadamente 120 dias, €
caracterizada pela elevada carga parasitaria e descrita pela maioria dos autores
como silenciosa ou oligossintomatica, com sintomatologia expressa em torno de 5%

dos casos (Rassi Jr e cols, 2010).
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Na fase aguda, observam-se sinais de porta de entrada do parasito,
dependendo da localizagéo, ou seja, na pele o denominado chagoma de inoculagéo
e na mucosa conjuntival, o sinal de Romafia. O chagoma é caracterizado por leséo
endurecida resultante de reacdo de hipersensibilidade tardia aos antigenos do T.
cruzi, com hiperpigmentacao, descamacéao da queratina e ingurgitamento ganglionar
satélite. Por outro lado, o sinal de Romafa é descrito como edema bipalpebral
unilateral, resultante de reacéo inflamatoria local com adenopatia adjacente (Teixeira
e cols, 1995). Nesta fase sdo encontrados tripomastigotas circulando no sangue,
linfa e liquor, e as formas amastigotas agrupadas em ninhos no interior das fibras
musculares lisas, estriadas e/ou cardiacas. Os parasitos podem ser encontrados em
qualquer tecido, inclusive no interior de goniablastos em tubos seminiferos e em

células da teca dos ovarios (Teixeira e cols, 1970).

Na Amazonia tem sido descritos casos agudos com sinais e sintomas clinicos
exuberantes. Na maioria das vezes nao se encontra sinal de porta de entrada do
parasita e cursa com sintomatologia de sindrome febril, com febre prolongada, em
torno de 20 a 30 dias de duracéo (Coura e cols., 2002; Dias e cols., 2002). Alguns
casos apresentam evolugdo desfavoravel com miocardite grave e fatal (Albajar e
cols, 2003; Borborema e cols, 2004; Pinto e cols, 2001; Pinto e cols, 2004). Também
pode ocorrer meningoencefalite em imunocompetentes (Lacerda e cols, 2004) e,
ocasionalmente, sintomas digestivos simulando pancreatite e hepatite com
manifestacdo de ictericia, alteracdo nas transaminases, hemorragia digestiva e

distenséo abdominal de evolucgao fatal (Pinto e cols, 2004).

A fase cronica é diferenciada em forma indeterminada, cuja manifestacédo
clinica é silenciosa, com duracdo em média de 20 a 30 anos e forma crénica
determinada, com manifestagdo clinica estabelecida. Na forma indeterminada,
ocorre diminuicdo substancial da parasitemia e da intensidade dos processos
inflamatorios, que se tornam focais e esparsos, sem prejuizo aos 6rgdos onde o T.
cruzi possui tropismo (Pereira & Tavora, 1996). Esta fase da doenca € caracterizada
pela auséncia de sinais e sintomas, porém com positividade ao T. cruzi em exames
sorologicos e /ou parasitologicos. Cerca de 20% a 50% dos casos podem apresentar
alguma disfuncdo, como presencga discreta de arritmias e insuficiéncia cardiaca

incipiente (lanni e cols, 2001; Rassi Jr. e cols, 2010). Esses pacientes podem evoluir
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em até 30% a 40% para manifestacdo de disfungdo cardiaca, entretanto, os demais,
em geral, vivem sem restri¢cdes fisicas (Marin-Neto e cols, 2002).

A doenca de Chagas cronica determinada manifesta-se clinicamente entre os
30 a 45 anos de idade, e a cardiopatia ocorre em até 94,5% dos casos.
Megaesodfago e megacotlon séo observados em 5% a 10% dos chagasicos cronicos
(Rezende & Moreira, 2000; Prata, 2001).

A miocardiopatia chagéasica crbnica pode se agravar em trés situacdes
clinicas: insuficiéncia cardiaca, arritmias cardiacas e fendbmenos tromboembalicos. A
insuficiéncia cardiaca é manifestada por sintomas de intolerancia aos esforgos,
como dispnéia, sudorese fria, edema, tontura e palidez de mucosas, que refletem a
ineficiéncia muscular cardiaca em proporcionar débito cardiaco suficiente para a
irrigacdo sanguinea aos Orgdos e tecidos. O coracdo pode adquirir grandes
dimensfes e a cardiomegalia propicia o acimulo de sangue no interior de auriculas
e ventriculos com a tendéncia a formacao de coagulos e trombos (Almeida e cols,
2004; Viotti e cols, 2005). O deslocamento desses trombos e coagulos para a
circulacdo sistémica caracteriza a doenca tromboembdlica, com subsequente
interrupcdo do fluxo sanguineo e isquemia seguida de necrose, clinicamente
reconhecidas principalmente como acidentes vasculares encefalicos, doenca arterial

periférica aguda e isquemia mesentérica (Rassi Jr. e cols, 2010).

As arritmias caracterizam-se pelas anormalidades no ritmo cardiaco desde
simples batimentos ectopicos ventriculares até taquiarritmias fatais, como taquicardia
paroxistica e fibrilacdo ventriculares, produzindo elevada taxa de morte subita na
doenca de Chagas (Rassi Jr. e cols, 2001). O diagnostico de doenca arritmogénica
na cardiopatia chagasica piora o progndstico, haja vista que a ocorréncia de
arritmias graves pode acometer coragbes de tamanho normal e em pessoas

previamente assintomaticas, sob o aspecto cardiovascular (Rassi Jr. e cols, 2001).

Os orgaos digestivos mais atingidos na fase cronica da doenca séo o eséfago
e 0 colon. Na doenca esofagica, a maioria esta concentrada em pessoas na faixa
etaria de 30 a 40 anos, embora presente também em jovens e em idosos. O 6rgao
torna-se dilatado, com segmentos estreitados, com prejuizo aos movimentos
peristalticos, gerando queixas de disfagia, odinofagia, epigastralgia, regurgitacoes,

solucos e sialorréia, devido ao aumento no volume das glandulas salivares. Com a
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evolucdo do agravo, as pessoas podem se tornar desnutridas e caquéticas
(Bittencourt e cols, 1984; Rezende & Moreira, 2000). O megacélon geralmente
acomete individuos mais idosos. O diametro do 60rgdo aumenta gradativamente,
acompanhado de hipertrofia das paredes, usualmente do célon sigmoide e do reto. A
ampola fecal torna-se dilatada e semi-obstruida ou obstruida pelas fezes
ressecadas. O individuo sofre de desconforto com dores abdominais e desnutrigcéo,
podendo falecer devido a ruptura, ulceracdo ou torcdo da viscera (Pinheiro e cols,
2003).

1.6 Mortalidade

Caracterizada como a enfermidade infecciosa endémica mais letal do mundo
ocidental, a doenca de Chagas possui elevada mortalidade (Cubillos-Garzon e cols.,
2004). Na fase aguda da doenca, em geral, a causa de Obito é relacionada a
insuficiéncia cardiaca e meningoencefalite ou broncopneumonia nos infectados
imunodeprimidos (Teixeira e cols, 1978. Teixeira e cols, 2007). Entretanto, na
Amazobnia tem-se observado muitos casos graves com evolucao fatal na fase aguda,
em imunocompetentes (Albajar e cols, 2003; Borborema e cols, 2004; Lacerda e
cols, 2004), sugerindo que existam muitos casos agudos, além dos descritos, sem

sintomatologia clinica.

Em estudo clinico epidemiolégico de chagéasicos cronicos, 58% das mortes
foram atribuidas a insuficiéncia cardiaca e 37,5% a morte subita (Prata, 2000). As
principais causas de 0Obito neste grupo de pacientes foram morte subita, decorrente
de taquiarritmias ventriculares e bloqueios atrios-ventriculares avancados, faléncia
terminal do miocardio, acidentes tromboembdlicos e por septicemia, consequente a

ruptura ou torgdo de megacoélon (Rassi Jr e cols, 2001; 2006; 2007).
1.7 Patogenia e Anatomia Patolégica

Desafios cada vez mais instigantes a respeito de elucidacdes sobre a
patogenia da doenca de Chagas vém despertando interesses variados e em
especial na area da genética. As primeiras teorias a respeito dos mecanismos
patogénicos datam de 1911, quando os cortes histolégicos de individuos da fase
aguda exibiam ninhos de amastigotas nos tecidos. Estabeleceu-se assim a teoria da
persisténcia do parasito (Vianna, 1911), produzindo acdo mecanica e ruptura da

célula hospedeira, onde a inflamacédo tinha o papel de remocdo dos detritos.
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Entretanto, essa teoria ndo foi capaz de explicar as lesbes sem parasitismo
observadas usualmente na doenca cronica. Postulou-se, entdo, a teoria da
autoimunidade baseada na destruicdo acelerada de células cardiacas alogénicas
ndo parasitadas de embrido de coelho pelos linfocitos do sistema imune do animal
chagéasico (Santos-Buch & Teixeira, 1974). Varios outros autores demonstraram o
agravamento autoimune do coracao pelos linfocitos citotoxicos do sistema imune do

chagasico (Kierszenbaum, 1999; Cunha-Neto e cols, 1995; Girones e cols, 2001).

Na histopatologia do individuo portador da infeccdo chagasica, os danos
teciduais ndo tém relacdo direta com os ninhos do parasita, cuja destruicao celular é
resultante da acdo das células do sistema de defesa. Em todos os casos de
cardiopatia chagasica, o achado principal é a “unidade minina de rejeicao”, ou seja,
rejeicdo da célula cardiaca nédo-parasitada pelos linfécitos citotoxicos que lisam

células alvo nas lesdes em chagasicos (Teixeira e cols, 2011).

Na forma indeterminada, a quantidade de parasitas circulantes diminui
drasticamente, as lesfes teciduais sao raras, e a infeccdo cronica cursa na auséncia
de sintomas. No tubo digestivo, podem ser encontradas lesdes nos ganglios
parassimpaticos dos plexos de Auerbach e de Meissner (Pinheiro, 2003). Embora
nao sejam encontradas lesdes macroscopicas, a biopsia do ventriculo direito mostra

processos patoldgicos focais aleatorios no miocardio (Mady,1982).

Na forma crbnica cardiaca, o coracdo pode atingir grandes dimensdes, com
peso em torno de 540 £90 gramas, decorrente da dilatacdo das camaras, hipertrofia,
fiborose e edema. A miocardite cronica € o resultado da confluéncia de varias
“‘unidades minimas de rejeicao”, embora entremeadas de areas livres da inflamagao.
Células inflamatérias também podem infiltrar miofibrilas especializadas na conduc¢éo
elétrica cardiaca. As fibras miocéardicas destruidas sdo substituidas por tecido
fibroso, inerte e ineficiente e a presenca de dilatacdo e afinamento da ponta do
ventriculo esquerdo é frequente e caracteristica da doenca de Chagas, embora néo

seja patognomaonica (Teixeira e cols, 2007).

A destruicdo neuronal em géanglios simpaticos e parassimpaticos pode ser
observada no coracdo e parassimpaticos nos orgaos digestivos ocos, provocando
desnervacdo autondmica progressiva e prejuizo na cinesia desses 0rgaos, tornando-

os dilatados, com areas de hipertrofia e acalasia (Adad e cols, 1991).
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1.8 Diagndstico

O diagndstico laboratorial da infeccdo chagasica é feito pelos métodos
parasitologicos, imunolégicos e moleculares. Segundo orientacdo do dltimo
Consenso Brasileiro de doenca de Chagas, a confirmagcdo sorologica deve ser
obtida pelo resultado positivo de pelo menos dois métodos sorolégicos com
principios diferentes. E recomendada a combinagdo de um teste de elevada
sensibilidade, ou seja, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) com antigeno
total ou Imunofluorescéncia Indireta (IFI) combinados com exames de elevada
especificidade (Brasil, 2005b).

Na fase aguda, quando a carga parasitiria é elevada e podem ser
observadas formas tripomastigotas no sangue, 0os exames parasitologicos sdo 0s
preferidos, especialmente os feitos a fresco e os métodos de hemoconcentragéo, 0s
quais exibem elevada especificidade. Entretanto, na fase crbnica da doenca, a
parasitemia diminui consideravelmente, sendo necesséria a utilizagdo de técnicas de
hemocultura e xenodiagnostico para visualizar formas epimastigotas, com
sensibilidade diagnéstica variada, dependendo da metodologia empregada (Pineda
e cols, 1998).

A PCR, com sensibilidade de 98% ou mais na maioria dos estudos, ainda
esta restrita a laboratorios de pesquisa devido ao seu custo elevado, entretanto é
indicada quando testes imunologicos obtém resultados duvidosos, assim como para
o controle de cura apos tratamento especifico e no diagnéstico da infeccao por T.

cruzi em areas onde coexista o T. rangeli (Brasil, 2005b).

A avaliacdo cardiovascular € essencial a classificacdo clinica e definicdo do
prognostico do portador da infeccéo por T. cruzi. Exames como o eletrocardiograma
e a radiografia tordcica sdo mais acessiveis, entretanto sdo necessarias
investigacbes minuciosas com o0 ecodopplercardiograma, eletrocardiograma
dindmico de 24 h (holter 24 h) e teste ergométrico para o diagndéstico de lesdes
despercebidas em todas as fases da doenca (Andrade & Andrade, 1994; lanni e
cols, 2001; Acquatella, 2007).

Na fase aguda, mesmo na auséncia de sintomas, sinais sugestivos de
miocardite podem ser percebidos no eletrocardiograma, tais como taquicardia

sinusal e alteragéo difusa da repolarizagado ventricular. No agravo da infecgcao, a
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radiografia de torax revela grande cardiomegalia que pode estar acompanhada de
congestdo pulmonar e derrame pleural (Albajar e cols, 2003; Pinto e cols, 2001).
Quando a investigagdo € complementada com os achados do
ecodopplercardiograma e do holter 24 h, podem ser observadas arritmias como

fibrilacéo atrial e efusdes pericardicas com maior precisao (Pinto e cols, 2009).

Na cardiopatia chagasica crbnica sdo encontrados no eletrocardiograma
achados tipicos desta fase da doenca. A presenca de disturbios na conducédo do
impulso elétrico cardiaco, exemplificado especialmente pelo blogueio divisional
anterior esquerdo, blogueio do ramo direito, e a presenca de arritmias como
batimentos ventriculares ectépicos ou extrassistoles e bradicardia sdo os achados
mais frequentes. Nas fases mais avancadas da doenca, bloqueios complexos e
taquiarritmias, geralmente acompanhados de sintomas, sdo também documentados
(lanni e cols, 2001).

No ecodopplercardiograma da doenca cronica, a presenca de alteracéo
segmentar na cinesia das paredes miocérdicas, dilatacdo das camaras cardiacas,
presenca de aneurisma de ponta e diminuicdo da fracdo de ejecdo do ventriculo

esquerdo sao frequentes e caracteristicos (Acquatella, 2007).

O uso do holter 24h na doenca de Chagas € muito util para a avaliacao
prognostica do individuo. A presenca de arritmias ventriculares complexas esta
associada ao risco aumentado de morte subita e complicacdes tromboembodlicas
(Pedrosa & Campos, 2004). O diagnédstico de bloqueios atrioventriculares de alto
grau, detectados por meio do holter, sdo indicativos do uso de marca-passo, sendo
este recurso propedéutico primordial nos sintomas de palpitacdo e episodios
sincopais, assim como o estudo eletrofisiologico para a pesquisa de fontes de

arritmias ventriculares fatais (Henz, 2009).

O teste ergomeétrico tem sido utilizado ndo s6 para determinar a capacidade
funcional de portadores da infec¢cdo chagasica, bem como para classifica-lo quanto
ao prognostico, de acordo com o numero de arritmias desencadeadas pelo esforco.
A presenca de taquicardia ventricular sustentada e bloqueios avancados durante o
esforco sé@o preditores de mortalidade aumentada nesta populacéo (Viotti e cols,
2005).
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A complementacdo dos dados precisos da ergoespirometria confere maior
sensibilidade ao diagnéstico da funcdo cardiopulmonar, sendo especialmente
recomendado em treinamentos de reabilitacdo cardiaca e a triagem de candidatos

ao transplante cardiaco (Andrade e cols, 2002).

O diagnéstico e progndstico das lesbes digestivas sdo elucidados por meio da
radiografia contrastada com bario. Os Raios X de esbfago classificam o paciente em
quatro categorias: a) diametro normal, mas dificuldade de esvaziamento do
contraste ingerido; b) dilatacdo moderada do diametro e retencdo do contraste; c)
grande dilatacdo, hipotonia e contratilidade minima; d) imensa dilatacdo e
alongamento caindo sobre o diafragma (Rezende &n Moreira, 2000).

A classificacdo evolutiva do megacélon pode ser visualizada pelos Raios X
contrastados no exame Clister Opaco: 1) eliminacdo espontanea do bolo fecal; II)
auséncia de eliminacdo espontanea do bolo fecal; Ill) obstrucdo completa e
impossibilidade de eliminagdo do bolo fecal apds estimulo medicamentoso (Prata,
1994).

1.9 Tratamento

O tratamento da infeccdo € preconizado pelo Ministério da Saude durante a
fase aguda, em criangas ou até 12 anos do inicio da infeccdo (Brasil, 2005b).
Pacientes com elevada carga parasitaria, como na fase aguda sintomatica e nas
recidivas em portadores crbnicos na vigéncia de imunodepresséo, tém beneficios
imediatos com a utilizacdo da droga, na dose de 5 a 10mg/Kg/peso ao dia durante
60 dias, pois os efeitos da liberagcédo de citocinas e imunomediadores sao suprimidos
consideravelmente. Entretanto o Unico medicamento utilizado no Brasil, o
Benzonidazol, contempla efeitos colaterais importantes e ndo elimina o parasita
completamente, conforme estudos revelados por diversos pesquisadores (Teixeira e
cols, 1994, 2011b; Braga e cols, 2000; Cancado, 2002).

1.10 JUSTIFICATIVA

Estudos de genética molecular demonstraram a transferéncia de sequéncias
de minicirculos de kDNA do parasito para sitios do genoma do hospedeiro. O sitio
de integracdo identificado com maior frequéncia foi o retrotransposon LINE-1.

Observou-se ainda que o kDNA pbde ser mobilizado para outros sitios do genoma
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pela atividade do LINE-1. Assim surgiu a possibilidade de explicacdo entre as
variagdes clinicas da doenga e as mutagcdes no genoma, cujas integracdes de kDNA
se comportariam como agente indutor das lesdes na doenca de Chagas (Teixeira e
cols, 1991; Nitz, 2004).

Em outro experimento realizado pela mesma equipe de pesquisadores, foi
observado que além da mutacdo de kDNA no genoma de pessoas de cinco familias,
cujos parentais da primeira geracéo (G0) tinham a doenca de Chagas cronica, houve
também a transferéncia da mutacdo de KDNA para as progénies seguintes, ou seja,
G1 e G2 (Hecht e cols, 2010).

A hipétese de que as mutacdes de KDNA poderiam estar na origem da auto-
imunidade descrita por Santos-Buch & Teixeira (1974), originou outro estudo em
aves, naturalmente refratarias a infeccdo, considerado um modelo experimental
essencial para descartar a possibilidade de infeccdo residual observada em
mamiferos. Ovos embrionados de galinha foram inoculados com 100ul de
tripomastigotas. Apdés uma semana de incubacao, as infeccfes foram erradicadas
pela imunidade inata (bioquimica) do embrido, e o0s pintos nasceram sem a infecgéao,

mas o KDNA do parasito permaneceu retido nos genomas.

As galinhas que tinham apenas as mutagdes de KDNA desenvolveram doencga
cardiaca franca, com limitacdo funcional, dispnéia, cianose e insuficiéncia cardiaca.
A necropsia, revelou-se cardiomegalia importante (figura 5), com trombos e lesdes
microscopicas semelhantes as encontradas em humanos, com infiltrado de linfécitos
CD45+, CD8+yd+ e CD8a +. Na analise molecular, essas galinhas tiveram mutacfes
no gene da distrofina e em outros genes que regulam as vias metabolicas
associadas com crescimento e diferenciagao celulares e com as respostas imunes

(Teixeira e cols, 2011).
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Figura 5 - Cardiomegalia em ave (Gallus gallus) portadora de mutacdo de kDNA no genoma.
Note que o coracdo da ave kDNA-mutada, a esquerda, é 3,6 vezes maior que o coracdo da ave
controle da mesma idade. Fonte: Teixeira e cols, 2011b.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar possiveis associacdes entre os achados clinicos da infecgcdo por T.
cruzi e mutacdes de kDNA no genoma de portadores da infecgdo e seus familiares e

descendentes.
2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Descrever a apresentacdo clinica dos portadores da infeccdo por T.
cruzi e seus familiares provenientes de Barcarena e Breves, municipios do Estado
do Paréa/Brasil;

2.2.2 Descrever e comparar a apresentacao clinica do grupo de individuos
residentes no Distrito Federal, sem exposicao ao T. cruzi e com exames soroldgicos

negativos para a infec¢cdo chagéasica, com os infectados pelo parasito;

2.2.3 Descrever a apresentacdo clinica dos portadores da infeccao por T.
cruzi e seus familiares provenientes de municipios dos Estados de Goias e Minas

Gerais;

2.2.4 Associar os achados clinicos com as mutacdes isoladas de KDNA, ou

seja, as mutacdes herdadas, sem a presenca do parasito;

2.2.5 Associar os achados clinicos com as mutacdes de kDNA, em presenca

de nDNA, em portadores da infeccdo por T. cruzi,

Os objetivos 2.2.4 e 2.2.5 foram conduzidos comparando dados clinicos com
os achados de mutacBes de kDNA gue estdo descritos nas Teses de Doutorado de
Mariana Machado Hecht, 2008 e de Perla Fabiola Araujo, 2012, ambas da
Universidade de Brasilia.
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3 CASUISTICA E METODOS
3.1 Tipo de Estudo

A metodologia utilizada envolveu um desenho transversal contendo
abordagens de pesquisa descritiva e explanatoria. A analise descritiva foi
operacionalizada através de um estudo de base populacional observacional, onde a
coleta de dados se deu por meio de fonte primaria de dados oriunda de consultas
meédicas, questionarios socio-demograficos e registros de exames clinicos e
laboratoriais obtidos diretamente pelos pesquisadores. A fase explanatoria da
pesquisa foi conduzida através do teste de hipoteses questionando potenciais
diferencas em marcadores do estado de saude entre os grupos kDNA positivo,

kDNA negativo, nDNA positivo e nDNA negativo.

Os sujeitos do estudo aderiram a pesquisa voluntariamente de acordo com
as normas do Comité de Etica da Pesquisa em Seres Humanos, com aprovacao
firmada por assinatura em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
demonstrado no Apéndice A, para as familias e Apéndice B para os individuos

controles.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fundacdo
Hospital de Clinicas Gaspar Vianna - CONEP/FHCGV, sob o registro n® 054/2009
aprovado em 21 de maio de 2009 (Anexo A) e Folha de Rosto da Comissao

Nacional de Etica em Pesquisa n° 262390 (Anexo B).

O projeto nas familias de Minas Gerais e Goias, que serviu de modelo para o
estudo no Para, teve aprovacdo prévia no Conselho de Etica da Faculdade de
Medicina/UnB e CONEP/MS (Registro do Processo no CONEP: 11163 e Registro no
documento n° 2525000.167567/2004-28).

3.2 Populacao: tamanho e composi¢cao da amostra

Foram investigados pacientes autéctones do Estado do Para, provindos dos
municipios de Barcarena, localizado a 150 km de Belém, capital do Estado, com
80.288 habitantes e de Breves, principal municipio do Arquipélago do Marajé/PA,
com 99.223 habitantes (IBGE, 2010) e distante a 12 horas de viajem fluvial da
capital (figura 6).
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Figura 6 - Foto por satélite da regido do estuario do rio Amazonas onde aparecem 0s
municipios de Breves, no Arquipélago do Marajo, e de Barcarena, a margem direta. As letras A,
B, C e D mostram a localizacdo das familias do estudo.Fonte: Cortesia do Laboratorio de
Geociéncias do Instituto Evandro Chagas/PA.

A selecdo dos candidatos foi aleatoria e a amostragem por conveniéncia,
baseadas nos casos notificados como agudos pelas secretarias de ambos os
municipios e supervisionadas pela GT-Chagas/SESPA, por meio do instrumento
SINAN (Anexo C).

Apbs a aprovacao pelo CONEP/FHCGV, iniciaram-se 0s contatos a partir de
consultas aos SINANS, os quais continham registros de casos agudos da doenca de
Chagas no Pard ocorridos entre o periodo de 2006 a 2007. Na ocasido eu
trabalhava como cardiologista na FHCGV e no PECACh/SESPA durante o periodo
de 2007 a 2010 e pude selecionar e recrutar, por meio do SINAN, algumas pessoas
que tiveram doenca de Chagas aguda (DCA) nas familias de Barcarena. Assim,
foram selecionadas 13 pessoas que tiveram a doenca na fase aguda durante o
periodo de 2006 a 2007 no municipio de Barcarena/PA a partir de trés familias
denominadas A, B e C. A familia B teve sua infec¢cdo documentada em 3 pessoas
em 2006 e as familias A e C, as quais moram em casas Vvizinhas, tiveram
simultaneamente a fase aguda em 2007, com 8 e 2 casos respectivamente. Na
ocasidao eu pude acompanhar alguns componentes das ultimas familias na fase
febril.

A selecdo dos casos agudos de Breves ocorreu durante importante epidemia
no Estado, com 239 notificacdes oriundas de diferentes municipios do Para, durante
os meses de julho a dezembro de 2009. Dentre esses casos, durante o atendimento
na fase aguda, pude selecionar os 10 pacientes sintomaticos da mesma familia para
comporem a familia D, precedente de Breves.
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Os casos de DCA foram acompanhados por mim conforme orientagbes do
Protocolo de Acompanhamento de pacientes com doenca de Chagas Aguda do
Programa Nacional de Controle da doenca de Chagas/ Secretaria de Vigilancia e
Ministério da Saude, o qual orienta o atendimento e seguimento dos casos agudos
com a realizacdo de exames laboratoriais e eletrocardiograma quinzenalmente
durante os sessenta dias de tratamento com o Benzonidazol. Além do
eletrocardiograma, os pacientes foram submetidos ao ecodopplercardiograma e
radiografia toracica mensalmente a fim de detectar o risco de arritmias e/ou
formacdo de trombos intraventriculares, assim como instituir sua profilaxia e

tratamento até o final do tratamento.

Todos os casos de DCA apresentavam-se sintomaticos, com elevada
ocorréncia de febre alta, em torno de 38 a 40°C e duracdo meédia de 40 dias, sem
remissdo ao uso de antitérmicos e piora no periodo vespertino. A febre era
acompanhada de mialgias, cefaleia intensa, astenia e prostracdo e em alguns casos
houve a ocorréncia de edema de tornozelos e petéquias. Com a instituicdo do
tratamento com Benzonidazol, em torno de 24h houve a remissdo da maioria dos
sintomas, especialmente da febre, entretanto os efeitos colaterais da droga também
surgiram como epigastralgia, queda de cabelos e anorexia. Trés pessoas da mesma
familia de Barcarena ndo puderam continuar o tratamento por terem desenvolvido
reacao alérgica importante sem remissdo ao uso de anti-histaminicos e uma

paciente gravida na familia de Breves néo recebeu o tratamento.

O diagnéstico de DCA foi confirmado pelo Chagas/GT-Chagas/SESPA a partir
da ocorréncia de um caso com sintomas condizentes com a fase aguda da doenca,
denominado caso indice, na familia ou comunidade e, a partir deste, a procura de
outras pessoas com as mesmas caracteristicas clinico-epidemiologicas. Apds a
suspeita epidemioldgica, a constatacdo de parasitologia positiva e/ ou a presenca de
imunoglobulinas IgM e/ou a soro conversao da imunoglobulina 1IgG em titulos de 2 a
4 vezes o valor inicial era confirmada a etiologia chagasica na fase aguda (SESPA,
2009).

Para o estudo genético populacional, aléem dos casos agudos referidos acima,
foram incluidos também familiares, mesmo saudaveis, para compormos oS
heredogramas, totalizando 109 pessoas distribuidas entre as quatro familias, ou
seja, 44, 15, 29 e 21 nas familias A, B, C e D, respectivamente (figura 7).
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Os heredogramas séo constituidos por geracdes, cuja primeira € chamada
GO, ou seja, os patriarcas da familia, as gera¢des seguintes denominadas de G1, G2
e sucessivamente. Os individuos em forma de circulo sdo os representantes do
género feminino e, aqueles em forma de quadrado, do género masculino; os
marcados com um traco diagonal significam ébito e os que estdo em branco com um
X e ndo contém numeracgéao de protocolo sao os que nédo doaram material organico e

nao participaram do estudo.

Os resultados laboratoriais (PCR, sorologia e parasitologicos) obtidos nas
familias foram representados nos heredogramas com as seguintes coloracdes:
branco: nDNA e kDNA negativos, preta: nDNA e KDNA positivos e verde, somente o
kKDNA positivo. Os sinais + e — representam os resultados dos exames soroldgicos.
Os sinalados com x amarelo sdo os casos agudos com apresentacdo clinica,

parasitolégica (Figura 7).

Figura 7 - Heredogramas das familias do Para: Familia A, com 44 individuos, familia B, com 15
componentes, familia C, com 29 membros e familia D, com 21 pacientes. Fonte: LMPDC/UnB.
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O estudo em familias foi complementado com a andlise retrospectiva de
dados obtidos por pesquisadores do Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em
doenca de Chagas (LMPDC), da Universidade de Brasilia, em outras trés familias,
cujos parentais fundadores, ou seja, GO nasceram em areas rurais de municipios
dos Estados de Minas Gerais e Goias e moraram em casas infestadas com o inseto
vetor do T. cruzi. Essas familias foram designadas como Familia E, com 24
componentes, Familia F, com 14 individuos e Familia G, com 16 pessoas. Seus
descendentes, a partir de G1 ndo tiveram contato com triatomineos, ja que
passaram a residir em cidades isentas da transmissdo vetorial da infeccao

chagasica (Figura 8).

O critério de sele¢édo dessas familias foi o conhecimento de infec¢do crbnica
por T. cruzi nos membros GO comprovada por sorologia e PCR. Os membros dessas
familias estéo indicados nos heredogramas da figura 8, cuja metodologia serviu de
modelo para o estudo no Para. Os dados clinicos para analise foram anotados a
partir de exames realizados durante os anos de 2003 a 2005 na clinica Biocardios®
e 0s exames laboratoriais foram processados no LMPDC e obtidos a partir da

publicacdo da Tese de Doutorado de Mariana Hecht (2008).
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Figura 8 - Heredogramas das trés familias de Minas Gerais e Goias: Familia E, com 24
individuos, Familia F, com 14 participantes e Familia G, com 16 voluntarios.Fonte: Hecht e
cols, 2010.
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Para compor o grupo controle, foram selecionados aleatoriamente 150
individuos saudaveis, com testes sorologicos negativos para T. cruzi, sem histéria de
contato com triatomineos, durante consultas médicas realizadas por mim na clinica

Biocardios ®, em Brasilia.

Portanto, a amostragem do estudo foi estimada inicialmente em 313
individuos distribuidos de acordo com critérios definidos: a) 109 individuos de quatro
familias dos municipios de Barcarena e Breves, no Estado do Para, selecionadas a
partir de casos clinicos agudos; b) 54 pessoas de familias de Minas Gerais e Goias,
escolhidas a partir da identificacdo da cardiopatia chagésica crénica nos parentais;
c) 150 voluntarios do Distrito Federal, escolhidos a partir do critério de ter exame
sorologico negativo para infeccdo pelo T. cruzi e residir em regido sem exposi¢éo a
contato com triatomineos. Entretanto ap6s a aplicacdo dos critérios de exclusdo
(vide item 3.4.2), a amostragem final resultou em 265 individuos distribuidos em 95
provenientes do Para, 36 voluntarios de Minas Gerais e Goids e 134 pessoas

saudaveis do Distrito Federal.
3.3 Locais do estudo

A primeira fase do estudo clinico foi conduzida com as quatro familias do
Para, durante o periodo de maio de 2009 a maio de 2010. A coleta de material
biolégico foi realizada em campo, nas residéncias das pessoas (Figuras 9 e 10). Os
individuos foram transportados a Fundacdo Hospital de Clinicas Gaspar Vianna
(FHCGV), em Belém, via terrestre ou barco quando procediam de Barcarena ou via
navio, quando o trajeto era de Breves a capital do Estado, para a realizacdo dos
exames clinicos e entrevista. Na FHCGV, os individuos foram submetidos aos
exames cardiolégicos, com minha participagéo direta na logistica dos mesmos, mas
com a realizagao dos exames por outros cardiologistas que n&o conheciam o estado

de saude dos pacientes.

O material biolégico coletado foi transportado por avido, devidamente
acondicionado, para o LMPDC, na UnB, com a finalidade de realizar os exames

laboratoriais por outros pesquisadores.

A segunda fase do estudo abrangeu a selecdo das pessoas saudaveis para
comporem o Grupo Controle, em Brasilia-DF, na clinica Biocardios®. Estes

individuos foram submetidos as consultas médicas por mim, com a utilizagdo de
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questionarios (Apéndice C), exames cardiolégicos e coleta de sangue. Nesses
voluntarios ndo foram procedidos coleta de esperma, radiografia de térax, enema

baritado e exames parasitologicos.

A terceira fase da pesquisa foi retrospectiva, a partir da analise dos
prontudrios e resultados de exames das familias com historico de contato com
triatomineos em regides endémicas dos Estados de Minas Gerais e Goias, cujos
dados laboratoriais haviam sido processados por Hecht, MM (2008), Tese,

Universidade de Brasilia.

Figura 9 - Coleta de sangue na residéncia das familias de Barcarena/PA. Fonte: acervo do
autor.
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Figura 10 - Coleta de sangue nas residéncias das familias de Breves/PA. Fonte: acervo do
autor.

3.4 Definicdo dos grupos de estudo: Critérios de Incluséo e Critérios de

Exclusao
3.4.1- Critérios de Incluséo

Para a populacdo do Para, foram definidos como grupo de estudo pessoas
com o diagnostico de doenca de Chagas confirmado, a principio, por exames
parasitologicos e/ou sorolégicos a partir dos casos notificados como agudos pela
SESPA, durante os anos de 2006, 2007 e 2009 (SESPA, 2009). A partir desses
casos foram delineados nuacleos familiares apresentados em heredogramas
descritos anteriormente, independente de diagndstico prévio sobre a infeccéo

chagésica.

Aos individuos provenientes dos estados de Minas Gerais e Goias, 0 critério
de incluséo foi o conhecimento de pelo menos um dos parentais nas trés familias ter
o diagnadstico soroldgico da infeccdo cronica pelo T. cruzi e contato com triatomineos
em suas residéncias. Os demais membros dessas familias foram agregados pelos

mesmos critérios descritos nas familias do Para (Hecht, 2008).

Como critérios de inclusdo ao grupo controle, foram selecionadas,

aleatoriamente, pessoas com sorologia negativa para doenca de Chagas e sem
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doenca(s) cardiovascular (es) concomitante(s), tais como insuficiéncia cardiaca,
doenca coronariana, patologias orovalvares, doencas congénitas ou sindromes
geneéticas, assim como situacdes e doencas que pudessem contribuir a degeneracgao
cardiovascular, ou seja, tabagismo, hipertensdo arterial, diabetes, dislipidemia,

doencas pulmonares, reumatoldgicas e autoimunes.

Apbs a definicdo do diagndstico molecular, elaborado pela equipe do LMPDC,
todos os individuos (familias e controles) foram agrupados de acordo com o estado
da infeccéo pelo T. cruzi, ou seja, por meio dos resultados de PCR (KDNA e nDNA) e

sorologia (IF e Elisa).
Os grupos foram classificados como:
G1: nDNA positivo (+), KDNA positivo (+) e sorologia positiva (+)
G2: nDNA positivo (+), KDNA positivo (+) e sorologia negativa (-)
G3: nDNA negativo (-), kDNA positivo (+) e sorologia negativa (-)
G4: nDNA negativo (-), kDNA negativo (-) e sorologia negativa (-)

Os grupos G1 e G2, os quais contém o nDNA, representam o0 grupo com a
infeccdo ativa pelo T. cruzi. O grupo G3, ou seja, kDNA positivo, tem somente a
integracdo de minicirculo de KDNA no genoma, o qual € transferido as progénies
pela reproducdo sexuada, na auséncia de infec¢cdo ativa (nDNA negativo) (Hecth,
2008; Araujo, 2012)

3.4.2 - Critérios de Exclusao

Foram excluidos da amostragem inicial os casos que néo fizeram pelo menos
um exame clinico. Também foram excluidos aqueles nDNA negativos (-) mas com
sorologia positiva para T. cruzi, devido os mesmos terem sorologia e PCR positivos
para Leishmania sp, configurando reacéo imunologica cruzada. Ou seja, prevaleceu
nesse estudo o critério do teste nDNA como padrdo ouro. Também foram excluidos
do grupo controle os individuos que néo fizeram pelo menos um exame clinico e os
portadores de nDNA e sorologia positiva para T. cruzi. Todos os voluntarios do

estudo assinaram o TCLE de participagao na pesquisa.
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3.5 Coleta e manipulacédo de sangue e de esperma humano

O material organico foi coletado de todos os componentes das Familias e dos
Controles que aceitaram participar do estudo e processados por outros
pesquisadores no LMPDC/UnB. Dos 20 ml de sangue, quatro mililitros foram
separados para os testes sorolégicos de deteccdo de anticorpos especificos e, do
restante, foi extraido o DNA das células nucleadas para as analises moleculares e
biotecnoldgicas (Lauria Pires e cols. 2000; Hecht e cols, 2010). Foi solicitada a cada
chagasico adulto das familias do Pard uma amostra de seu sémen, cujos
espermatozoides livres foram colhidos e submetidos a extragdo de DNA (Sambrook
& Russel, 2001).

3.6 Exames laboratoriais

Os exames parasitoldégicos foram realizados em duas fases: a primeira
durante os sintomas da fase aguda dos casos suspeitos de DCA nos anos de 2006,
2007 e 2009 pela equipe dos pesquisadores Aldo e Vera Valente, da Secéo de
Parasitologia do IEC/PA, cujos resultados foram cedidos para as analises desta
Tese e a segunda fase por pesquisadores do LMPDC/UnB em duas coletas durante
0s anos 2009 e 2012.

A equipe do IEC utilizou a pesquisa direta do parasito por meio do teste da
gota espessa, cujo esfregaco de sangue foi feito sob lamina corada pelo Giemsa
seguido de exame ao microscépio Optico com objetiva 40x e o teste QBC
(Quantitative Buff Coat), com o manuseio de quatro capilares por paciente seguidos
os procedimentos apresentados pelo fabricante (Siste) na faixa de leitura
recomendada. Nos testes do sangue a fresco um minimo de 500 campos
microscoépicos foi varrido por trés examinadores. Os exames hemocultura e o
xenodiagnostico artificial foram realizados a partir do isolamento de T. cruzi obtido
apos coleta de sangue por punc¢éo venosa, seguindo os procedimentos adotados por
Miles (1993). O sangue foi diluido em solug&o salina fisioldgica estéril e examinado
ao microscopio para deteccdo do Tripanosoma. O volume de 1ml foi semeado nos
meios citados em cada capela de fluxo laminar e a cultura foi examinada ap0s trés
semanas. Os meios utilizados no IEC foram: 1) Bifasico de Hoff's(4 tubos por
paciente) com semeio de 500ul de sangue por tubo. Apos duas semanas, aliquotas

do material semeado, tendo parasitos em crescimento, foram transferidos para o
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meio liquido RPMI 1640 e/ou meio LIT (Liver infusion Tryptose) para crescimento
exponencial. O exame do material semeado foi realizado trés semanas depois e 0s
tubos negativos examinados aos noventa dias e descartados. Para o preparo do
xenodiagnéstico artificial foram utilizados 10 a 15 ml de sangue com heparina sédica
distribuidos em cilindros de vidro revestidos com membrana de borracha permeavel
ao probdscide e permitida a alimentacdo de linfas de triatomineos. O cilindro foi
aguecido em banho-maria a temperatura entre 37 a 39 °C para estimular a
alimentacdo dos insetos. Em cada paciente foram usadas vinte ninfas do quinto
estagio das espécies Rhodnius prolixus, Triatoma infestans e Panstrongylus
megistus com jejum de sessenta dias. As espécies foram mantidas no insetario do
IEC e o conteudo intestinal dos triatomineos foi examinado aos 30 e 60 dias apés a

alimentacéo (Araujo, 2012).

No LMPDC/UnB, dos exames parasitologicos, foram realizadas somente
hemoculturas em todos os 109 individuos do Pard. Nos casos notificados como
agudos em 2006 e 2007 as semeaduras foram realizadas na fase crénica em duas
ocasifes, ou seja, em 2009 e 2012, e na quarta familia (familia D) a coleta ocorreu
na fase aguda, em 2009, e na fase cronica, em 2012. Nos participantes do Distrito
Federal e de Minas Gerais e Goias, ndo foram realizados hemocultura e outros

exames parasitolégicos.

A primeira coleta de sangue para as hemoculturas nas familias do Para foi
realizada nas casas dos participantes (figuras 9 e 10), cujo material foi colhido de
uma veia do antebraco de cada um dos 109 individuos. Tubos de 15 x 12 cm
contendo agar sangue receberam 4ml de sangue e permaneceram a temperatura
ambiente (28 a 32° C). Uma semana apds a semeadura, adicionou-se 3 mL de LIT
em cada tubo e antibiéticos, no LMPDC/UnB. As culturas foram examinadas 30, 60,

90 e 120 dias depois da semeadura por profissionais experientes (Araujo, 2012).

Em 2012, foi realizada nova coleta de hemocultura nas familias do Para em
76 dos 109 individuos, com a obtencdo de 10ml de sangue venoso da veia cubital,
com técnica adaptada de Siriano e cols, 2011. Os tubos foram examinados nos
periodos pos-semeadura indicados para a primeira coleta, em 2009. Nos
experimentos controle do laboratério, tubos com agar sangue foram inoculados com
10* tripomastigotas de sangue de camundongos previamente infectados com T. cruzi

ou com igual nimero de epimastigotas crescidos em LIT (Araujo, 2012).
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Foram solicitados, em campo, aos participantes do Para amostras de sémen
colhidas em frascos esterilizados para a realizacao de cultura e PCR. Uma parte do
material foi semeado em meio de cultura com agar sangue e LIT, acrescido com
antibioticos e antifungicos. O restante seguiu protocolo desenvolvido por Carter e
cols (2000), cujo conteudo foi centrifugado a 13000xg e ao sedimento foi adicionado
3ml de Tampéo de Extracdo (10 mM Tris, 10 mM NaCL, 20 mM EDTA, 1% SDS,
0.04% proteinase K, 1% DTT), incubado a 55°C durante 2h ou overnight a 37°C. O
protocolo para a extracdo do DNA das amostras foi realizado de acordo com
Sambrook e Russel (2001) com descricdo detalhada nas Teses de Mestrado de
Araujo (2008) e Pimentel (2012).

Cada tubo de cultura foi examinado bimestralmente ao longo de seis meses
por profissional experiente. A extracdo de DNA e pesquisa de PCR dos
espermatozodides das familias do Para estédo detalhados na Tese de Pimentel, 2012,
cujos resultados foram importantes para observar a possibilidade da deteccdo do
parasito no material biolégico e constatar a mutacdo de minicirculos de KDNA nas
células germinativas, cuja demonstracdo € importante para a discussdo do

fendmeno de Transferéncia Génica Vertical.

Os testes soroldgicos empregados foram ELISA e IFI para a deteccdo de
anticorpos das classes de Imunoglobulinas IgM e IgG contra T. cruzi. As familias
foram submetidas também a sorologia para o diagnéstico da infeccdo por L.
braziliensis e L. donovani, com o objetivo de descartar infeccdes mistas pelos
protozoarios dos géneros Trypanosoma e Leishmania (Tinoco e cols, 1996). Cada
teste positivo foi convalidado em ensaios paralelos em um painel de soros de
pacientes com comprovacao parasitoloégica da infec¢do, arquivados no banco de
soros do LMPDC (Lauria Pires e cols, 2000).

Os resultados de testes de PCR, clonagem e sequenciamento das familias de
Minas Gerais e Goias foram extraidos da Tese de Doutorado de Hecht, 2008 e das
familias do Para da Tese de Doutorado de Araujo, 2012. Os resultados de PCR dos
participantes do Distrito Federal foram realizados por outros pesquisadores do
LMPDC/UnB. As sequéncias aneladoras (primers) especificas foram empregadas
para definir os casos infectados (Moser e cols, 1989; Sturm e cols., 1989). Pelo uso
combinado de primers de KDNA e de nDNA foram amplificadas em reacdes de
tpTAIL-PCR das mutacdes de KDNA (Hecht e cols, 2010). Os clones para
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sequenciamentos foram selecionados pela hibridizagdo com sonda radio marcada
de minicirculo de KDNA. A demonstracdo de sequéncias quimeras identificou os

minicirculos do KDNA do parasito integrado no genoma humano.
3.7 Variaveis clinicas estudadas.
3.7.1- Anamnese e exame fisico.

A entrevista com os dados clinico-epidemiol6égicos, assim como o0 exame
fisico foram realizados por mim mediante consultas na FHCGV, na clinica Biocardios

e domicilios dos participantes.
3.7.2- Exames complementares cardiolégicos.
3.7.2.1-Eletrocardiograma de repouso (ECG).

Os registros eletrocardiograficos foram obtidos por eletrocardidégrafo digital da
marca TEB-APEX, modelo Wincardio com tracado de doze derivacdes simultaneas:
Periféricas D1, D2, D3, AVR, AVL, AVF e precordiais V1, V2, V3, V4, V5 e V6, cujos
parametros de normalidade foram baseados nos critérios da Sociedade Brasileira de

Cardiologia (Pastore e cols, 2009).

As primeiras anormalidades observadas na cardiopatia chagéasica
frequentemente séo detectadas no eletrocardiograma, inclusive na fase aguda da
doenca, como o surgimento de taquiarritmias e distirbios da repolarizacéo
ventricular (Pinto e cols 2008; 2013). Entretanto, é na cardiopatia chagasica crénica
(CCC) que as alteracbes sédo classicas, caracterizadas por retardos transitorios ou
fixos da conducao atrioventricular, da conducdo no ramo direito, alteracbes da
repolarizacdo ventricular e ectopias ventriculares, com marcante presenca de
bloqueio completo do ramo Direito associado ao hemibloqueio anterior esquerdo
(Andrade e cols, 2011).

3.7.2.2- Eletrocardiograma dinamico de 24 horas (holter).

Com o objetivo de detectar arritmias potencialmente ameagadoras a vida e
obter o perfil arritmogénico da amostragem, optou-se pelo sistema holter, ou registro
eletrocardiografico continuo, com trés canais ligados ininterruptamente durante 24
horas com taxa de 200 amostragens por segundo e resolucao de 8 bits da marca
CardioSistema® (Lorga-Filho e cols, 2013).
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Os eletrodos da unidade gravadora da marca CardioSistemas Coml. Indl. Ltda
(Sistemas Avancados de Avaliacdo Cardiologica) Cardios Flash, Verséo
4.1.381.25/2004 foram instalados para a gravacao do ritmo cardiaco. A interpretacao
dos tracados e confeccdo dos laudos foi realizada por dois médicos cardiologistas

que desconheciam os resultados dos exames soroldgicos do paciente.

O sistema Holter de gravacao eletrocardiogréfica tem importante indicacao na
avaliacdo do paciente chagasico, haja vista a elevada incidéncia de bradiarritmias e
taquiarritmias nesta populacdo, sendo consideradas preditoras de mortalidade
(Rassi Jr e cols, 2007). Foram avaliados a presenga e o numero de extrassistoles ou
ectopias ventriculares (EV) e supraventriculares (ESV) nas 24h de gravacéo, sendo
considerado laudo normal até dez ocorréncias de EV por hora, ou 240 nas 24h. A
presenca de taquicardia ventricular sustentada (TVS), ou seja, trés ou mais ectopias
ventriculares sucessivas com duracdo igual ou superior a 30 segundos e a néo
sustentada (TVNS), com duragdo menor que trinta segundos, foram considerados

para a analise (Fagundes & Boghossian, 2001).
3.7.2.3- Eletrocardiograma de esforco em esteira (Teste ergométrico).

A necessidade da utilizacdo do teste de esforco ou teste ergométrico nos
pacientes do estudo baseia-se na ocorréncia de arritmias desencadeadas pelo
exercicio, além da possibilidade de obter o perfil da aptiddo cardiovascular e afastar

indicios de doenca coronariana nos pacientes chagasicos (Andrade e cols, 2002).

Os testes ergométricos realizados na FHCGV foram todos aplicados por mim
durante o periodo de 2009 a 2010. Foi utilizado nos pacientes o software de
ergometria modelo Ergo PC 13 (Micromed), e esteira ergométrica modelo 10200 de

fabricacao Imbramed, eletrodos da marca Medtrace -Kendall.

No decorrer de 2011, os individuos controles foram submetidos ao teste
ergométrico na clinica Biocardios®, em Brasilia, cujos alguns exames foram
aplicados por mim, assim como por outros cardiologistas da clinica que

desconheciam o estado de saude da amostragem e contribuiram com a pesquisa.

Os protocolos de ergometria foram selecionados de acordo com as
caracteristicas dos participantes. Em relacdo as familias do Para, o protocolo
Ellestad foi aplicado nos individuos ativos fisicamente e sem queixas limitantes ao

exercicio. Por outro lado, o protocolo Bruce modificado foi o escolhido para os
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idosos e criangas. Quanto ao grupo controle, por motivos operacionais de rotina da
clinica, o protocolo de Rampa, foi o utilizado em todos os participantes (Andrade e
cols, 2002).

3.7.2.4- Ecodopplercardiograma.

A funcdo ventricular e possiveis alteracdes cardiacas estruturais dos
pacientes foram avaliadas por meio do exame ecodopplercardiograma Em Visor
(modelo S 4-2 Philips Electronics North American Corporation, com transdutor serial)
de acordo com as recomendacfes da Sociedade Americana de Ecocardiografia.

No modulo M ou unidimensional foram avaliados aspectos da dinamica
cardiaca, entre os quais os diametros e volumes das camaras esquerdas, 0
desempenho contratil ventricular, o percentual de encurtamento sistdlico do
ventriculo esquerdo, a fracdo de ejecdo e a velocidade de encurtamento
circunferencial da fibra cardiaca. A fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE)
foi avaliada pelo método biplano de discos de Simpson, com valor normal igual ou

maior que 50% (Douglas e cols, 2009).

Pelo modo bidimensional foram complementadas informacfes obtidas pela
analise em movimento, tendo sido visualizadas as estruturas cardiacas em imagens
semelhantes aos cortes anatdmicos. Os registros foram gravados em CDs
(compacted disc) e/ou impressos em papel filme termossensivel da marca Sony. Os
exames foram considerados positivos ao demonstrarem: i) hipocinesia ou acinesia
de dois ou mais segmentos contiguos, ii) mobilidade anormal da parede, e iii)

hipocinesia global e disfunc¢éo sistélica (Bestetti e cols, 1994; Kontos e cols, 1998).

Disfuncao ventricular foi considerada na presenca de disfuncéo sistolica e/ou
diastélica do ventriculo esquerdo. Disfuncdo ventricular sistélica foi definida na
presenca de disfuncéo ventricular global e/ou regional. Disfuncdo ventricular sistélica
global foi definida na presenca de FEVE menor do que 50%. Disfungéo ventricular

diastolica foi definida na presenca de E'/A’<1(Douglas e cols, 2009).

As avaliacOes indicativas de parametros patofisiolégicos de func¢des cardiacas
foram interpretadas por especialistas experientes em ecocardiografia que nao
tinham conhecimento do estado clinico e laboratorial do paciente ou de sua historia

epidemioldgica.
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3.7.2.5- Radiografia de térax.

Foram realizadas radiografias de térax a uma distancia de 1,5 metros (m) a 2
m com a incidéncia postero-anterior (PA) e perfil (P). O aparelho radiégrafo utilizado
foi da marca Siemens modelo HELIOPHOS com o objetivo de avaliar o tamanho da
area cardiaca pela analise do indice cardiotoracico e os sinais de comprometimento
do ventriculo direito, assim como insuficiéncia tricispide, frequentes na fase
avancada da cardiopatia chagasica crbnica (Andrade e cols, 2002). Devido a
ocorréncia de dificuldades operacionais e recusa da maioria dos participantes a
realizacdo do exame, a analise dos resultados ficou reduzida a 34 (31,2%)
individuos dos 109 participantes do Para.

A radiografia de térax nao foi aplicada nos individuos controle pela dificuldade
em aceitar a realizacdo do exame sem a necessidade patolégica e ao serem
esclarecidos do risco de exposicéo a radiacao ionizante, mesmo de pequena monta.
Do mesmo modo, os individuos dos estados de Minas Gerais e Goias ndo tiveram o

exame realizado no momento da coleta de dados, ou seja, entre 2003 e 2005.
3.8 Andlise Estatistica

A investigacdo utilizou para as variaveis nominais as razdes das chances
(Odds Ratio). Para as variaveis numéricas continuas calcularam-se médias e desvio
padrdo e as médias foram comparadas por Analise de Variancia (ANOVA) e teste de
Tukey, quando as amostras eram homocedasticas (variancias iguais) ou Teste nao
paramétrico de Kruskal Wallis, quando as amostras eram heterocedasticas, todos ao

nivel de significancia de 0,5.

As analises de estatisticas genéticas foram realizadas de acordo com a
definicAho do mapeamento pelos marcadores genéticos, em cada paciente. A
estratégia para deteccdo e localizacdo de eventos de integracdo do KDNA
influenciando o curso da doenca de Chagas foi analisada com a incorporagcéo de
estatistica genética quantitativa. A abordagem permitiu a quantificacdo da variagao
genética em pacientes kKDNA-positivos e, portanto, mutados e associados com
fatores de risco. Em adi¢cdo as analises de ligagdo, foram realizados testes para
associacdo entre cada marcador genético e a manifestacdo de doenca,
particularmente naqueles casos com acumulo de muta¢des no genoma, identificados

na Tese de Doutorado de Araujo (2012), Universidade de Brasilia.
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4 RESULTADOS

A amostragem inicial do estudo era composta por 313 individuos distribuidos
entre 109 participantes do Para (Figura 7), 54 das familias de Minas Gerais e Goias
(Figura 8) e 150 individuos controles do Distrito Federal. Entretanto, com o0s
resultados de exames laboratoriais e as andlises dos exames clinicos, seguindo os
critérios de exclusdo, a amostragem final ficou reduzida a 265 individuos: a) 95
(35,8%) pessoas do Estado do Para (PA), b) 36 (13,6%) participantes de Minas
Gerais e Goias (MG/GO) e 134 (50,6%) voluntarios de Brasilia, Distrito Federal (DF)
(Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo da amostragem de acordo com a procedéncia dos
participantes.

PA 95 35,8
MG/GO 36 13,6
DF 134 50,6

Total 265 100,0

Do total de 265 participantes, 135 (50,9%) pertenceram ao género feminino e
130 (49,1%) ao masculino. Das quatro familias estudadas no Para, 53 (20,0 %)
individuos foram do sexo masculino e 42 (15,8%) do sexo feminino. Quanto aos
nacleos familiares de Minas Gerais e Goias, 19 (7,2%) pessoas foram do género
masculino e 17 (6,4%) pessoas do género feminino. Em relacdo ao Grupo Controle
(DF), o numero de individuos do género masculino foi 58 (21,9 %) e 76 (28,7 %)
pessoas pertenceram ao género feminino (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribui¢céo da populacéo estudada pelo género e procedéncia.

PA 42 15,8 53 20,0 95 35,8
MG/GO 17 6,4 19 7,2 36 13,6
DF 76 28,7 58 21,9 134 50,6

Total 135 50,9 130 49,1 265 100,0

A populacdo do estudo foi agrupada em faixas etarias de acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE/2010). A faixa etéria jovem

abrangeu a idade de zero a dezenove anos, os adultos tinham de vinte a cinquenta e
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nove anos de idade, e os idosos tinham sessenta anos de idade ou mais. Como o
intervalo da populacdo jovem € amplo, para conduzir as analises clinicas foi
necessario subdividir a faixa etaria dos jovens em criancas de zero a 12 anos e em

adolescentes de 13 a 19 anos de idade.

Conforme observado na Tabela 3, a maior parte da populacédo do estudo esta
composta de 166 adultos (62,6%) e os idosos, minoria, representados por 20 (7,5%)
pessoas. Essa distribuicdo também foi observada em cada uma das amostragens,
ou seja, PA e MG/GO tiveram, respectivamente, 47 (17,7 %), e 21 (7,9%) adultos.
Entre os 134 voluntarios do DF, 98 (37,0%) pertenceram a faixa de 20 a 59 anos de
idade. A amostragem do Paré concentrou a maioria das criancas com 28 (10,6%)
individuos. As idades de MG/GO e do DF foram equivalentes em relacéo as criancas
e adolescentes, ou seja, ambos com menos jovens até 19 anos. Os idosos foram

minoria nas trés amostragens selecionadas com critérios especificos.

Tabela 3 — Distribuicdo da amostragem de acordo com a localidade e a faixa etaria.

Para 28 10,6 12 4.5 47 17,7 8 3,0 95 35,8
MG/GO 7 2,6 5 1,9 21 7.9 3 1,1 36 13,6
Distrito Federal 14 5,3 13 49 98 37,0 9 3,4 134 50,6

Total 49 185 30 11,3 166 626 20 75 265 100,0

Os resultados dos exames sorolégicos e de DNA foram obtidos na populacéo
dos 265 individuos. Na Tabela 4, observa-se que a maioria das sorologias (234
exames, 88,3%) foi negativa, enquanto que as positivas abrangeram somente 31
(11,7%) individuos. Em relacdo as 95 pessoas das familias do Para, 66 (24,9%)
tiveram exames sorologicos (IFlI e ELISA) negativos, e apenas 29 (10,9%) foram
positivos. Do mesmo modo, nas familias de MG/GO, os individuos apresentaram 34
(12,8 %) exames negativos e apenas 2 (0,8%) exames positivos. A amostragem
(134 pessoas) do DF teve como critério de sele¢do o resultado negativo no teste

sorolégico para infecgdo pelo T. cruzi, portanto sem resultados positivos.
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Tabela 4 - Resultados dos testes soroldgicos na populagdo do estudo pela
procedéncia.

PA 66 24,9 29 10,9 95 35,8
MG/GO 34 12,8 2 0,8 36 13,6
DF 134 50,6 0 0,0 134 50,6

Total 234 88,3 31 11,7 265 100,0

Os resultados do teste PCR com iniciadores especificos para o kDNA do T.
cruzi revelou a presenca de integracdo de minicirculos de KDNA na maioria dos
individuos. Ou seja, foram 237 (89,4%) positivos dentre os 265 testados. Esse dado
foi distribuido para os grupos PA, MG/GO e DF. Noventa (34,0%) individuos nas
familias PA foram kDNA positivos (kDNA+), e nas familias MG/GO, verificou-se que
9,4% apresentavam integracdo de KDNA no genoma em relacdo ao total de 265
individuos e de interesse, 122 residentes no DF (46,0%) foram kDNA+ (Tabela 5).

Tabela 5 - Integracédo de KDNA do Trypanosoma cruzi na amostragem do estudo, com
origem em trés localidades.

PA 5 1,9 90 34,0 95 35,8
M/G 11 4,2 25 9,4 36 13,6
DF 12 4,5 122 46,0 134 50,6

Total 28 10,6 237 89,4 265 100,0

A tabela 6 mostra os resultados de PCR com iniciadores do DNA nuclear
(nDNA) do T. cruzi. Observa-se que 86 (32,5%) dos 265 individuos da amostra
tiveram os testes nDNA positivos (hNDNA+). Nas quatro familias do PA, 81 casos
representaram 30,6% dos 265 participantes e 94,2% dentre os testes NDNA+.
Dentre as familias de Minas Gerais e Goias, apenas 5 pessoas apresentaram 0
material nuclear do T. cruzi, representando 1,9% da amostra total e 5,8 % dentre os
positivos para nDNA. Conforme o critério de sele¢do do grupo controle do DF, todos
os individuos tiveram o teste PCR com iniciadores de nDNA negativos (nDNA-). Ou
seja, no grupo do DF permaneceram os individuos nDNA(-) com testes sorologicos

negativos.
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Tabela 6 - Resultado dos testes de PCR para nDNA de Trypanosoma cruzi nos
individuos da amostra, conforme a Localidade.

PA 14 53 81 30,6 95 35,8
MG/GO 31 11,7 5 1,9 36 13,6
DF 134 50,6 0 0,0 134 50,6

Total 179 67,5 86 32,5 265 100,0

Os resultados dos testes sorologicos e de PCR foram analisados de acordo
com a procedéncia dos individuos da amostra. Como visualizado na tabela 7, o
grupo controle, residente no DF, conforme o critério de selecdo, teve todos os 134
individuos com testes sorolégicos e de nDNA negativos, representando
respectivamente 57,3% e 74,9% do total de 265 participantes. A maioria dos
resultados sorolégicos positivos foi do Para, com 29 (93,5%) individuos do total da
amostragem. Observa-se que dos 237 exames positivos para KDNA, apenas 86
tinham o nDNA do parasito, e esses casos pertenceram principalmente a populacéo
do PA, com 81 (94,2%) testes nDNA+. Entretanto, desses 81 exames nDNA+,
apenas 29 (93,5%) tinham nos soros 0s anticorpos especificos, indicativos da
infeccdo pelo T. cruzi e apenas 5, dentre os 95 individuos da amostra PA, néo

tiveram os testes positivos para kDNA e nDNA.

Em relacdo aos individuos da amostragem MG/GO, diferentemente da
populacdo do Para, o numero de pessoas com DNA nuclear foi a minoria com 5
individuos (5,8%), mantendo o baixo niumero de sorologia positiva, ou seja, 2 (6,5%)
exames, embora a presenca de KDNA tenha sido expressiva, com 25 individuos
dentre os 36 daquela populacdo e representando 10,5% do total. A maioria dos
voluntarios do DF apresentou a mutacdo de kDNA no genoma, com 122 exames
positivos dos 134 participantes, correspondendo a 51,5% dos 265 individuos (Tabela
7).
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Tabela 7 — Resumo dos resultados sorolégicos, KDNA e nDNA, de acordo com a
localidade.

PA 66 282 29 935 S5 179 90 380 14 78 81 94,2
MG/GO 34 145 2 65 11 393 25 105 31 173 5 5,8
DF 134 57,3 O 00 12 429 122 515 134 749 O 0,0

Total 234 100 31 100 28 100 237 100 179 100 86 100

Em relacdo aos exames parasitologicos realizados no LMPDC, os resultados
de hemocultura e de cultura do esperma, examinados em microscopico Optico
mensalmente pelo periodo de seis meses, foram todos negativos na populacdo do
Para. Nas popula¢cdes de Minas Gerais, Goias e do Distrito Federal os exames nao
foram realizados. Os resultados parasitologicos (QBC, hemocultura e
xenodiagnéstico), processados nos individuos com quadro de doenca de Chagas

aguda pela equipe do IEC, estéo sinalizados na figura 7.

Com o objetivo de correlacionar as mutagbes de kDNA com o0s exames
clinicos, bem como observar as manifestacbes da doenca nos portadores da
infeccdo pelo T. cruzi, a amostragem foi dividida em grupos, independentes das
origens, de acordo com a positividade dos exames de nDNA, kDNA (ambos, ou

apenas kDNA) e dos testes soroldgicos.

Esses foram considerados como Grupos de Risco com possibilidade de
associar alterages nos exames que avaliam a fungéo cardiaca. O grupo G1 possuli
todos 0s exames positivos, ou seja, possitividade para nDNA (infeccéo ativa pelo T.
cruzi), para KDNA (mutacdo no genoma) e presenca de anticorpos especificos para
o T. cruzi; o grupo G2 difere do G1 apenas pelo resultado negativo de sorologia; o
grupo G3 composto de individuos que tém apenas a mutacdo de kDNA; e 0 grupo

G4 com todos 0s exames negativos.

Na tabela 8, a populacdo da amostragem foi distribuida nos grupos G1 a G4,
de acordo com a localidade de origem. Como estabelecido pelo critério de selecao
da amostra, o DF nao teve representantes dos grupos G1 e G2. Porém, dos 134
participantes, 122 foram incluidos no grupo G3, representando 46,0% do total e
apenas 12 (4,5%) individuos do DF foram incluidos no grupo G4. Em contraste, 0os
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individuos das familias PA foram incluidos nos grupos Gle G2, respectivamente,
com 29 e 52 casos, representando a maioria da amostragem. Finalmente, dos
participantes de MG/GO, a maior parte foi representada pelo grupo G3, com 20

(7,5%) individuos, seguidos de 11(4,2%) pessoas do grupo G4 .

Tabela 8 - Distribuicdo dos individuos da amostragem nos Grupos de Risco de
acordo com a localidade de origem.

Gl 29 10,9 2 0,8 0 0,0 31 11,7
G2 52 19,6 3 11 0 0,0 55 20,8
G3 9 3,4 20 7,5 122 46,0 151 57,0
G4 5 1,9 11 4,2 12 4,5 28 10,6

Total 95 35,8 36 13,6 134 50,6 265 100,0
GR: Grupos de Risco;

Tendo subdividido a populacdo da amostragem em grupos de acordo com
género, idade, localidade de origem e positividade ou ndo aos testes de PCR e
sorologias, foi feita a tentativa de estabelecer correlacdo desses achados com os
resultados dos exames clinicos. Para isto, foi realizada comparac¢éo dos laudos dos
exames clinicos com os resultados de sorologia e PCR, com distribuicdo das
avaliacbes dos exames clinicos pelos grupos formados de acordo com 0s exames

sorologicos e de DNA.

Foram realizados 238 eletrocardiogramas, cujos laudos normais
corresponderam a 181 (76,1%) exames e 57 (23,9%) alterados. O grupo G3
apresentou a maioria dos exames normais, com 116 (48,7%) exames. Os grupos
com resultado nDNA positivo, com e sem sorologia, ou seja, o0 G1 e G2, apesar de
terem apresentado mais exames normais, representaram a maioria dentre o0s
alterados com 29 exames (Tabela 9).

Tabela 9 - Frequéncia do Laudo do Eletrocardiograma por Grupo de Risco.

G1 21 8,8% 8 3,4% 29 12,2%
G2 26 10,9% 21 8,8% 47 19,7%
G3 116 48,7% 24 10,1% 140 58,8%
G4 18 7,6% 4 1,7% 22 9,2%
Total 181 76,1% &7/ 23,9% 238 100,0%

GR:Grupos de Risco; ECG:resultado do eletrocardiograma.
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Tabela 10 - Odds Ratio do Laudo do Eletrocardiograma por Grupo de Risco.

Glx G2 0,4717 0,1741 1,2781 0,2117
G1x G3 1,8413 0,7298 4,6452 0,2965
Gl1XG4 1,7143 0,4420 6,6482 0,6547
G2 XG3 3,9038 1,8930 8,0506 0,0003
G2 XG4 3,6346 1,0660 12,3925 0,0621
G3 XG4 0,9310 0,2892 2,9974 0,8544

Na Tabela 10, sédo visualizados calculos estatisticos de associacdo entre 0s
Grupos de Risco para avaliar a probabilidade que um determinado grupo tem em
apresentar o laudo eletrocardiografico alterado. Neste contexto, observa-se que o
grupo G2 apresenta 3,9 vezes mais chances do que o grupo G3 de apresentar

alteracéo no laudo do eletrocardiograma, com significancia estatistica (p=0,0003).

Como observado na distribuicdo dos resultados do eletrocardiograma de
acordo com a faixa etéria, na tabela 11, os laudos normais sdo a maioria em todas
as idades, mesmo nos idosos. Dentre os 43 exames realizados nas criancas (0 a 12
anos), somente 10 apresentaram alteracdes, sendo 6 (2,5%) no grupo G2 e 4 (1,7%)
no grupo G3 representantes desta faixa etaria. Em relacdo aos adolescentes (13 a
19 anos), todos os grupos apresentaram anormalidades no laudo, embora a maior
concentracdo esteja nos grupos G2, com 3 individuos (1,3%) e G3, com 5
adolescentes (2,1%). Os adultos concentraram a maior parte dos exames, tanto 0s
laudos normais, quanto os alterados, com prevaléncia aos primeiros. Os laudos
alterados nesta faixa etaria estiveram presentes em todos 0s grupos, especialmente
no G2, com 10 exames (4,2%) e no G3, com 11 individuos (4,6%). Quanto aos
idosos, a diferenca entre os eletrocardiogramas normais, ou seja, 10 (4,2%) e
alterados, com 7 (2,9%) exames, foi pequena.
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Tabela 11 — Frequéncia de alteragcfes do eletrocardiograma por grupo de risco e faixa
etaria.

G1 6 25 0 00 3 13 1 04 7 29 6 25 5 21 1 04
G2 9 38 6 25 3 13 3 13 13 55 10 42 1 04 2 08
G3 16 67 4 1,7 13 55 5 21 83 349 11 46 4 17 4 17
G4 2 08 0 00 1 04 1 04 15 63 3 13 0 00 0 00

Total 33 139 10 42 20 84 10 4,2 118 496 30 126 10 42 7 29

A Tabela 12 descreve os laudos dos 57 eletrocardiogramas alterados nos 238
individuos e os correlaciona com os grupos G1 a G4. Os sinais de repolarizacéo
precoce sdo 0s mais prevalentes, com 20 exames, seguidos do bloqueio do ramo
direito, com 16 exames e alteracao difusa da repolarizagéo ventricular. Em relacao
as alteracdes do ritmo cardiaco, houve apenas 7 pessoas com bradicardia sinusal e

1 com fibrilacado atrial.

Tabela 12- Tipos de alteracdes do eletrocardiograma distribuidos nos Grupos G1 a
G4.

BS 0 1 5 1 7
TS 0 0 2 0 2
BRD 3 5 8 0 16
oD 0 1 0 0 1
RP 3 11 4 2 20
ARVE 1 1 5 1 8
BDASE + EV 0 1 0 0 1
FA + ARVE 1 0 0 0 1
BRD + BDASE 0 1 0 0 1

Total 8 21 24 4 57

BS: bradicardia sinusal, TS: taquicardia sinusal, BRD: bloqueio do ramo direito, OD: onda delta, RP:
repolarizacdo precoce, ARVE: alteragdo da repolarizagdo do ventriculo esquerdo, BDASE: bloqueio
divisional antero-superior esquerdo, EV: extrassistoles ventriculares, FA: fibrilagéo atrial.

As alteracbes no eletrocardiograma descritas acima foram distribuidas pelas
faixas etarias. Observa-se que 0s sinais de repolarizacdo precoce foram a principal
ocorréncia nas criancas e nos adolescentes. O bloqueio do ramo direito (BRD)
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ocorreu na maioria entre os adultos, assim como o Unico caso de onda delta. Os
idosos tiveram relativamente a maioria dos laudos de alteracdo da repolarizacéo e a
totalidade do bloqueio divisional antero-superior esquerdo, assim como o Unico caso
de fibrilacéo atrial (Tabela 13).

Tabela 13- Correlagéo das alteracOes do eletrocardiograma com as faixas etérias.

BS 0 2 4 1 7
TS 1 1 0 0 2
BRD 2 1 12 1 16
oD 0 0 1 0 1
RP 7 6 7 0 20
ADRVE 0 0 5 3 8
BDASE + ESV 0 0 0 1 1
FA + ARVE 0 0 0 1 1
BRD + BDASE 0 0 0 1 1

Total 10 10 29 8 57

BS: bradicardia sinusal, TS: taquicardia sinusal, BRD: bloqueio do ramo direito, OD: onda delta, RP:
repolarizacdo precoce, ARVE: alteracdo da repolarizagdo do ventriculo esquerdo, BDASE: bloqueio
divisional antero-superior esquerdo, ESV: extrassistoles ventriculares, FA: fibrilag&o atrial.

Na tabela 14, observam-se a frequéncia e o percentual das alteracdes de
BRD em relagdo aos normais, excluidas as demais alteragfes eletrocardiograficas.
Dentre os grupos de risco, o0 G3 apresentou 0 maior niumero de BRD, com 7 (3,6%)
exames, seguido pelo grupo G2, com 5 (2,6%) e G1, com 3 (1,5%) do total dos 196
exames. Os individuos no grupo G4 nao tiveram alteragbes de BRD. Quando
aplicado o teste estatistico ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
analisados (Tabela 15).

Tabela 14 - Distribuicdo da frequéncia dos Bloqueios do Ramo Direito pelos Grupos
de Risco.

Gl 21 10,7 3 15 24 12,2
G2 26 13,3 5 2,6 31 15,8
G3 116 59,2 7 3,6 123 62,8
G4 18 9,2 0 0,0 18 9,2
Total 181 92,3 15 7,7 196 100,0

BRD: bloqueio do ramo direito; ECG: laudos do eletrocardiograma; GR: Grupos de Risco.
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Tabela 15 — Odds Ratio da frequéncia de Bloqueios do Ramo Direito distribuido pelos
Grupos de Risco.

Glx G2 0,7429 0,1588 3,4741 0,9944
Gl1x G3 2,3673 0,5664 9,8941 0,4421
G2 XG3 3,1868 0,9372 10,8368 0,1181

A frequéncia cardiaca (FC), espaco PR (PR) e intervalo QT corrigido (QTc)
foram as principais variaveis estudadas e expostas em médias e desvio padrdo nos

238 eletrocardiogramas e avaliadas em cada grupo de risco (G1 a G4).

A média da frequéncia cardiaca em todos os grupos foi de 74,16 batimentos
por minuto (bpm), com desvio padrdo de +15,65. A maior média da frequéncia
cardiaca ficou no grupo G2, com 80,62 bpm, e a menor, no G4, com 67,73 bpm. Na
avaliacdo estatistica, o grupo G2 apresentou diferenca estatisticamente significante

Em relacédo aos grupos G3 e G4 (Tabela 16).

Tabela 16 - Média e desvio padrdo da frequéncia cardiaca nos Grupos de Risco.

Gl 77,41 + 22,40 ab 29
G2 80,62 * 17,93 b 47
G3 72,41 * 13,01 a 140
G4 67,73 + 10,16 a 22

Total 74,16 * 15,65 238

Letra minUscula diferente na coluna representa diferenca estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey.

A média do intervalo PR também foi avaliada segundo os Grupos de Risco,
cujo valor com desvio padrdo de toda amostragem foi de 0,136s + 0,028. Quando
aplicados testes estatisticos, houve diferenca significativa somente entre 0os grupos
G2 e G3 (Tabela 17).
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Tabela 17 - Média e Desvio Padrédo do Intervalo PR nos Grupos de Risco.

Gl 0,139 * 0,031 ab 29
G2 0,124 * 0,025 a a7
G3 0,140 * 0,026 b 140
G4 0,131 * 0,028 ab 22

Total 0,136 * 0,028 238

Letra mindscula diferente na coluna representa diferenga estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey.

A média do intervalo QTc em toda populagéo foi 0,313s, com desvio padrao
de £ 0,03. Como observado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre

0s grupos (Tabela 18).

Tabela 18 - Média e Desvio Padréo do intervalo QTc nos Grupos de Risco.

Gl 0,315 + 0,033 a 29
G2 0,319 * 0,023 a 47
G3 0,311 + 0,032 a 140
G4 0,311 + 0,030 a 22

Total 0,313 * 0,030 238

Letra mindscula diferente na coluna representa diferenca estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey.

Foram realizados 222 testes ergométricos (TE) e associados aos grupos de
risco G1 a G4. Como observado na tabela 19, a maioria dos laudos foi normal, com
206 (92,8%) exames, distribuidos dessa maneira em todos os grupos do estudo. O
grupo que apresentou maior numero de exames normal foi 0 G3, com 118 (53,2%)
participantes, assim como dentre os alterados, com 8 (3,6%) exames. Quando
aplicado o teste estatistico, ndo houve diferenca significante nos grupos analisados
(Tabela 20).
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Tabela 19 - Distribuicdo da frequéncia do resultado do Teste Ergométrico nos
Grupos de Risco.

G1 26 11,7 1 0,5 27 12,2
G2 44 19,8 5 2,3 49 22,1
G3 118 53,2 8 3,6 126 56,8
G4 18 8,1 2 0,9 20 9,0
Total 206 92,8 16 7,2 222 100,0

TE: teste ergométrico; GR: Grupos de Risco.

Tabela 20 - Odds Ratio da frequéncia de alteragdes do Teste Ergométrico nos Grupos
de Risco.

Gl1x G2 0,3385 0,0375 3,0581 0,5746
G1x G3 0,5673 0,0680 4,7349 0,9366
G1 XG4 0,3462 0,0291 4,1112 0,7875
G2 XG3 1,6761 0,5203 5,3993 0,5809
G2 XG4 1,0227 0,1815 5,7638 0,6789
G3X G4 0,6102 0,1199 3,1048 0,9013

Na tabela 21, os laudos alterados do teste ergométrico foram confrontados
com as faixas etérias da populacdo e distribuidos entre os Grupos de Risco. As
alteracdes foram observadas somente nas faixas dos adultos e dos idosos, com
maior nimero entre os adultos, com 12 (75,0%) exames. Dentre os Grupos de
Risco, o G3 apresentou mais exames alterados, com prevaléncia a faixa de 20 a 59
anos de idade, com 7 (43,8%) exames. Entre os grupos com infeccdo por T. cruzi, o
G1 teve somente um exame alterado, nos idosos e o0 G2 em ambas as faixas
etarias, com ligeira predilegcdo nos adultos, com 3 (18,8%) exames dos 12 nesta
faixa etaria. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos analisados.
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Tabela 21 — Distribui¢cdo dos laudos alterados do Teste Ergométrico de acordo com
0 Grupo de Risco e Faixa Etéria.

Gl 0 0,0 1 6,3 1 6,3
G2 3 18,8 2 12,5 5 31,3
G3 7 43,8 1 6,3 8 50,0
G4 2 12,5 0 0,0 2 12,5
Total 12 75,0 4 25,0 16 100,0

GR: Grupo de Risco.

As principais variaveis do teste ergométrico utilizadas neste estudo foram o
VO2 Maximo, que representa a maior quantidade de consumo de oxigénio durante o
exercicio dindmico, e o equivalente metabdlico (MET) que significa a unidade de
captacdo de oxigénio durante o esforco fisico, sobre os quais é possivel estimar a
capacidade fisica cardiovascular do individuo. Foram avaliadas as médias, com
desvio padrdo correspondentes a cada Grupo de Risco, e aplicada analise de

variancia entre os dados.

A média total do VO2 Maximo foi 38,03 mL/Kg/min, com desvio padrédo de +
13,28. O grupo G4 apresentou a maior média de VO2 Maximo com 46,13+12,57
mL/Kg/min e os grupos G1 e G2 tiveram resultados semelhantes. O grupo de menor
valor foi 0 G3, com 33,96 + 9,13 mL/Kg/min, cujo resultado apresentou diferenca

estatistica significante em relacdo aos demais grupos (Tabela 22).

Tabela 22 - Média e desvio padrdo de VO, maximo (mL/Kg/min ) nos Grupos de Risco.

G1 42,33 * 16,70 a 27
G2 42,95 * 16,70 a 49
G3 33,96 + 9,13 b 128
G4 46,13 * 12,57 a 20
Total 38,03 * 13,28 224

Letra mindscula diferente na coluna representa diferenca estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey.

A média geral de MET entre os Grupos de Risco foi 10,85 + 3,77. Do mesmo
modo que o VO2 Méaximo, os grupos G1 e G2 tiveram resultados semelhantes e o

grupo G4 apresentou o melhor resultado, com média de 13,14 e desvio padréo de *
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3,61. O grupo G3 foi 0 que apresentou menor valor (9,70 £ 2,61), estatisticamente
significante (Tabela 23).

Tabela 23 - Média e Desvio Padrdo de MET nos Grupos de Risco.

Gl 12,09 * 4,76 a 27
G2 12,31 * 4,72 a 48
G3 9,70 * 2,61 b 128
G4 13,14 * 3,61 a 20

Total 10,85 + 3,77 223

Letra mindscula diferente na coluna representa diferenca estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey.

Com o intuito de avaliar a capacidade funcional dos participantes, segundo as
recomendacBes da American Heart Association (AHA), foi necesséario analisar a
medida do VO2 maximo de acordo com o género e a idade, haja vista esses fatores
terem influéncia nos referidos exames. Os resultados foram comparados entre 0s
Grupos de Risco conforme demonstracdo a seguir na tabela 24. Como essa
avaliacdo é recomendada a partir dos vinte anos de idade, as populacbes de

criangas e adolescentes foram excluidas desta classificagéao.

Como observado na tabela 24, o género feminino teve média geral de VOz2
méaximo de 33,93+ 8,16 mL/Kg/min na faixa etaria de 20 a 59 anos e de 23,38 + 5,27
nas idosas. Quanto ao género masculino, a faixa dos adultos teve resultado de VO:
maximo calculado de 42,93+ 11,14 mL/Kg/min e nos idosos média de 30,94 = 12

mL/Kg/min. Nao houve diferenca estatistica entre os Grupos de Risco avaliados.

Tabela 24 — Valores de média e desvio padrédo do VO;MAX (L/min-1) de acordo com

0s iéneros e faixas etarias distribuidos ielos Gruios de Risco.

GR Feminino Masculino Feminino Masculino
M DP n M DP n M DP n M DP n
Gl 40,00 £+ 7,56 aA 7 47,76 + 1570 a;A 5 1883 * 547 a;A 4 41,76 = a; A 1
G2 3520 + 1293 a;A 10 48,74 + 1186 a A 15 26,97 + 132 a,A 2 2506 = a; A 1
G3 3280 + 6,98 a;A 56 38,06 + 7,03 a A 36 26,13 + 256 a, A 4 2929 = 1479 a A 3
G4 36,05 =+ 7,47 a A 4 4751 = 1275 a;A 14
Total 33,93 + 8,16 77 4293 + 11,14 70 23,38 + 5,27 10 30,94 + 12,22 5

GR: Grupos de Risco; M: Média; DP: Desvio Padrao; n: nUmero absoluto.



Ao analisarmos os resultados do eletrocardiograma dindmico de 24h (holter
24h), obtivemos laudos normais em 42 (20,1%) e laudos alterados em 167 (79,9%)
dos 209 exames. O maior numero de alteracdes foi observado no grupo G3, com 93
(44,5%) exames, cujo numero de participantes foi maior, seguidos pelo grupo G2,

com 40 exames alterados, representando 19,1% do total (Tabela 25).

Tabela 25 - Frequéncia do laudo holter 24h por Grupo de Risco.

Gl 5 2,4 20 9,6 25 12,0
G2 11 53 40 19,1 51 24,4
G3 24 115 93 44,5 117 56,0
G4 2 1,0 14 6,7 16 7,7
Total 42 20,1 167 79,9 209 100,0

GR: Grupo de Risco.
Quando aplicado o teste estatistico (Odds Ratio) entre os Grupos de Risco,

ndo houve diferenca estatisticamente significante em relagdo a probabilidade do

holter ser alterado em determinado grupo (Tabela 26).

Tabela 26 — Odds Ratio do laudo holter 24h por Grupo de Risco.

Glx G2 11 0,3361 3,6 0,8875
G1x G3 1,323 0,3513 3,0332 0,8231
G1 XG4 0,5714 0,0967 3,3763 0,8437
G2 XG3 0,9384 0,4199 2,0972 1,0000
G2 XG4 0,5195 0,1023 2,638 0,6614
G3 XG4 0,5536 0,0118 2,6032 0,6730

Na tabela 27, as faixas etarias foram também associadas aos Grupos de
Risco e as alteragBes encontradas no holter 24h. Apesar de nédo ter havido diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, observa-se que a frequéncia dos
holters alterados foi maior nos adultos (20 a 59 anos), com 100 (47,8 %) exames,
desses a maioria concentrada no grupo G3 com 62 (29,7%) exames. Nao houve
representante do grupo G4 nas faixas etarias das criancas, adolescentes e idosos.
Na populagdo das criangas (0 a 12 anos) todos os exames foram alterados nos
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grupos G1, e nos grupos G2 e G3 a maior proporc¢ao foi de alterados, com 15 (7,2%)
e 9 (4,3%) exames respectivamente. Os adolescentes também manifestaram
proporcdo semelhante, embora com exatos 2 componentes alterados e normais no
grupo G1 (1,0%). Os idosos apresentaram o holter alterado em todos os Grupos de

Risco, com ligeira predilecdo ao G3, com 7 (3,3 %) exames.

Tabela 27 - Frequéncia do resultado do Holter por Grupo de Risco e Faixa Etaria.

Gl 000 4 19 210 2 10 3 14 8 38 0 00 6 29
G2 210 15 72 1 05 5 24 8 38 16 7,7 0 00 4 19
G3 314 9 43 1 05 15 72 20 96 62 297 0 00 7 3,3
G4 000 o 00 o000 O OO0 2 10 14 6,7 0 00 O 00

Total 5 24 28 134 4 19 22 10,5 33 158 100 47,8 0 0,0 17 81

GR: Grupos de Risco.

Dentre as 167 (79,9%) anormalidades observadas no laudo do holter,
destaca-se a presenca de arritmias. As arritmias mais frequentes foram as
supraventriculares, com 97 (58,1%) exames, seguidas pelo conjunto de ventriculares
e supraventriculares, com 48 (28,7%) exames e por fim pelas ventriculares, com 18
(10,8%) exames. Houve somente uma ocorréncia de pausa atrioventricular
combinada com a presenca de extrassistole ventricular (Tabela 28). As arritmias
supraventriculares foram representadas hna maioria por extrassistoles
supraventriculares (ESV) e raras taquicardias, em geral atriais e ndo sustentadas.
Em relacdo as arritmias ventriculares, as mais frequentes foram as extrassistoles
ventriculares (EV) classificadas como monomorficas e isoladas. Nao houve registro

de taquicardia ventricular dentre os avaliados.

Tabela 28 — Frequéncia das alteracGes observadas no holter 24h.

Presenca de arritmia ventricular 18 10,8
Presenca de arritmia supraventricular 97 58,1
Presenca de arritmia ventricular e supraventricular 48 28,7
Ineficaz 3 1,8

Arritmia ventricular e pausa atrioventricular 1 0,6
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Total 167 100,0

A densidade das ESV e EV por hora detectada no holter 24h foi avaliada
segundo os Grupos de Risco. Na tabela 29, observa-se em relacédo as ESV isoladas
por Grupo de Risco que a média em todos os grupos foi 11,39/h com desvio padréo
de + 34,80. A maioria das ESV ficou concentrada nos grupos G1 e G2, com

diferenca estatistica entre os grupos.

Tabela 29 - Média e Desvio Padrdo da Densidade das Extrassistoles
Supraventriculares Isoladas por Grupo de Risco.

G1 12,66 * 25,93 a,b 18
G2 25,65 * 60,63 b 35
G3 6,21 + 17,81 a 80
G4 0,64 * 0,96 a, b 10

Total 11,39 * 34,80 143

Letra mindscula diferente na coluna representa diferenga estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey. GR: Grupo de Risco.

A densidade das Extrassistoles Ventriculares (EV) isoladas por hora no holter
24h foram analisadas segundo os Grupos de Risco. A média e desvio padrédo de
todos os grupos foi 4,26 + 10,81 por hora. Nesta andlise ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos.

Tabela 30 - Média e Desvio Padrao da Densidade das Extrassistoles Ventriculares
Isoladas por Grupo de Risco.

G1 2,95 * 3,60 a 10
G2 1,33 * 2,11 a 12
G3 5,94 * 14,59 a 32
G4 3,55 * 4,64 a 8

Total 4,26 * 10,81 62

Letra minGscula diferente na coluna representa diferenca estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey; GR: Grupo de Risco.

Quanto a densidade das taquicardias supraventriculares avaliadas quanto aos
Grupos de Risco, a média total ficou em 1,82 ocorréncias por hora, sem diferenca
significativa entre os grupos (Tabela 31). Neste calculo o grupo G4 nao foi incluido

devido ter apenas dois componentes.
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Tabela 31 - Média e Desvio Padrédo da Densidade das Taquicardias Supraventriculares
por Grupo de Risco.

Gl 2,10 * 3,50 a 11
G2 2,03 * 3,32 a 29
G3 131 * 3,00 a 15
G4* 0,04 * a 1

Total 1,82 * 3,21 56

Letra mindscula diferente na coluna representa diferenca estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey; GR: Grupo de Risco; * O G4 ndo foi utilizado na comparacédo por ter menos de 2 casos na
amostragem.

A tabela 32 demonstra os laudos do ecodopplercardiograma analisados e
correlacionados com os Grupos de Risco. De um modo geral, os exames alterados
corresponderam a 64 (29,6 %) dos 216 exames. Desses, 0s mais prevalentes
pertenceram ao grupo G3, com 41 exames e 19,0% dos casos. Os demais, por
ordem decrescente, foram o grupo G1, com 9 (4,2%), G4, com 8 (3,7%) e G2 com 6
(2,8%) exames. Apesar das diferencas na frequéncia, ndo houve resultado

estatisticamente significante entre os grupos (Tabela 33).

Tabela 32 - Frequéncia do resultado do ecodopplercardiograma por Grupo de Risco.

G1 18 8,3% 9 4,2% 27 12,5%
G2 30 13,9% 6 2,8% 36 16,7%
G3 89 41,2% 41 19,0% 130 60,2%
G4 15 6,9% 8 3,7% 23 10,6%

Total 152 70,4% 64 29,6% 216 100,0%

Tabela 33 — Odds Ratio do ecodopplercardiograma por Grupo de Risco.

G1lx G2 2,5000 0,7630 8,1918 0,2161
G1lx G3 1,0854 0,4495 2,6208 1,0000
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Gl1X G4 0,9375 0,2900 3,0305 0,8415
G2 X G3 0,4341 0,1677 1,1242 0,1229
G2 XG4 0,3750 0,1100 1,2786 0,2003
G3 XG4 0,8638 0,3393 2,1989 1,0000

Quando os laudos do ecodopplercardiograma foram confrontados entre os
Grupos de Risco e as faixas etarias, os resultados alterados foram mais frequentes
na populacéo de 20 a 59 anos, com 36 (16,7%) exames, enquanto que 0S menos
frequentes pertenceram a populacdo de criancas, com 6 (2,8 %) e adolescentes,
com 8 (3,7%) exames. O grupo G3, com maior numero de exames alterados, reteve
sua maioria na faixa etaria dos adultos, com 23 (10,6%). O grupo G1 s6 nao teve o
exame alterado na faixa dos adolescentes e a maior incidéncia de anormalidades foi
nas faixas dos adultos e idosos, com igualmente 4(1,9%) exames em cada faixa. O
grupo G2 demonstrou resultados alterados iguais nas criangas e adolescentes, com
1 (0,5%) exame em cada, assim como entre os adultos e idosos, com 2 (0,9%)
exames alterados em cada faixa. O G4 sO apresentou anormalidades na faixa
adulta, com 7 (3,2%) e dos idosos, com 1 (0,5%) exames (Tabela 34). Esses

resultados ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 34 — Frequéncia do resultado do Ecodopplercardiograma por Grupo de Risco e
por Faixa Etéria.

G1 6 28 1 05 4 19 0 00 6 28 4 19 2 09 4 19
G2 9 42 1 05 4 19 1 05 16 74 2 09 1 05 2 09
G3 13 60 4 19 10 46 7 32 65 301 23 106 1 05 7 3.2
G4 1 05 0 00O 1 05 O 00 13 60 7 32 O 00 1 05

Total 29 134 6 28 19 88 8 3,7 100 46,3 36 16,7 4 19 14 6,5

As alteragbes mais frequentes observadas nos laudos do
ecodopplercardiograma pertenceram ao grupo G3, tais como as valvulopatias, que
representaram a maioria, com 33 (15,3%) exames e disfun¢éo diastolica grau |, em 4
(1,9 %) exames. Dentre as valvulopatias, a maioria foi de insuficiéncia discreta, em
geral na valvula mitral e/ou tricuspide caracterizada como padréao fisioldgico e
poucas vezes com espessamento valvar (uma pessoa) ou subvalvar (duas pessoas)

e outras de carater degenerativo fisiolégico em valvula aértica com calcificacdo. A
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presenca de derrame pericardico foi de pequeno volume e ocorreu nos grupos G1 e
G3, em apenas duas pessoas, assim como a discinesia ventricular esquerda. Outros
diagnosticos foram a ocorréncia de um individuo com dilatacdo apical do ventriculo
esquerdo, pertencente ao grupo G4, um individuo com ectasia da artéria aorta
pertencente ao grupo G1 e, em dois participantes do grupo G3, foi descrito
aneurisma do septo interatrial, sem repercussdo hemodindmica e sem significado

patolégico (Tabela 35).

Tabela 35 - Principais anormalidades encontradas nos laudos do
ecodopplercardiograma de acordo com o Grupo de Risco.

Normal 18 8,3 30 13,9 89 41,2 15 6,9 152 70,4
Derrame pericéardico 1 0,5 0 0,0 1 0,5 0 0,0 2 0,9
Valvulopatias 6 2,8 3 1,4 33 15,3 4 1,9 46 21,3
Disfuncéo diastdlica 1 0,5 2 0,9 4 1,9 3 1,4 10 4,6
Discinesia ventricular 0 0,0 1 0,5 1 0,5 0 0,0 2 0,9
Outros 1 0,5 0 0,0 2 0,9 1 0,5 4 1,9

Total 27 12,5 36 16,7 130 60,2 23 10,6 216 100,0

As alteracdes ecodopplercardiograficas foram avaliadas segundo as idades
nas populacdes estudadas. Todas as alteragdes citadas foram descritas em todas as
faixas etarias com excecdo da discinesia ventricular esquerda, a qual ndo ocorreu
nas criancas e nos adolescentes. A maior incidéncia das valvulopatias ocorreu na

faixa etéria dos adultos, com 27 (12, 5%) ocorréncias (Tabela 36).

Tabela 36 - Principais anormalidades encontradas nos laudos do
ecodopplercardiograma de acordo com a faixa etaria.

Normal 29 13,4 19 88 100 463 4 19 152 704

Derrame pericardico 0,5 0,0 1 05 0 00 2 0,9

Valvulopatias 14 28 27 125 10 4,6 46 213
Disfuncéo diastélica
0,0

0,5

Discinesia ventricular 0,0 1 0,5 1 05 2 0,9

R, O P W R

0
6
0,5 1 05 6 28 2 09 10 4,6
0
1

Outros 0,5 1 0,5 1 05 4 1,9

Total 35 16,2 27 125 136 63,0 18 8,3 216 100,0
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As principais varidveis calculadas no ecodopplercardiograma foram o
Didmetro Diastélico do Ventriculo Esquerdo (DDVE) e a Fracdo de Ejecdo do
Ventriculo Esquerdo (FEVE), aqui expressas em valores de média e desvio padrao
(DP) para comparacdo com os Grupos de Risco. O DDVE, que representa o volume
diastolico do ventriculo esquerdo durante o ciclo cardiaco, foi no geral de 44,53 +
6,04 mm sem diferenca estatistica entre os grupos G1 e G2. Entretanto, foi
observada diferenca estatistica significativa entre os grupos G1 e G2 comparados

aos grupos G3 e G4, com valores menores aos primeiros grupos (Tabela 37).

Tabela 37 - Média e Desvio Padrdao de DDVE por Grupo de Risco.

Gl 40,38 * 6,43 a 26
G2 41,77 * 6,62 a 36
G3 45,75 * 5,48 b 128
G4 46,61 * 4,01 b 23

Total 44,53 * 6,04 213

Letra mindscula diferente na coluna representa diferenca estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey.

Nas andlises das FEVE, a média e desvio padrdo de todos os grupos foi de
68,77 + 5 %. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos G1, G2 e G4, porém
teve diferenca do grupo G3 em relacdo aos grupos G1 e G2, mas ndo em relagdo ao

G4, cujo namero de representantes foi muito pequeno (Tabela 38).

Tabela 38 - Média e Desvio Padrdo de FEVE por Grupo de Risco.

G1 66,72 * 4,03 a 26
G2 65,68 * 6,29 a 36
G3 70,13 * 4,29 b 128
G4 69,26 * 4,30 ab 23

Total 68,77 * 5,00 213

Letra minUscula diferente na coluna representa diferenca estatistica ao nivel de 0,05. ANOVA e
Tukey.

Como o objetivo principal desta tese foi associar os achados clinicos
encontrados nos exames cardiovasculares com os resultados de mutacio de kDNA,
foi realizada andlise comparativa entre as alteragbes observadas no

eletrocardiograma, teste ergométrico e ecodopplercardiograma com os resultados de
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tpTAIL-PCR e sequenciamento dos clones obtidos nos estudos de Hecth (2008) com

os individuos de Minas Gerais e Goias e Araujo (2012) com a amostragem do Para.

Na tabela 39 sdo observadas as associacbes entre os achados de BRD
encontrados nos eletrocardiogramas com 0S Cromossomos nas populacdes
estudadas. O cromossomo de maior expressao foi o X, com frequéncia de 14
(29,2%), seguido por cromossomos indeterminados, com frequéncia de 7 (14,6 %) e
no cromossomo 7, com 6 (12,5 %) ocorréncias. Na tabela 40, estdo descritas as
demais alteracOes eletrocardiograficas e suas correlacdbes com os achados de
tpTAIL-PCR, com o cromossomo X na maioria das mutacdes de kDNA observadas,

com 12 (38,7%) ocorréncias, seguidos por cromossomos indeterminados.

Dentre os loci observados nas alteracfes dos exames cardiovasculares nas
populacdes do PA e MG/GO, a maioria esta associada ao retrotransposon LINE-1,
sendo que no Pard cinco estdo correlacionados ao gene olfatério OR 1-17
(Apéndices E- J).

Tabela 39 - Associacdo das mutac6es de minicirculos de kDNA no eletrocardiograma
com Blogueio do Ramo Direito dos participantes do Pard, Minas Gerais e Goias.

1 2 4,2
2 1 2,1
3 2 4,2
5 1 2,1
6 1 2,1
7 6 12,5
8 3 6,3
9 3 6,3
11 2 4,2
12 2 4,2
16 1 2,1
20 2 4,2
Indeterminado 7 14,6
X 14 29,2
Y 1 2,1
Total 48 100,0
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Tabela 40 - Associagdo das mutagfes de minicirculos de kKDNA com outras alteragdes

descritas no Eletrocardiograma dos participantes do Para, Minas Gerais e Goias.

1
2
3
4
5
7
8

10

11

16

20
Indeterminado

X

Total

A P P N FP N NN P P PR R

=
N

31

3,2
3,2
3,2
3,2
6,5
6,5
6,5
3,2
6,5
3,2
3,2

12,9

38,7
100,0

Conforme descrito na tabela 41, do total das alteracbes descritas no teste

ergométrico de individuos do PA e MG/GO, o cromossomo X foi o mais incidente,

com 7 (36,8%) ocorréncias, seguidos pelos cromossomos 8 e 15, com 3 (15,8%)

mutagGes em cada um.

Tabela 41 - Associagdo das mutacdes de kDNA com as alteragfes descritas no Teste
Ergométrico das popula¢cdes do PA e MG/GO.

1
5
7
8
15

X

Indeterminado
Total

N N W W, R, DN

19

100,0

10,5
5,3
53

15,8

15,8

36,8

10,5

Quanto aos laudos alterados do ecodopplercardiograma das populacdes das

familias (PA e MG/GO), os cromossomos X e 7 foram os que apresentaram maior



81

frequéncia de integracdo de KDNA, com 27 (37,5%) e 10 (13,9%), respectivamente
(Tabela 42).

Tabela 42 - Associacdo das mutacGes de minicirculos de KDNA com alteracfes
descritas no Ecodopplercardiograma dos participantes do Para, Minas Gerais e Goias.

1 1 1,4%
2 2 2,8%

3 2 2,8%

5 2 2,8%

6 4 5,6%

7 10 13,9%

8 4 5,6%
9 2 2,8%
10 1 1,4%
11 2 2,8%
12 2 2,8%
14 1 1,4%
15 5 6,9%
16 2 2,8%
X 27 37,5%
Indeterminado 5 6,9%
Total 72 100,0%

Em relacdo ao holter, como a densidade das arritmias foi baixa, e a
distribuicdo entre os Grupos de Risco foi sem significancia estatistica, ndo fizemos a
associacdo com 0s genes e ou cromossomos que continham sequéncias de kDNA
integradas. Entretanto, a descricdo entre os tipos de arritmia e o Grupo de Risco

esta detalhada no Apéndice K.

As associacdes entre as alteracdes do eletrocardiograma, teste ergométrico e
Ecodopplercardiograma com as mutacdes de kDNA de acordo com os Grupos de
Risco estdo visualizadas respectivamente nos apéndices L, M e N. Conforme
observado no Apéndice L, relacionado as alteracdes no eletrocardiograma, a maior
incidéncia de mutacdes de kDNA ocorreu no cromossomo X, com o total de 22
(31,8%). Dentre estas, os Grupos de Risco G1 e G2 obtiveram respectivamente 13

mutacdes, sendo 5 no cromossomo X (38,46%) e 39 mutacdes, sendo 15 (38,46%)
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no cromossomo X. O grupo G3 registrou 17 mutacbes, entretanto a maioria
(29,41%) no cromossomo 7.

No Apéndice M sdo observadas as mutacbes de kDNA encontradas nos
testes ergométricos alterados, cuja maioria foi novamente no cromossomo X, com 7
(35%) ocorréncias, sendo das 4 mutagbes encontradas no grupo G1, 2 foram no
cromossomo X e 2 em cromossomos indeterminados. No grupo G2, das 12
mutacBes encontradas, 3 (25%) ocorreram no cromossomo 15 e 3 (25%) no
cromossomo X e no grupo G3, das 4 mutacfes observadas, 2 (50%) ocorreram no

cromossomo X.

Os achados alterados no ecodopplercardiograma foram relacionados as
mutacBes de KDNA descritas no apéndice N, cuja maioria acometeu 0 Cromossomo
X, com 27 (38,03%) ocorréncias, sendo 7(25,93%) no Grupo de Risco G1, 10
(35,71%) no grupo G2 e 10 (62,5%) no G3.
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6 DISCUSSAO

Estudos populacionais com base em amostragem requerem critérios
metodoldgicos definidos de acordo com o problema abordado. No caso da doenca
de Chagas, com obijetivo principal de avaliacdo da frequéncia de distribuicdo de uma
determinada manifestacdo clinica, tal como resposta ao tratamento, é necessaria
definicAo de critérios para andlises associativas dos aspectos nosoldgicos que
variam de acordo com a fase aguda ou crbnica das infec¢des pelo T. cruzi, com
formas clinicas indeterminadas ou determinadas (Pinto e cols, 2013; Lana e cols.,
2009; Castro e cols, 2001).

Tendo em conta essas caracteristicas, o presente estudo teve como objetivo
principal associar achados clinicos com as muta¢des de kDNA introduzidas pelo T.
cruzi no genoma dos pacientes. Como esta premissa inclui achados de genética
molecular associados a clinica da doenca de Chagas, sem antecedente de
publicacdo prévia, a metodologia do estudo criou critérios proprios de selecdo da
amostragem de estudo em familias com caracteristicas epidemiolégicas
diferenciadas em ecossistemas distantes do territorio brasileiro, de forma a compor
heredograma e selecionar grupo controle a partir de premissa da exclusao a priori de
infeccdo pelo T. cruzi. Considerando que a unidade replicativa da sociedade
humana é a familia, o estudo conduzido em municipios do Para incluiu quatro
familias, enquanto que os demais agrupamentos de pessoas da amostragem do
estudo tiveram critérios de selecdo com base de antecedentes reconhecidos de
doenca de Chagas nos parentais (MG/GO), ou, em condi¢cado diametralmente oposta,
a auséncia de infecgao reconhecida por exame laboratorial (DF).

Na selecdo da amostragem do PA, o conhecimento de casos autoctones com
manifestacdo aguda da doenca de Chagas na mesma familia foi critério de selecéo
que permitiu a construcdo dos heredogramas. A escolha reflete a selecao por
conveniéncia. Nas familias, as progénies oferecem a oportunidade de analise da
heranca genética das caracteristicas entre espécies e das transferéncias horizontal
e vertical das mutacdes de KDNA do T. cruzi que foram introduzidas no genoma
humano (Araujo, 2012; Hecht e cols, 2010).

As familias MG/GO compunham pequenos agregados humanos, mas o

critério de selecdo com base em parentais chagésicos também permitiu analises
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genéticas sobre os tipos de heranca referidos para a populagcdo do Para. Por outro
lado, a populacdo do Distrito Federal concentrou adultos selecionados
aleatoriamente, apenas cuidando-se de excluir com teste sorolégico positivo para o
T. cruzi. A distribuicdo das pessoas da amostragem por faixas etarias também reflete
0 aspecto aleatério da escolha, visto que a maior parte das criancas e adolescentes
estava concentrada na populacdo do PA, enquanto que nas demais localidades

houve predominancia de adultos.

A populacdo da amostragem revelou que a grande maioria de exames
sorologicos foi negativa para a infeccdo pelo T. cruzi (234 casos negativos, 88,3%)
nas pessoas das trés localidades. Ha de se considerar que este resultado esta
influenciado pelo critério de escolha da populacdo do DF, ou seja, informacéo prévia
de teste sorologico negativo. Porém, aquele niumero também foi influenciado pelos
testes negativos dos pacientes MG/GO, ainda que o critério de selecdo fosse
baseado na identificacdo de parentais chagasicos. Contudo, ha de se considerar
gue a amostragem MG/GO era pequena (36 casos, 13,6%). Este fato € revelador de
algo que precisa ser explicado convenientemente, visto que as progénies nasceram

em regido livre de infestacao por triatomineos.

A amostragem do PA esta influenciada pelo critério de selecdo com base em
casos agudos com diagnéstico clinico e laboratorial. Por isso mesmo, a prevaléncia
da infeccdo aguda nesse grupo esta muito acima dos 5% citados na literatura (Rassi
e cols. 2001). Na Amazobnia séo registrados microepidemias de doenca de Chagas
aguda (DCA) (Souza-Lima e cols., 2013; Magalhdes e cols., 2013) com ocorréncia
sazonal (Valente e cols, 1999).

Segundo o0 Boletim Epidemiolégico de 2013, fornecido pela GT-
Chagas/SESPA, os municipios de Barcarena e Breves ocupam o terceiro lugar em
nameros de infec¢cdo, com 10 casos agudos registrados em cada municipio. Desde a
implantagdo do PECdCh, em 2006, Barcarena at¢é o momento registra 68
notificacdes de DCA, tendo havido 11 casos em 2006 e 15 casos em 2007, dos
quais 13 fazem parte da amostragem deste estudo. Breves ja acumula 88 casos
agudos, dos quais 30 foram diagnosticados na epidemia de 2009, cujos 10 membros
que tiveram a fase aguda sintomatica foram selecionados para nossa analise
(SESPA, 2013).
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Neste estudo, todos os 265 participantes foram submetidos aos testes PCR
para identificacdo de nDNA e kDNA do T. cruzi. Diante da demonstracao prévia de
Transferéncia Génica Lateral (TGL) de minicirculos de kDNA para o genoma
humano (Hecht e cols., 2010), os testes para kDNA também evidenciaram mutacdes
de minicirculos nos parentais e nas progénies das familias da amostragem. Isto
explica porque os testes PCR para kDNA foram positivos na maioria da populacao
estudada (237, 89,4%). Curiosamente, a amostragem do DF contribuiu com 122
(91%) exames positivos para KDNA dentre os 134 participantes, representando 46%
do total, numero significativo diante do critério de selecdo da amostra com as
caracteristicas epidemiolégicas de ndo exposicdo a triatomineos, auséncia de

transfusdo de sangue ou ingestdo de alimento contaminado.

Diferentemente, o teste PCR positivo para nDNA nas familias do Para
superou o conhecimento antes restrito aos casos agudos, pois, 81 (85,3%) pessoas
dentre os 95 participantes tinham o nDNA marcador da infeccéo ativa pelo T. cruzi.
Este dado torna-se ainda mais relevante quando revelamos que apenas 30,5% das
95 pessoas nas quatro familias PA tiveram sorologia positiva. Em acentuado
contraste, na amostragem das familias MG/GO havia apenas 5 casos (13,9%) com
teste PCR positivo para nDNA, representando 1,9% dos 265 estudados.

O confronto de resultados de sorologia e PCR mostrou importantes diferencas
entre as populacdes PA e MG/GO. Em vérios estudos populacionais, o exame
sorologico tem sido o Unico indicador usado como evidéncia indireta de infeccéo
pelo T. cruzi. Ainda que se considere que os testes ELISA e IF tenham sensibilidade
e especificidade elevadas (Borges e cols, 2006), fica ainda muito mais dificil explicar
as diferencas absolutas que refletem nos percentuais dispares registrados neste
estudo e na Tese de Doutorado de Perla F. Araujo (Universidade de Brasilia, 2012).
Para esclarecer a duavida crucial que pode ter significado epidemiologico com
importancia para a Saude Publica, n0s providenciamos exames soroloégicos e de
DNA em amostras de sangue colhidas dos pacientes PA em trés ocasifes, em
intervalos variando de 1 a 5 anos apos a fase aguda da infec¢do pelo T. cruzi. Os
resultados dos exames sorologicos e de PCR, consistentemente, confirmaram os
resultados que ja haviam sido obtidos na primeira oportunidade que se colheu
sangue dos pacientes. E necessario que se tenha o cuidado de valorizar o resultado

da pesquisa cientifica que é reproduzivel em diversos momentos, com exames
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laboratoriais universalmente empregados para diagnosticar a infeccdo pelo T. cruzi
(Brasil, 2005b). A esse respeito ndo ha o que tergiversar sobre o significado da
pesquisa cientifica relatada nesta Tese e na Tese de Araujo, Universidade de
Brasilia, 2012.

A populacdo do estudo foi estratificada em quatro grupos de acordo com 0s
resultados de sorologia e PCR com a finalidade de agrupar todos os representantes
das localidades estudadas. Assim, foi possivel associar os laudos dos exames
clinicos ao diagndstico laboratorial, principalmente aos achados de mutacdo de
KDNA. Entre os 265 individuos da amostragem, os grupos G1 e G2 acumularam,
respectivamente, 31 e 55 pacientes com a infeccdo ativa porque tinham teste
positivo para o nDNA do T. cruzi, ainda que o grupo G2 tivesse 0s testes
sorologicos negativos. No grupo G3 foram concentrados os 151 individuos com
mutacdo de kDNA e demais testes negativos (nDNA e sorologias). E absolutamente
esclarecedor o fato de que apenas 28 pessoas tinham todos os testes negativos. Ou
seja, na populacdo brasileira representada na amostragem deste estudo, apenas
10,6% ndao tinha historia pregressa de ancestral com a marca genética de infec¢cao

pelo T. cruzi num passado ndo determinado.

E a primeira vez que se relata esta informacdo absolutamente original,
mesmo em trabalhos anteriores do LMPDC/UnB, que descrevem o panorama geral
da nossa historia contada pelas pégadas de um protozoario e da doenca de Chagas
na vida dos brasileiros, em muitas geracdes. O que isto significa de passado de
sofrimento e dificuldade jamais sera contabilizado, mas, seguramente, isto significa
como este povo foi capaz de criar um pais e uma perspectiva de na¢do com tracos
culturais tdo fortes. Mais significativo ainda poderd vir ser a contribuicdo do
fenbmeno de Transferéncia Génica Lateral (TGL) e Transferéncia Génica Vertical
(TGV) descrita no LMPDC, Universidade de Brasilia, a partir de 1991 (Teixeira e
cols, 1991; Teixeira e cols, 1994; Nitz e cols, 2004; Simdes Barbosa e cols, 2006;
Hecht e cols, 2010, Teixeira e cols, 2011a; Teixeira e cols, 2011b). Pois, 0s
fenbmenos TGL e TGV, que caracterizam a transferéncia de DNA entre espécies
filogeneticamente distantes, na circunstancia de baixa morbidade na amostragem
estudada, significa que o que vimos e descrevemos aqui contribui significativamente
para o fenbmeno monumental da evolu¢cdo da espécie humana, haja vista o

crescimento do genoma pela aquisicdo do DNA exdgeno.
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Nas familias do estudo, os resultados parasitolégicos, imunoldgicos, clinicos e
genéticos contribuem para a compreensdo dos fatos expostos acima. As
caracteristicas clinico-epidemiolégicas das infeccbes pelo T. cruzi tém nuances
diferentes nos ecossistemas do estudo. Por exemplo, a prevaléncia dessas
infecgbes nas familias estudadas nos municipios de Breves e de Barcarena mostra o
carater de hiperinfeccdo revelada neste estudo gracas a convalidacdo dos
resultados de provas parasitologicas diretas do agente infeccioso com os resultados
dos testes de nDNA, aqui definido também como prova de infecgdo ativa pelo T.
cruzi. A partir desta definicdo do significado verdadeiro de um teste de nDNA
positivo, é possivel afirmar que a parcela de casos que antes eram reconhecidos
como doenca de Chagas representava apenas uma ponta menor do imenso iceberg
epidemioldgico reconhecido como a endemia do século XX (Chagas, 1909). Este € o
novo panorama da doencga de Chagas, para o qual ndo ha informacéo preliminar de
qualguer natureza. Dai a importancia da originalidade desta Tese com informacéo
cujo valor para a Saude Publica ainda estd longe de ser completamente

compreendido dentro e fora da Academia.

As novas caracteristicas epidemiolégicas aqui relatadas precisam ser
examinadas vis a vis das vias reconhecidas de transmissao das infeccdes pelo T.
cruzi ao homem. A principal via de transmissdo vetorial tem sido considerada até
entdo como a mais importante epidemiologicamente . Por dltimo também se tem
apresentado a via oral de contaminacéo alimentar como um refor¢co epidemioldgico
no panorama da grande endemia chagasica. A transmissdo iatrogénica pela
transfusdo de sangue nao tem limite conhecido, mas se supfe que esta contida
dentro de uma fragdo do numero total de transfusdes de sangue que se administram
anualmente no Brasil e em todo o mundo, haja vista o cenario da expansdo da

doenca de Chagas nos cinco continentes (Salvatella, 2007).

Aqui, ndo se poderia deixar de discutir a questao apresentada pelos novos
dados epidemioldgicos a partir da alta frequéncia de casos identificados pelo nDNA
do T. cruzi e que jamais seriam detectados pelos testes sorolégicos convencionais.
De que maneira a informacédo cientifica que nos entendemos ser solida e
socialmente responsavel, na forma descrita aqui, vai beneficiar as campanhas de
prevencao e controle da doencga de Chagas, particularmente nos paises da America
Latina? E um assunto aberto para a discussdo no amplo espectro da sociedade. A
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esse respeito, a pesquisa conduzida no LMPDC, na Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, tem encaminhado novas propostas de trabalho cientifico
com base em postulados paradigmaticos, visando ir ao fundo desta quest&o
envolvendo claramente a tese ja exposta em outra ocasido, e nesta oportunidade,
também, no que concerne a prevencdo de doenca sexualmente transmissivel
(Araujo, 2012, Pimentel, 2012, Rios, 2013). A questdo da ciéncia paradigmatica, que
se reveste de responsabilidade social e de cidadania, ndo pode deixar de lado o
aspecto verdadeiramente valioso do conjunto da investigacdo sobre a possibilidade
de transmissédo sexual da infecdo pelo T. cruzi. Mesmo porque é fundamental que
fique registrado aqui o fato de que a descoberta cientifica original foi possivel gracas
ao estudo iniciado ha seis anos nas familias dos municipios de Breves e Barcarena
no Estado do Pard. A esse respeito, existem os registros do casos agudos no
Hospital de Clinicas Gaspar Vianna e nos assentamentos do PECdCh/SESPA/2007.

Ao analisarmos os exames cardioldgicos aplicados no estudo, destacamos o
eletrocardiograma, que é o exame mais amplamente utilizado na pratica clinica e
nos estudos populacionais, em decorréncia de sua praticidade, baixo custo e
inestimavel valor no diagndstico de grande variedade de condi¢cBes cardiacas. E
considerado o método mais direto para avaliar os distarbios de conducao e arritmias
cardiacas. Quando associado a outros métodos diagnosticos, sua acuracia aumenta
e revela lesbes clinicamente despercebidas (Valério e cols, 2011). Nos grupos
estudados, foram realizados 238 eletrocardiogramas e encontrados 57 laudos

alterados, dentre estes poucos caracteristicos da doenca de Chagas.

Como observado, a maioria dos laudos eletrocardiograficos foi normal,
mesmo nos grupos de individuos infectados, ou seja, G1 e G2. Isso denota que a
maioria da populacdo dos chagasicos avaliados ainda esta provavelmente na fase
indeterminada da doenca. A fase indeterminada conceitua-se pela positividade de
exames sorologicos e/ou parasitologicos para T. cruzi, auséncia de sinais e sintomas
da doenca, eletrocardiograma e exames radiolégicos (coracdo, esbéfago e célons)
normais (Ribeiro & Rocha, 1998). Em estudos longitudinais a prevaléncia de
pessoas na fase indeterminada alcanca 52,5 % (Macédo, 1999). Em nosso estudo,
entre os 265 individuos o diagnostico soroldgico foi positivo em 31 casos (11,7%).
Porém, com os resultados dos testes de nDNA, esse percentual eleva-se para
32,5%. A diferenca pode ser explicada pela escolha da amostra de acordo com a



89

conveniéncia do estudo. Este estudo revela que a maioria dos individuos positivos
no teste nDNA nao tinha alteracdes radioldégicas ou de exames de avaliagdo de
funcdo cardiaca e, portanto, o significado deste achado no que concerne a
morbidade ainda é desconhecido, em provavel fase indeterminada. Entretanto, &
importante observar que grande parte da populagcdo da pesquisa concentra-se nas
faixas etérias abaixo de 35 anos de idade.

Em nossa amostragem, no grupo G3, ou seja, individuos sem a infeccédo e
portadores da mutacdo de kDNA, 24 eletrocardiogramas estavam alterados. Quando
aplicado o teste estatistico, o grupo G2 (nDNA e kDNA positivos, sorologia negativa)
teve 3,9 vezes mais chances de apresentar alteracédo no exame do que o grupo G3.
Esta observacdo sugere que a alteracdo do eletrocardiograma nesses grupos
provavelmente possa estar relacionada a idade, visto que se trata de algum tipo de
alteracado fisiologica. Entdo, qualquer andlise estatistica tem valor capital quando
precedida pelo justo critério de julgamento com base no conhecimento.
Considerando que as alteracdes eletrocardiograficas foram encontradas no grupo
G2 (com infeccéo ativa), o significado da presenca do parasita na fisiopatologia das
alteracdes do ECG precisam ser consideradas vis a vis dos demais Grupos de
Risco. Por exemplo, ndo foi encontrada diferenca estatistica significante entre o
grupo G1 com todos os exames positivos e 0 grupo G2 somente com sorologia
negativa. Ou seja, os numeros s6 fazem sentido quando precedidos de julgamento
correto, quando se tem uma amostragem robusta com muitos casos em todos 0s

Grupos de Risco, com distribuicdo pareada pelos grupos etérios.

Esses resultados sédo concordantes com a maioria dos estudos populacionais
(Lauria-Pires e cols, 2000; Castro e cols, 2001) que mostram indices mais elevados
de alteracdes no eletrocardiograma no grupo de infectados. No estudo caso-controle
nas comunidades Wichi e Creole, na Argentina, os eletrocardiogramas alterados no
grupo de infectados foram respectivamente 26,9% e 33,1% contra 17,1% e 21,6%
nos controles daquelas comunidades (Moretti e cols, 2010). Entretanto, alteracdes
eletrocardiogréficas em criangas em idade escolar, sem manifestacdo da fase
aguda, foram registradas em trés municipios rurais de Goias, quando cinco novos
casos de alteracdes eletrocardiograficas surgiram em 36 meses de seguimento,

sugerindo elevado indice de infec¢cdo naquelas comunidades (Andrade e cols, 1998).
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Em geral, o inicio das manifestac@es clinicas e eletrocardiogréficas ocorre por
volta da terceira a quarta décadas de vida (lanni e cols, 2001; Valerio e cols, 2011).
Os dados apresentados aqui revelam que a maioria dos eletrocardiogramas
alterados ocorreu nos adultos (20 aos 59 anos), mas as diferencas nos Grupos de
Risco ndo tiveram significado estatistico. Nos idosos, a diferenga entre os laudos
normais e alterados foi pequena, como esperado, pelas comorbidades comuns nesta

faixa etéria (Lorga, 2002; Kawabata—Yoshihara e cols, 2009).

Dentre as alteracbes eletrocardiograficas observadas, os sinais de
repolarizacao precoce (RP) ocuparam 35% dos laudos, com 20 exames. Apesar do
namero expressivo, esta alteracdo no eletrocardiograma nado representa patologia
propriamente dita, sendo considerada uma variante da normalidade e encontrada na
maioria das vezes em pessoas treinadas fisicamente, em jovens e atletas (Pastore,
2009).

Em decorréncia do processo inflamatério, destruicdo do miocérdio e reparo
pela fibrose, a cardiopatia chagésica crénica (CCC) tem nos disturbios de conducéo
atrioventricular e intraventricular, conhecidos como bloqueios, as principais
consequéncias da miocardiopatia (Marin-Neto e cols, 2007; Machado e cols, 2013).
Nas fases iniciais da infeccdo, os bloqueios ja podem ser detectados, mas é na fase
crénica cardiaca que sao reconhecidos com maior frequéncia na doenca de Chagas.
Particularmente, o bloqueio do ramo direito (BRD) e o blogueio fascicular
denominado bloqueio divisional antero-superior esquerdo (BDASE) s&do mais
frequentes na cardiopatia chagasica que em outras doencas do coracao (Pimenta e
cols, 1999).

Em nossa amostragem, os BRD foram os disturbios mais frequentes (16
casos, 28%). Em dois casos (3,5%), os bloqueios estavam associados a
extrassistole ventricular (EV) isolada e BDASE. As alteracbes difusas da
repolarizacao ventricular esquerda (ADRVE) foram registradas em 8 casos (14%),
como manifestacdes inespecificas, mas presentes frequentemente em portadores da
doenca de Chagas. Esses dados estdao de acordo com estudos longitudinais de
cardiopatia chagasica, que mostraram alta prevaléncia de BRD (Lauria —Pires e cols,
2000; Castro e cols., 2001; Lana e cols., 2009). Em S&o Paulo, dentre os 499
candidatos a doacdo de sangue, com sorologia positiva para T.cruzi, o

eletrocardiograma mostrou que BRD e BDASE foram frequentes (Ribeiro e cols,
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2013). Em nosso estudo, entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa dos bloqueios entre os Grupos de Risco para doenca de Chagas.

Na amostragem PA foi detectada onda delta em individuo de 58 anos de
idade, com o diagndstico de sindrome Wolf Parkinson White (WPW) intermitente. Até
0 momento ndo se tem conhecimento na literatura a respeito da associagéo entre a
sindrome WPW com a doenca de Chagas. E de conhecimento que esta sindrome
tem carater hereditario autossémico recessivo, observada na cardiomiopatia
hipertréfica, associada a defeito genético no cromossomo 7 (Mateos & Mateos,
2004). O referido individuo pertence ao Grupo de Risco G2 e apresentou taquicardia
supraventricular sustentada (TSVS) durante o teste ergométrico e apenas trés
extrassistoles no holter de 24h, entretanto néo foi possivel detectar em qual gene ou
cromossomo a integracdo de kDNA estava associada por nao ter sido possivel

realizar a clonagem e sequenciamento do material genético do paciente.

Um caso de extrassistole ventricular isolada associada ao BDASE, e um caso
de fibrilacdo atrial (FA) associada a ADRVE, foram registrados em idosos da
amostra MG/GO, dos grupos de risco G1 e G2, respectivamente, sugerindo CCC. A
presenca de FA na populacéo de idosos é frequente, com idade média de 75 anos,
cuja incidéncia dobra a cada década de vida (Lorga, 2002). Fatores de risco
independentes como insuficiéncia cardiaca, hipertensao arterial, doenca orovalvar e
infarto do miocardio precipitam o aparecimento da arritmia (Downs e cols, 1998),
assim como o hipotireoidismo, muitas vezes subclinico nos idosos, o aumento do
atrio esquerdo e a hipertrofia miocardica (Shepherd e cols, 1995). Na CCC, o
diagndstico de FA piora o progndéstico, haja vista ser responsavel pela precipitacéo
de eventos tromboembdlicos, causas importantes de morte subita e acidentes
vasculares cerebrais (AVC) nesta populacdo (Rassi Jr e cols, 2001; Oliveira-Filho J e
cols., 2005). Em estudo do tipo caso-controle, com 101 pacientes admitidos em
servico de urgéncia com diagndéstico de AVC, apos analise multivariada, historia de
AVC prévio, FA e sorologia positiva para T. cruzi mostraram-se fatores

independentemente associados a eventos cardioembdlicos (Paixao, 2007).

A frequéncia cardiaca (FC) da populacdo do estudo foi avaliada por meio da
amostragem do eletrocardiograma de repouso de doze derivacdes, cujo valor medio
encontrado foi 74 bpm, considerado normal segundo os critérios da Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SBC) (2009). Como néao fez parte de nossos objetivos
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avaliar a presenca de disfuncdo do sistema nervoso autondmico nesta populacao,
ndo foram realizadas medidas de variabilidade da frequéncia cardiaca, dentre outros
valores observados em exames mais apropriados para essa finalidade. Entretanto, &
importante que seja enfatizada a importancia da disautonomia na fisiopatogenia da
doenca de Chagas. Autores consagrados no estudo anatomopatol6gico e funcional
do sistema nervoso autondémico demonstraram que mesmo em fases precoces da
infeccdo ja existe destruicdo neuronal e ganglionar, com preferéncia ao sistema
nervoso parassimpatico (Kdberle,1959; Junqueira Jr. e cols, 1985, 1990, 2002, 2006,
2012; Amorim e cols, 1982; Marin-Neto, 1998)

As taquicardias sdo descritas com frequéncia na fase aguda da doenca de
Chagas, em decorréncia da miocardite, liberacdo de catecolaminas circulantes e
febre, como resposta a qualquer processo infeccioso agudo (Rassi e cols, 2000). Ja
na fase crbnica, o processo inflamatorio persiste e com o consequente reparo do
miocardio por tecido fibroso ocorre destruicdo das miofibrilas e do tecido excito
condutor cardiaco ocasionando disturbios do ritmo e da conducao cardiaca. Com o
acréscimo da desnervacdo neuronal, os diagnésticos de bradicardia sinusal e
bloqueios atrioventriculares (BAV) sao frequentes, sendo responsabilizados por
elevados indices de mortalidade nesta populacdo (Santos, 2009). Em nossa
amostragem, entretanto, a presenca de taquicardia sinusal (TS) foi em pequeno
namero e em idades tenras, possivelmente correlacionadas a ansiedade no
momento da avaliacdo clinica e a faixa etaria mais jovem, e a bradicardia sinusal
(BS) foi mais frequente nos grupos G3 e G4, portanto sem correlacdo com a
infeccdo chagasica, outras patologias, uso de substancias ou iatrogenias.

Parametros do Intervalo QT séo potenciais marcadores de arritmogenicidade
e risco de morte subita em diferentes faixas etarias e condi¢cdes clinicas,
especialmente nas sindromes genéticas como a sindrome do QT longo e nas
deficiéncias dos canais idnicos (Maia e cols, 1998; Salles e cols, 2003; Akalin e cols,
2004; Bluzaité e cols, 2006). No entanto, em nosso estudo, as medidas do intervalo
QTc e do espago PR calculadas pelo eletrocardiograma visaram avaliar a qualidade
da repolarizacédo ventricular e suposto inicio de disautonomia cardiaca, embora o
recurso utilizado néo tenha sido o mais adequado. As médias do intervalo QTc e do
espaco PR foram calculadas (respectivamente 0,313 £+ 0,03 e 0,136 + 0,028), mas
apenas o aumento do intervalo PR teve diferenca estatistica nos grupos G2 e G3,
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sem significado clinico evidente até a presente avaliacdo. Entretanto, ha a
necessidade de medidas de variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio de
tempo, como SDNN, SDANN e no dominio de frequéncia, como RMSSD e pNN50,
calculadas no holter 24h (Task Force, 1996) e no eletrocardiograma de alta
resolucdo (ECGAR) que detectam diferencas de potenciais eletrofisiolégicos
relativos ao tonus parassimpdtico, bem descritos na literatura (Ribeiro e cols, 2002;
Vasconcelos & Junqueira Jr., 2009; 2012).

Com o objetivo de avaliar a resposta clinica e hemodinamica adaptativa do
individuo ao estresse provocado por esfor¢co fisico, o teste ergométrico (TE) é o
exame que possibilita esses parametros fisiologicos, assim como detecta distarbios
derivados de cardiopatias algumas vezes subclinicas. Segundo as Il Diretrizes da
SBC sobre teste ergométrico, o exame na cardiomiopatia chagasica pode ser
realizado com protocolos convencionais, sendo que a presenca de arritmias
ventriculares no eletrocardiograma de repouso nao impede a realizagdo do exame
(Meneghelo e cols, 2010).

Uma das principais justificativas para a aplicabilidade do TE na doenca de
Chagas é a necessidade de avaliar o prognéstico do individuo frente ao
desencadeamento de arritmias ventriculares. A ocorréncia de taquicardia ventricular
esforco-induzida, caracterizada como arritmia ventricular complexa (extrassistoles
ventriculares polimérficas, pareadas, ou taquicardia ventricular sustentada ou néo
sustentada) apresenta valor prognostico definido em chagasicos com ou sem
cardiopatia aparente (Ribeiro &Rocha, 2000). De Paola e cols. (1995) registraram
aumento da incidéncia de morte subita em chagésicos que apresentaram taquicardia
ventricular (TV) durante a realizagdo do teste ergométrico em comparacdo com
pacientes que ndo manifestaram essa arritmia. Viotti e cols (2006) documentaram o
surgimento de arritmias ventriculares complexas em fases precoces da cardiopatia
chagéasica, chamando a atencdo para 0 seguimento cuidadoso desses pacientes a

longo prazo.

Em nossa amostragem, a incidéncia de arritmias ventriculares no teste
ergométrico foi muito baixa havendo apenas a ocorréncia de um episoédio de
taquicardia ventricular sustentada em uma paciente de 83 anos de idade, do Grupo
de Risco G1, residente em Barcarena/PA e portadora de outras comorbidades, como
hipertensdo, obesidade e diabetes. Outro episddio de taquicardia, porém
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supraventricular sustentada ocorreu no individuo de 56 anos de idade portador da
sindrome WPW pertencente ao Grupo de Risco G2 e residente na mesma
localidade. O registro de extrassistoles ventriculares (EV) foi observado em apenas
6 individuos em toda populacdo, todas classificadas como monomorficas, sem
diferencas estatisticas entre os grupos de risco, porém com predilecao a faixa etéria
dos adultos e idosos. Houve um caso de insuficiéncia coronariana em individuo
masculino de 60 anos de idade, do Grupo de Risco G2 e também procedente de
Barcarena/PA, o qual foi submetido a cineangiocoronarioplastia com colocacdo de

stent na coronaria descendente anterior com sucesso, na FHCGV.

Portanto, em nossos resultados, conforme a maioria dos laudos dos testes
ergométricos considerados normais (206, 92,8%), podemos refletir consideravel
baixa morbidade no universo estudado. Quando esses resultados foram comparados
com os Grupos de Risco, 0 grupo que apresentou maior nimero de exames normal
foi 0 G3, com 118 exames. Os dados acima, novamente, remetem a possibilidade
dos grupos de infectados estarem na fase indeterminada da doenca. Estudos
baseados nesta condicdo clinica que utilizaram o TE como parametro de avaliacédo
prognostica tiveram dificuldades em padronizar resultados, fato decorrente de
intensa heterogeneidade nessa populacdo (Marin-Neto e cols, 2000). Entretanto,
quando associado a outros métodos diagnosticos, como o holter 24h, o valor de
acuracia do TE aumentou consideravelmente na deteccao de arritmias e se revelou
como importante fator preditivo de morte subita nos portadores da infeccao
chagasica (Pedrosa & Campos, 2004). A combinacdo de outros marcadores, como
medidas da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE), observadas no
ecodopplercardiograma (Mady e cols., 2005), assim como estudos da fungao
diastolica do ventriculo esquerdo associadas a capacidade fisica cardiovascular
melhoram o poder de acuracia na deteccdo prognodstica neste grupo de pacientes
(Lima e cols., 2010).

Com o intuito de avaliar a capacidade funcional da populagcdo do estudo,
frente ao esforco fisico, foi analisada a média total dos valores de VO2 maximo
mensurado durante a realizacdo do esforco em esteira ergomeétrica, ao nivel de 85 a
100% da frequéncia cardiaca maxima, com duragdo em média de 8 a 10 minutos de
exercicio, com protocolos especificos. De acordo com a New York Heart Association

(NYHA), o individuo pode ser classificado funcionalmente conforme os sintomas
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apresentados nas atividades do cotidiano, utilizando-se como instrumento a
anamnese, a qual tem baixa reprodutibilidade e sujeita a resultados conflitantes, cujo
meétodo nédo foi aplicado em nosso estudo (Bennett e cols., 2002; Bocchi e cols.,
2009).

A recomendacéo ideal para a avaliagdo objetiva da capacidade funcional é a
dosagem direta do VO2 méaximo por meio da ergoespirometria (Meneghelo e cols,
2010; Macko e cols., 2010; Pereira e cols., 2012). O VO2 maximo € a medida da
maior quantidade de oxigénio consumida durante a realizacdo de esforco fisico
dindmico, envolvendo uma grande massa muscular corporal. E o resultado do
produto do débito cardiaco da diferenca arteriovenosa. Embora seja medido em
litros/min, € usualmente expresso em quilogramas de massa corporea (Froelicher e
cols.,1998; Tebexreni e cols., 2001). Em nosso estudo, entretanto, a medida do VO:
méaximo foi indireta, com a utilizacdo de férmulas padronizadas conforme o protocolo
adotado, a partir do ajuste para o peso e idade de cada individuo. Apesar de nao ter
a mesma qualidade de precisdo que o teste de esforco cardiopulmonar, os
resultados podem ser extrapolados para a pratica clinica, haja vista o TE ser um
exame de custo financeiro mais acessivel, sem a necessidade de treinamento

técnico tdo especifico quanto a ergoespirometria (Meneghelo e cols, 2010).

Como observado em nossos dados, a média do VO2 maximo para todos 0s
participantes foi 38,03 mL/Kg/min, com desvio padrdo de = 13,28. O grupo G4
apresentou a maior média de VO2 Maximo, com 46,13+12,57 mL/Kg/min e os
grupos G1 e G2 tiveram resultados semelhantes. O grupo de menor valor foi o G3,
com 33,96 + 9,13 mL/Kg/min, cujo resultado apresentou diferenca estatistica
significante em relagdo aos demais grupos. Esses resultados supdem que a
populacao estudada seja considerada dentro da faixa considerada ativa, segundo a
classificagdo da American Heart Association (AHA), com marcante diferenca no
grupo sem a presenca da infeccdo e da mutacdo isolada, apesar do numero
reduzido de participantes. Entretanto, € de amplo conhecimento que os valores de
VO2 méaximo podem ser influenciados por fatores ndo cardiacos, tais como o
condicionamento fisico, idade, massa corporal e género (Macko e cols., 2010; Herdy
& Uhlendorf, 2011).

Na pratica clinica e desportista, utiliza-se o equivalente metabdlico (MET),
relacionado diretamente ao tipo de atividade fisica para avaliar a capacidade
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funcional, o qual representa o consumo de Oz em repouso e 1 MET equivale a 3,5
ml.kgt.mint, o qual sofre as mesmas influéncias cardiacas e néo cardiacas do VO2
maximo nas analises (Balady e cols, 2003). Assim, em nossa amostragem, 0S
valores foram concordantes aos achados nos Grupos de Risco em relacdo ao VO

m, com o destaque para o G4, que obteve a melhor performance.

Ao analisarmos a incidéncia das arritmias em nossa amostragem, o holter 24h
foi o exame que demonstrou maior incidéncia das mesmas em comparagdo com 0
eletrocardiograma e teste ergométrico. O holter € o método de escolha para esta
finalidade pela possibilidade em reproduzir a andlise eletrocardiografica em
diferentes situagBes corriqueiras do individuo (Grupi e cols, 1994; Lorga Filho e
cols., 2013), além da possibilidade do registro de sintomas correlatos, capazes de

influenciar no prognéstico do chagasico (Leite e cols., 2001).

Sua utilidade na avaliagcdo da doenca de Chagas tem sido de extrema
importancia, em todas as fases da doenca. Na fase indeterminada pode corroborar
na liberacdo do individuo a pratica de atividade fisica ou laboral que supostamente o
diagnéstico soroldgico impunha discriminagéo, entretanto, com o advento da analise
da funcdo autondémica, é possivel predizer com maior fidelidade os individuos com
risco elevado de taquiarritmias ventriculares graves e fatais, mesmo em individuos

com funcéo ventricular preservada (Menezes Jr. e cols, 2000; Meireles, 2010)

Na andlise de nossos resultados, diferentemente dos demais exames até
entdo apresentados, a maioria foi de alterados, com 167 (79,9%) exames. Este fato
pode ser atribuido a acurdcia do exame no registro das alteracdes
eletrocardiograficas e a elevada frequéncia de extrassistoles supraventriculares
(ESV), isoladas (97, 58,1%) ou associadas as extrassistoles ventriculares (EV), com
48 (28,7%) exames.

Apesar da elevada incidéncia de arritmias, as EV sdo as arritmias mais
descritas na evolucao clinica da miocardiopatia chagasica, presentes desde fases
precoces da cardiopatia cronica até as mais avancadas, quando se tornam
complexas, polimoérficas e bigeminadas (Marin-Neto e cols., 2000). Entretanto, é
descrito na literatura que até 50% da populacdo em geral pode apresentar EV sem
correlacdo com processos patolégicos, cujo aumento da incidéncia pode ser

percebido com a idade (Barret e cols, 1981; De Paula e cols, 2007). De fato, em
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nossa amostragem, apesar da frequéncia consideravel (66, 39,5%) a maioria ficou
concentrada nos grupos G3 e G4, em assintomaticos, na faixa etaria dos adultos,
classificadas como monomorficas, isoladas, com densidade média de 4,26+ 10,81/h,

considerados infrequentes (Myerburg e cols, 1984).

O achado de taquicardia ventricular no holter 24h, especialmente a
taquicardia ventricular sustentada (TVS), quando as ectopias ventriculares ocorrem
conceitualmente com frequéncia acima de 30 segundos, o0 prognéstico do portador
da infec¢do por T. cruzi torna-se reservado, com risco elevado de morte subita
(Pedrosa & Campos, 2004). Quando associados a disfuncdo ventricular esquerda
e/ou a presenca de aneurisma ventricular de vortice, a taxa de mortalidade torna-se
extremamente elevada (Barbosa, 2007; Carvalho Filho e cols., 2007). Em nossos
resultados, ndo houve registro de TVS ou TVNS no holter 24h, mesmo na populagéo

mais idosa, no individuo portador da sindrome WPW ou nos grupos G1 e G2.

A utilizacdo do ecodopplercardiograma nos portadores da infeccdo por T.
cruzi é fundamental para a classificacao clinica e prognéstica do individuo. Por meio
das andlises da funcéo sistolica e diastolica € possivel reconhecer com precisédo as
principais caracteristicas morfolégicas e funcionais descritas na doenca de Chagas
(Andrade e cols, 2011). Dentre estas, estdo as discinesias e/ ou acinesias
segmentares, com incidéncia em torno de 15 a 20% dos portadores da CCC, a
formacdo aneurismatica na ponta do ventriculo esquerdo, com frequéncia estimada
de 50 a 60%, além da ocorréncia de hipocinesia difusa, nas fases mais avancadas
da moléstia, contribuindo para o agravo da sobrevida desses pacientes (Acquatella,
2007).

Em nossa amostragem, do total de 216 exames, obtivemos 64 (29,6%)
ecodopplercardiogramas alterados, especialmente na faixa dos adultos, ou seja, de
20 a 59 anos de idade, com distribuicdo homogénea em todos os Grupos de Risco,
portanto sem significado estatistico relevante. De acordo com a literatura, em geral a
partir da quarta década de vida sdo diagnosticadas as anormalidades descritas
acima, mesmo na forma indeterminada da doenca (lanni e cols, 2001). Entretanto,
conforme nossos resultados, dentre as alteragcbes descritas nas populacoes
estudadas, as de maior repercussédo foram as valvulopatias, responsaveis por 46
(72%) exames dentre os 64 exames alterados, representando 21,3% dos 216

exames realizados, de carater fisioldgico, ou seja, sem repercussao hemodinamica
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ou sinais importantes de degeneracdo, com envolvimento principal das valvulas

mitral e tricispide.

Os trabalhos na literatura que descrevem disfuncdes nas valvulas cardiacas
no decurso da cardiomiopatia chagasica geralmente sdo da fase aguda, cujo
processo inflamatério propicia edema e congestdo das cuspides, assim como
efusbes pericardicas, algumas vezes de evolucédo fatal nesta fase da doenca (Pinto
e cols, 2001, 2004, 2008; Albajar e cols, 2003; Moraes e cols, 2003). Na CCC, cuja
fiborose primariamente focal progride atingindo variados segmentos das quatro
camaras cardiacas, a consequente dilatacdo das mesmas resulta na incompeténcia
valvular, ocasionando aumentos na pressao venopulmonar e consequente aumento

da mortalidade (Barbosa e cols., 2011).

A funcdo ventricular esquerda foi avaliada por meio da mensuracdo dos
indices da FEVE e DDVE. A média dos valores de FEVE de todos os Grupos de
Risco foi 68,77 + 5,00, sem diferenca estatistica significante. Esses indices refletem
a auséncia de disfuncéo ventricular sistolica, cujos valores estao classificados dentro
dos limites da normalidade (Douglas e cols., 2011). Segundo estudos de Mady e
cols. (1994), a FEVE foi importante indice para andlise de sobrevida em insuficiéncia
cardiaca por doenca de Chagas. Esses resultados, portanto, atribuem a nossa
amostragem bom progndstico. Do mesmo modo, apesar de ter ocorrido diferenca
estatistica significativa entre os grupos infectados (G1 e G2) com os nao infectados
(G3 e G4) em relacdo aos valores médios de DDVE, os resultados revelados estédo

na faixa da normalidade.

A disfuncao diastolica foi observada em 10 exames, representando 4,6% dos
216 ecodopplercardiogramas realizados e 15,6% dentre os 64 exames alterados,
todas classificados segundo Nishimura e cols. (1989) em grau |, com predile¢do aos
adultos e aos grupos G3 e G4. Estudos tém demonstrado que a disfuncéo diastélica
precede a disfuncédo sistélica em individuos portadores da doenca de Chagas,
embora a prevaléncia dessa alteracdo seja relevante na populacdo saudavel.
Fatores como frequéncia cardiaca, pressao atrial e pré-carga podem influenciar os
parametros medidos no Doppler pulsado (Combellas e cols., 1985; Marques e cols.,
2006; Acquatella, 2007). Como nosso objetivo nao foi avaliar com maior preciséo a

funcdo diastolica, ndo foram utilizadas medidas de Doppler tissular, consideradas
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mais adequadas para esta finalidade (Barros e cols., 2001; Migliore e cols., 2003;
Nascimento e cols., 2008).

As manifestacdes clinicas observadas no curso da infeccdo pelo protozoario
T. cruzi tém sido bem documentadas assim como suas caracteristicas aprimoradas
com o avanco da tecnologia propedéutica. Entretanto, os mistérios que cercam a
fisiopatogenia da infecgao ainda tém aspectos controversos e muitas questdes sem
solucdes. A teoria da autoimunidade, apontada ha quatro décadas, vem despertando
interesse que supostamente vai além da complexidade imunologica. A visualizacéo
em cortes histopatologicos de fibras miocérdicas lisadas por células efetoras do
sistema imune do hospedeiro, células T CD4s e CDs, sem a presenca do parasita,
apontam para o conceito de unidade minima de rejeicdo. A miocardite difusa e
fibrosante € o resultado da coalescéncia de varias unidades minimas de rejeicao
observadas na miocardite chagéasica crbnica (Santos - Buch e Teixeira, 1974;
Teixeira e cols. 1975,1994, 1999, 2007).

Em estudos realizados com aves (Gallus gallus) pela equipe do LMPdC/UnB,
foi observado importante aumento (3vezes) do tamanho cardiaco comparado a ave
controle da mesma idade e peso. As galinhas morreram de faléncia cardiaca, com
dispnéia, cianose, efusbes pleural e peritoneal, semelhantemente aos achados
descritos no ser humano. O eletrocardiograma demonstrou desvio do eixo para a
esquerda e a radiografia toracica o aumento da silhueta cardiaca (Teixeira e cols,
2011). Neste estudo foi realizada investigacdo da integracdo de minicirculos de
kKDNA no genoma da ave e o resultado foi o ja previsto em documentacdes prévias
como em macrofagos (Argafiaraz, 1996), coelhos (Nitz e cols, 2001) e camundongos

(Simbes-Barbosa e cols, 2006).

O achado de alteracdes genotipicas resultantes da integracdo de minicirculos
de kDNA no modelo experimental da galinha foi adequado para a concepg¢édo do
processo autoimune observado na auséncia de parasita. Como € de conhecimento,
as aves sao refratarias a infeccado do T. cruzi em decorréncia de imunidade inata. A
integracdo de KDNA no genoma das galinhas mostrou variabilidade nos loci,
demonstrando grande vulnerabilidade do hospedeiro a mutagénese de KDNA. A
ruptura de diversos genes resulta na tolerancia propria e permite a rejeicao

autoimune dos tecidos como a miocardite chagésica (Teixeira e cols, 2011a).
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O fenbmeno da TGL no genoma, ou seja, a transferéncia de material genético
de um organismo para o0 outro gera complexidade genotipica e fenotipica na
evolucdo dos seres vivos (Teixeira & Nitz, 2007). A mutacdo de KDNA é um
fenbmeno de TGL e pode suscitar a diferentes respostas nos genes atingidos e
lesionados, com correspondente manifestacdo cinica variada, observada na doenca
de Chagas. Como observado em animais, a possibilidade de TGL em humanos foi
suscitada. Conforme resultados de Hecth e cols. (2010), foi documentado em cinco
familias de diferentes ecossistemas a integracdo de minicirculos de kDNA no
genoma dos integrantes de varias geracfes, inclusive sem a presenca de DNA
nuclear, sugerindo a possibilidade de transferéncia via placentaria e/ou sexual. O
principal elemento integrado foi o LINE -1, em 65% dos casos, que é classificado
como retrotransposon e ocupa 17% do genoma humano (Babushok & Kazazian,
2007). Os retrotransposons séo elementos que tém grande mobilidade no genoma e
podem criar novos genes, pseudogenes, destruicdo de genes e alterar a expressao
dos mesmos (Januszyk e cols, 2007), o que pode ser responsavel pela grande

variedade de manifestacdes clinicas na doenca de Chagas (Musova e cols, 2006).

Nosso estudo teve parte dos resultados laboratoriais de Hecht e cols (2010)
associados as manifestacdes clinicas nos exames cardiovasculares. Estes foram os
representantes dos Estados de Goias e Minas Gerais, com 36 participantes. Estudo
semelhante foi elaborado com os representantes de Para (Araujo, 2012), dos quais
fizeram parte desta Tese em nosso estudo 95 integrantes. Os resultados do estudo
no Para foram semelhantes ao anterior com relacdo a mutacdo de kKDNA, cujo
principal sitio foi LINE-1 em 70% dos casos, em 83,3% no gene olfatério OR-17 e

36,2% no cromossomo X.

Como nosso objetivo principal foi a associacdo das mutacdes de KkDNA no
genoma humano com as manifestagdes clinicas, foram analisados resultados
laboratoriais dos estudos de Hecth e cols.(2010) e de Araujo (2012). A analise levou
em consideracdo principalmente as alteragfes observadas nos exames clinicos
(eletrocardiograma, ecodopplercardiograma, teste ergométrico e holter 24h) em

associacado com a frequéncia das integragcdes nos cromossomos e Nos genes.

Das principais alteracdes observadas no eletrocardiograma, o BRD foi
relevante como manifestacao frequente descrita na doenca de Chagas, sendo as
demais sem importancia significativa. Dentre os BRD da amostragem do PA e
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MG/GO, a maioria foi associada ao cromossomo X, com 14 (29%) manifestacoes,
seguidos pela ocorréncia em cromossomos indeterminados com a frequéncia de 7
(14,6 %) e no cromossomo 7 com 6 (12,5%) mutacdes. Dentre os loci observados na
populacdo do Para, 17 estdo associados ao retrotransposon LINE-1 e 5 ao gene
olfatério OR 1-17.

Na observacédo dos laudos alterados no teste ergométrico do PA e MG/GO, o
cromossomo X foi o mais incidente, com 7 (36,8%) ocorréncias, seguidos pelos

cromossomos 8 e 15, com 3 (15,8%) ocorréncias em cada.

Quanto ao ecodopplercardiograma, os cromossomos X e 7 foram os de maior
frequéncia, com 27 (37,5%) e 10 (13,9%), respectivamente.

Em relacdo ao holter, como as densidades das arritmias (ES e ESV) foram
consideradas semelhantes a populacdo saudavel (<15/h), e a distribuicdo foi
praticamente uniforme e elevada, ndo fizemos a associagcdo com 0S genes e ou

cromossomos observados nas mutagoes de kDNA.
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7 CONCLUSAO

A cardiomiopatia chagésica tem desfecho inesperado, resultante de multiplos
fatores que convergem para a descompensacao da fisiologia cardiaca. Certamente,
os fatores genéticos, imunolégicos e parasitologicos se associam para criar as
condicdes de ultrapassagem do equilibrio homeostatico do sistema cardiovascular.
Quando isso acontece, geralmente, o substrato anatomopatolégico da lesao
cardiaca é a inflamacdo autoimune do miocardio, quando os linfécitos citotoxicos
efetores destroem o miocéardio, na auséncia do parasito nas lesdes. Até agora néo
foram identificados fatores preditivos de descompensacdo da fung¢do cardiaca no
chagasico. Nosso estudo avaliou os achados clinicos de diferentes populacdes e os
associou aos grupos de individuos com a presenca do parasita e com 0S que
continham somente a mutacdo de minirculos de kDNA. Os resultados revelaram
similaridade entre os grupos, fato que pode ser atribuido ao desenho transversal do
estudo, assim como a necessidade da ampliacdo dos componentes de cada grupo.
Portanto, para a andlise efetiva do comportamento clinico-patologico daqueles que
apresentaram a integracdo de minicirculos de kDNA diante da complexidade de
eventos gendmicos revelados, a probabilidade de caracteristica de baixa morbidade
na populacdo humana é razoavel, entretanto, torna-se necessario um estudo cujo
acompanhamento a médio e longo prazos possam responder algumas questdes ou
futuras associacdes especificas no genoma que possam revelar caracteristicas

apropriadas ao entendimento clinico e fisiopatoldgico na doenca de Chagas.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Familias Para).
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TITULO: Associagéo de loci das mutagdes de kDNA de T. cruzi no genoma com progndstico do chagasico.
Informacao ao paciente

NOs estamos pedindo seu consentimento para participar voluntariamente em um estudo sobre a
Doencga de Chagas. Nés queremos saber como a pessoa que tem a infeccao pode ter sua salde alterada.
Para isso nés precisamos estudar suas células, onde pode ocorrer a alteragdo. Talvez essas alteracdes
estejam associadas com as queixas em algumas pessoas. Nos |he pedimos para participar desse estudo
porque sabemos que alguém de sua familia tem a doenc¢a de Chagas.

Se vocé decidir participar neste estudo, nds lhe perguntaremos sobre seus filhos e netos; onde
VOCé nasceu e sua exposi¢ao ao “barbeiro”, sobre seu trabalho e o nimero de pessoas que vivem em sua
casa. NOs tomaremos sua pressao e pulso, e nds faremos eletrocardiograma para analisar a fungéo do seu
coracdo. Quando necessério, sera feita monitoracdo do coragdo por 24 horas. NOs tiraremos duas
amostras de sangue de uma veia de seu brago. Isto pode causar um pequeno desconforto passageiro. Aos
homens com alguma alteracdo comprovada nés pediremos a doacao de uma amostra de seu esperma que
sera obtido por masturbacdo. Nés lhe daremos os resultados dos exames para vocé mostrar ao seu
médico, se vocé quiser. Vocé podera desistir e se retirar do estudo a qualquer momento, sem prejuizo dos
cuidados médicos da equipe do estudo. Esta consulta ndo serd paga por vocé e ndo esta sujeita a
cobranca de qualquer natureza. N6s ndo garantimos que haverd um beneficio direto do estudo para vocé.
Mas n6s podemos garantir que o estudo é sigiloso e que nem mesmo a inicial do seu nome aparecera em

qualquer comunicagéo sobre esse assunto.
Deciséo do paciente

Depois de ter lido e/ou ouvido a informagé@o que me foi passada, eu sei 0 que significa o estudo
proposto pelos Professor Antbnio Teixeira, da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, e Dra.
Adriana Almeida, médica cardiologista, deixo registrado aqui que a minha deciséo de participar neste
estudo é voluntaria e tem a importancia de colaborar com a pesquisa para conhecer a doenga de Chagas.
Eu sei também que a minha participacdo pode ser interrompida por mim a qualquer momento apés o inicio

do estudo, sem prejuizo para meu atendimento pela equipe médica da institui¢éo.

A minha assinatura ou impresséo digital testemunhada indica que fui eu quem decidiu participar
nessa pesquisa e que eu li e/ou me foi dado conhecimento sobre o estudo, sendo que eu entendi tudo da

forma explicada acima. Uma cépia deste documento ficara em meu poder.

Belém, de de 200 .

Dra. Adriana de J. B. de Almeida / CRM 5754 PA /(HCGV) - Fones para contato: (91) 96111152/4005
2553.

VOLUNTARIO: PESQUISADOR:



119

APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do DF.
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TITULO: Associagéo de loci das mutagdes de kDNA de T. cruzi no genoma com prognéstico do chagésico.
Informacéo ao paciente

Estamos pedindo seu consentimento para participar voluntariamente em um estudo sobre a Doenca de
Chagas. N6s queremos saber como a pessoa que tem a infecgdo pode ter sua salde alterada. Para isso precisamos
estudar suas células do sangue para compara-las com as células de pessoas que tém a doenca. Talvez essas
alteracdes estejam associadas com as queixas em algumas pessoas. Portanto sua participagdo serd como caso
Controle, ou seja, aquele que ndo tem a doenga de Chagas, mas que vai ser (til a comparacédo da sua salude com o
doente.

Se vocé decidir participar deste estudo, perguntaremos a vocé onde nasceu e sua exposi¢édo ao “barbeiro”,
sobre seu trabalho e o nimero de pessoas que vivem em sua casa. Mediremos sua pressao e pulso, além do exame
fisico e faremos eletrocardiograma, teste ergométrico, ecodopplercardiograma e holter para analisar a fungdo do seu
coracdo. Precisaremos colher amostras de sangue de uma veia de seu brago. Isto pode causar um pequeno
desconforto passageiro. Vocé podera desistir e se retirar do estudo a qualquer momento, sem prejuizo dos cuidados
médicos da equipe do estudo. Esta consulta ndo serd paga por vocé e ndo esta sujeita a cobranga de qualquer
natureza. N6s nao garantimos que havera um beneficio direto do estudo para vocé. Mas podemos garantir que o

estudo € sigiloso e que nem mesmo a inicial do seu nome aparecera em qualquer comunicag¢ao sobre esse assunto.
Decisdo do paciente

Depois de ter lido e/ou ouvido a informag¢do que me foi passado, sei o que significa o estudo proposto
pelos Professores Antonio Teixeira, da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, e Dra. Adriana Almeida,
médica cardiologista, e deixo registrado aqui que a minha decisdo de participar neste estudo é voluntaria e tem a
importancia de colaborar com a pesquisa para conhecer a doenca de Chagas. Eu sei também que minha participagao
pode ser interrompida por mim a qualquer momento apés o inicio do estudo, sem prejuizo para meu atendimento pela

equipe médica da institui¢éo.

Minha assinatura ou impresséo digital testemunhada indica que fui eu que decidi participar dessa pesquisa
e gue li e/ou me foi dado conhecimento sobre o estudo, sendo que eu entendi tudo da forma explicada acima. Uma

cépia deste documento ficard em meu poder.

Brasilia, de de20_ . Hora:__ :

Assinatura ou impresséo digital do voluntério:

Assinatura do pesquisador:

Fones para contato e email (paciente): Fones
para contato dos pesquisadores: Dra. Adriana: 61-98119895 Dr. Antonio Teixeira: 61-33494987
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APENDICE C - Questionario clinico-epidemioldgico.

Trabalho de Pesquisa em doenca de Chagas
Laboratério Multidisciplinar em doenca de Chagas-LMPDC/UnB
Pesquisadora: Dra. Adriana de Jesus Benevides de Almeida Guimarées
Orientador: Prof. Dr. Antonio Raimundo Lima Cruz Teixeira
Co- Orientadora: Profa. Dra. Nadjar Nitz

FICHA EPIDEMIOLOGICA

1- IDENTIFICACAO:
Grupo: Controles- Brasilia /DF
Nome:
Data de nascimento: / / idade: sexo:F( )M( )
Endereco:
Fone:

residencial/celular ( / )
Email:
Religido:
Onde nasceu? (Cidade/Estado) rural (), urbana ( )?
Procedéncia (cidade onde mora atualmente):
Quanto tempo vocé mora na sua cidade atual?
Outras cidades onde morou:

/ UF / tempo?

/ UF / tempo?

/ UF / tempo?

/ UF / tempo?

/ UF / tempo?
Em quais cidades e Estados seus pais hasceram? Durante quanto tempo?
Pai: cidade: /UF /Tempo? arearural? () ou area urbana?( ).
Méae: cidade: JUF /Tempo? arearural? () ou areaurbana?( ).

Sua Profisséo:

Local de seu trabalho

Grau de escolaridad:

Estado civil: solteiro (), casado (), divorciado ( ), separado (), unido estavel (), vivo ( ), outros ( )

Raca: parda ( )branca( )negra( )amarela( )indigena( )ignorada( ).
Renda familiar: __ salario(s) minimo(s).

2 — CONDICOES DE MORADIA:

Casa( )ouapartamento( ) ?

Construgdo do imével: madeira () alvenaria () mista ( ) taipa( )

Numero de comodos (incluindo banheiro(s)) :
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Cobertura: telha () palha () madeira ( ) mista( )

Comforro( ) semforro( )mista( )laje( )

Comtela( ) semtela( )

Banheiro: dentro de casa( ) forade casa( ) dentroe foradacasa( )
Fossa: biolégicaseca( ) aberta( )negra( )encanada ( ) outros ()
Terreno: alagado () seco () alagavel ()

Area: rural () urbana ( ) ribeirinho ( )

Agua para consumo: encanada ( ) pogo ( )rio( )outros ( )

Preparo da agua para beber: coada ( ) filtrada () fervida ( ) mineral ( ) Hipoclorito () da torneira(

Energia: elétrica( )gas( ) vela( )outros( )

Numero de habitantes na residéncia :

Eletrodomésticos: n°

Meio de transporte : carro préprio ( ), bicicleta ( ), animais () t. urbano ( ) apés ( ) barco ( ).
3 —-PERIDOMICILIO E DOMICILO:

Animais: chiqueiro () galinheiro () cachorro( )gato( )ratos( ) Aves( ) animais silvestres ( )
sem animais (), mais de um tipo de animal( ).

Arvores: acaizeiro( ), inajazeiro () buritizeiro ( ) outras () sem arvores ()
Rios ( )lagos ( ) mata ( ) madeireira ( ) desmatamento ( )asfalto( ) reserva ambiental
( )outros ( ) Empresas ( )lixo( )invasdo urbana( )

4 — ALIMENTACAO (freqiiéncia e tipo):

Carnevermelha ( ) xdia/___xsemana/_____xmés/___ xano.
Peixe () __xdia/___xsemana/____xmés/___ xano.
Aves () __xdia/___xsemana/____xmés/___ xano.
Porco ()_xda/_xsemana/____xmés/_____ xano.
Animal silvestre ( ) __ xdia/___xsemana/____xmés/___ xano.
Camaréao () __xdia/__xsemana/__xmés/_ xano.
Acai () __xdia/___xsemana/____xmés/___ xano.
Bacaba () __xdia/___xsemana/____xmés/___ xano.
Inaja () __xdia/__xsemana/____xmés/___ xano.
Farinha () __xdia/___xsemana/____xmés/___ xano.

5- LOCAL DA ALIMENTAQAO:

No domicilio ( ) No trabalho ( ) Em restaurantes ()

6- QUEM PREPARA O ALIMENTO:

O paciente prepara () Outra pessoa prepara ( )

7- VETOR (Transmissor da doenca de Chagas: barbeiro, besouro, etc.):

Ja viu o barbeiro? Sim () ndo( )
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Onde viu o inseto?

Vocé ja viu o barbeiro na sua residéncia? Sim (), ndo( )nadolembra( )
Vocé ja viu o barbeiro na residéncia de seus parentes? Sim( )ndo( )nédolembra( )

Quando?

O que fez com ele?

Foi picado? Sim ( )ndo ( )

Quando? . Localidade onde foi picado:

Conhece alguém picado pelo barbeiro? Sim () ndo ( )

Quem?

8- TRANSFUSAO SANGUINEA:
Sim( )ndo( )

Quando ?

Onde ?

Por qué?

Vocé ja doou sangue? Sim( )ndo( )

Ha quanto tempo fez a ultima doacgao? . Quantas vezes doou?

9- ACIDENTE DE PUNCAOQ/ TRABALHO:
Sim( )ndo( )

Fez exames? Sim () ndo ( ) quais ?

Fez tratamento para a suspeita de infec¢do chagasica? Sim( ) ndo( )

Qual foi o medicamento utilizado para o acidente? Quando? , quanto
tempo?

10- HISTORIA CLINICA
Tem doenca de Chagas? Sim (), ndo ( ).

Caso tenha doenga de Chagas, foi diagnosticada por exame parasitolégico ( exame de sangue onde é
visualizado o parasita causador da doenga) ?: sim(  ),nédo ( );

Caso tenha doenca de Chagas, foi diagnosticado por exame de sorologia?: sim (), ndo ( ).

Tem boa saude? Tem suor frio? Tem palpitacdo?__ Temfaltade ar?____ Cansa

facil? que tipo de esforco? ja desmaiou? quando? Perdeu a
consciéncia? Teve derrame? Tem inchago nas pernas? Tem caimbras? tem
fraqueza? Tem dores musculares? onde? Tem dificuldade para

engolir? precisa tomar liquidos ou agua para a comida “descer”? Desde quando sente
dificuldade para engolir? , qual seu tipo de comida preferida, a solida, pastosa ou liquida?

tem dificuldade para evacuar fezes? (obstipagdo) guantos dias fica sem evacuar? precisa
tomar remédios (laxante) para evacuar? qual? desde quando tem dificuldade para
evacuar? , ja fez exames para avaliar o es6fago e os intestinos? o resultado foi

normal? .tem caroco na barriga?

11- Marque com um (x ) a doenga que vocé tem ou faz tratamento, caso tenha outra doencga, anote
abaixo:

a)Pressdo alta ()

b) Diabetes ()
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c) Colesterol alto ()

d) Cancer ( );

e) Sequela de derrame cerebral ()

f) Doencga na tiredide ( );

g) doenca dos pulmbes ( ):

h) doenca do figado ( ):

i) varizes ()

j) doencas do estdbmago e digestdo ( ):

[) doenga dos rins ( );

m) fumante? ()
n) ex- fumante ha (tempo)

0) Outra doenga

12- ANTECEDENTES FAMILIARES

Pai vivo? méae viva? seus pais sdo parentes? qual o grau de parentesco? seus
pais moraram em casa com barbeiro? durante quantos anos? seu pai ja foi
picado? sua mae ja foi picada? vocé tem irmaos? guantos? . Abaixo liste o

nome, idade de seus irmaos e se moraram em casa com barbeiro e por quanto tempo

Vocé tem parentes com problemas de salude abaixo? Escreva sim ou ndo e diga qual o grau de
parentesco

a) sofre do coracao:

b) Falta de ar:

¢) inchago nas pernas:

d) Vocé tem parente(s) aposentado (s) por doenca? Sim (), ndo () Qual(is) a(s)
doenca(s)?: e 0 grau de parentesco?

e) Vocé tem parentes que morreram subitamente por doenca no cora¢do? Sim (), ndo ( ),
quem?

f) Vocé tem parentes no DF (Distrito Federal)?

guantos parentes e qual o grau de parentesco?

13- TRATAMENTO ESPECIFICO PARA DOENCA DE CHAGAS
Vocé ja fez algum tratamento especifico para doenca de Chagas? Faz quantos anos?

Qual(is) a(s) droga(s) utilizada(s)?

Usou durante quantos dias?

14- EXAMES CLINICOS

Ja fez RX dos intestinos? sim (), ndo ( ) quando? . O resultado foi normal ( Jou alterado (

)?

Ja fez RX dos do esdfago? sim (), ndo ( ) quando? . O resultado foi normal ( ) ou alterado (

)?

Ja fez eletrocardiograma? sim (), ndo () quando? . O resultado foi normnal () ou altarado ( )?

Qual foi a alterag&o no eletrocardiograma?




14- 15- AVALIACAO CLINICA

a) Geral:

Peso: Altura: temperatura:
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Pulso : regular () irregular () FC:
Presséo

arterial:MSD: MSE:

MID: MIE: Aparéncia

geral:

Mucosas: ,

pele:

, edema de

mmii

b) Térax: inspecéo:

Faneros:

Auscultapul

Palpacéo:
monar:

Auscultacardiaca:

ictus:

frémitos:

bulhas,estalidos: atritos: S

opros:

c¢) Vascular periférico:

Artérias(pulsos): cardtidas, braquial, radial, femoral, poplitea, tibial, pediosa:

Veias: jugular, membros superiores e membros inferiores.

d) Abdome:

Inspecéo:

Ausculta:

e) Exame neuroldgico:

Assinatura do examinador:

Assinatura do voluntario:

Local/ Data: )

de de




APENDICE D - Legendas de exames cardiovasculares.

(ECG) Eletrocardiograma

Laudo *

47 OD: Onda Delta

22 BS:bradicardia sinusal

16 ADRVE: alteragéo difusa da repolarizag&o ventricular

39 EVI: extrassistole ventricular isolada

68 FA e ADRVE: fibrilacao atrial (FA)

67 BDASE, EVI e ADRVE: bloqueio divisional antero-superior
esquerdo (BDASE).

69 BRD e BDASE: bloqueio do ramo direito

21 ARVE: alteracdo da repolarizagdo em parede inferior.

27 BIRD: bloqueio incompleto do ramo direito

45 SVE: sobrecarga ventricular esquerda

Teste Ergométrico

Laudo

10 TSV: taquicardia supraventricular

8 EV: extrassistole ventricular

16 ICO+ESV: insuficiéncia coronariana e extrassistole ventricular
6 HAS: resposta hiperreativa da pressao arterial

7 ESV: extrassistole supraventricular.

Ecodopplercardiograma

Laudo

5 Derrame pericérdico e insuficiéncia valvar pulmonar

10 Derrame pericérdico e insuficiéncia valvar mitral e adrtica

31 Disfuncéo diastdlica grau |

36 Espessamento subvalvar

38 Insuficiéncia mitral discreta

37 Espessamento valvar

41 Insuficiéncia TricUspide discreta

56 Insuficiéncia Mitral e Pulmonar ambas de grau discreta

59 Insuficiéncia mitral e adrtica discretas

62 Insuficiéncia TricUspide e Pulmonar de grau discreto

85 Dilatagdo apical do ventriculo esquerdo

95 Ir?sufi,c?éncia e calcificacdo mitral e adrticas discretas e disfuncao
diastdlica grau |

97 Alteragdo da contratilidade em parede lateral do Ventriculo
Esquerdo

98 Ectasia da reaiz da Aorta

104 Insuficiéncia aortica e mitral discretas e disfuncdo diastolica grau |

Obs: A legenda do holter 24h esta contida no Apéndice H.
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APENDICE E - Associag&o das mutacdes de kDNA de T. cruzi ao BRD.

126

. Grupo
Individuo
Para de Clone |Cromossomo Locus
Risco [ Género | Idade
PA-275 9 CR788268.5 (Indeterminado)
32 G1 F 56 PA-276 9 CR788268.5 (Indeterminado)
PA-277 9 CR788268.5 (Indeterminado)
PA-327 Indeterminado FN397831.1 (LINE-1)
PA-328 Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
38 G2 F 27
PA-330 5 AC138951.2 (LINE-1)
PA-335 Indeterminado FN397831.1 (LINE-1)
PA-767 20 AL031681.16 (Indeterminado)
PA-768 12 NG_029859.1 (Indeterminado)
46 G2 M 18 PA-769 7 AC002383.1 (HERV46I)
PA-771 16 AC025287.8 (Indeterminado)
PA-772 6 AL356962.8 (L1M2_5)
59 G1 F 28 PA-883 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-133 11 AL359999.11 (L1P_MA)
66 Gl F 24
PA-136 12 AC087600.21 (AluJb)
PA-538 8 AC104006.6 (L1P)
PA-539 8 AC104006.6 (L1P)
100 G2 M 35 PA-540 Y AC010104.3 (LINE-1)
PA-541 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-542 X AL732374.14 (LINE-1)
Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
PA-614
X AL732374.14 (LINE-1)
PA-615 Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
110 G2 M 10 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-616 Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
X AL732374.14 (LINE-1)
PA-617 Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
X AL732374.14 (LINE-1)
PA-489 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-490 X AL732374.14 (LINE-1)
122
G2 M 39 PA-491 X AC233279.2 (LINE-1)
PA-492 7 AC012596.4 (PRIMA41)
PA-693 X AL732374.14 (LINE-1)
PA694 1 AL358253.16 (gene PLA2G2E)
3 AC078793.13 (Indeterminado)
1 AL358253.16 (gene PLA2G2E)
128 G3 F 24 PA-695
7 AC012596.4 (LINE-1) / (PRIMA41)
PA-697 7 AC012596.4 (LINE-1) / (PRIMA41)
PA-699 7 AC012596.4 (LINE-1) / (PRIMA41)
PA-700 2 AC104069.3 (Indeterminado)

Fonte: Adaptado de Aradjo, 2012.
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APENDICE F - Associac&o das mutacdes de KDNA de T. cruzi a alteracdes do
Eletrocardiograma na amostragem PA.

Individ,uo Grupo Género | 1dade | ECG* Clone [Cromossomo Locus
Para Chagas
PA-336 AL732374.14 (LINE-1)
40 G2 = 32 2 PA-337 AC129713.1 (L1IP_MA2)
PA-343 | Indeterminado FN397831.1 (LINE-1)
PA-935 8 AC020783.8 (L1PA2)
79 G2 F ) 39 PA-936 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-938 4 NG_030414.1 (LINE-1)
PA-939 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-522 | Indeterminado | BC137023.1 (gene OR1-17)
95 Gl F 83 16 PA-524 | Indeterminado | BC137023.1 (gene OR1-17)
PA-525 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-526 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-485 5 AC129713.1 (LINE-1)
121 G2 M 58 16 PA-486 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-488 2 NG_012634.1 (LINE-1)

Fonte: Adaptado de Arauljo, 2012
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APENDICE G - Associacdo das mutactes de kDNA as alteracdes observadas
no ECG da amostragem MG/GO.

Grupo
M/G de Género |ldade | ECG Clone | Cromossomo Locus
Risco
149-M/G 8 RP11-168F16 (LINE-1)
1389 2 76 69 151-M/G X RP13-444K19 (LINE-1)
152-M/G X RP13-444K19 (LINE-1)
1461 3 55 16 140 7 RP11-494A9 (ERV1)
RP11-315M8
142 10 (Indeterminado)
143 1 RP11-438112 (MaLR)
1474 3 50 21
146 X RP13-444K19 (LINE-1)
CTD-2583P5
250 16 (Indeterminado)
253 7 RP11-707F14 (LINE-2)
1484 3 43 27 255 3 RP11-889D3 (LINE-2)
268 X RP13-444K19 (LINE-1)
CTD-2383B20
1486 3 6 27 280 11,20 RP3-322G13
(Indeterminado)
282 X RP13-444K19 (LINE-1)
1487 1 59 45 287 X RP13-444K19 (LINE-1)
289 11 RP11-573E11 (LINE-1)

Fonte: Hecth (2008)
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APENDICE H - Associac&o das mutaces de kDNA as alteracdes encontradas
no Teste Ergométrico (TE) das amostragens do PA e MG/GO.

Grupo
PA | Género | Idade de TE Clone Cromossomo Locus
Risco
PA-240 7 NG_030016.1 (LINE-1)
PA-241 X AL732374.14 (LINE-1)
27 F 48 2 8
PA-243 5 AC008769.7 (LINE-1)
PA-247 1 AL591602.7 (LINE-1)
PA-281 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-282 8 AC104006.6 (L1P)
34 M 60 2 16 PA-283 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-285 8 AC104006.6 (L1P)
PA-289 1 AL136983.11 (Indeterminado)
PA-318 15 AC025040.7 (L1M2_5)
37 M 30 2 8 PA-320 15 AC105133.6 (family L2)
PA-322 15 AC100835.2 (Indeterminado)
PA-522 Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
PA-524 Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
95 F 83 1 10
PA-525 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-526 X AL732374.14 (LINE-1)
Fonte: Adaptado de Araujo (2012)
Grupo
M/G | Género |ldade de TE | Clone Cromossomo Locus
Risco
M/G-195 X RP13-444K19 (LINE-1)
1385 M 40 3 6 M/G-199 8 RP11-677P13 (LINE-1)
M/G-200 1 RP11-318L16 (LINE-1)
1484 F 43 3 7 M/G-268 X RP13-444K19 (LINE-1)

Fonte: Adaptado de Hecth (2008).
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APENDICE | - Associacdo das mutacdes de kDNA as alteracBes encontradas

no Ecodopplercardiograma (ECO) da amostragem PA.

Grupo
PA de Género |ldade [ ECO | Clone | Cromossomo Locus
Risco

PA-220 | Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
PA-222 | Indeterminado FN397831.1 (LINE-1)

24 Gl F 8 95 PA-223 12 AC087600.21 (AluJdb)
PA-224 | Indeterminado FN397831.1 (LINE-1)
PA-225 9 CR788268.5 (Indeterminado)

28 Gl M 44 31 | PA-251 15 NG_027782.1 (L1IP_MA2)
PA-279 X AL732374.14 (LINE-1)

33 G2 F 65 95
PA-280 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-281 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-282 8 AC104006.6 (L1P)

34 G2 M 60 95 PA-283 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-285 8 AC104006.6 (L1P)
PA-289 1 AL136983.11 (Indeterminado)
PA-318 15 AC025040.7 (L1IM2_5)

37 G2 M 30 97 PA-320 15 AC105133.6 (family L2)
PA-322 15 AC100835.2 (Indeterminado)
PA-395 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-397 5 AC129713.1 (LINE-1)
PA-399 8 AC023926.6 (L1PA13)

a7 G2 F 13 31 PA-401 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-402 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-404 8 AC023926.6 (L1PA11)
PA-405 | Indeterminado FN397831.1 (LINE-1)
PA-453 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-454 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-458 7 AC002383.1 (HERV46I)

54 G2 M 11 st 7 AC002383.1 (HERV46l)
PA-460 5 AC091940.3 (L1M2_5)

7 AC012596.4 (LINE-1) /
(PRIMAA41)

56 Gl F 68 38 PA-112 6 AP006197.1 (L1M2C_5)

57 Gl M 71 98 PA-144 X NG_012566.2 (L1PA16)

59 Gl F 28 41 PA-883 X AL732374.14 (LINE-1)
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PA-153 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-891 11 AC104237.2 (L1PA2)
60 G1 M 22 56 | PA-892 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-893 6 AL137181.8 (Indeterminado)
AC012596.4 (LINE-1) /
PA-895 ! (PRIMAA41)
PA-133 11 AL359999.11 (L1P_MA)
66 Gl F 24 41
PA-136 12 AC087600.21 (AluJb)
PA-41 X AL732374.14 (LINE-1)
73 G3 F 13 62 PA-953 X AL732374.14 (LINE-1)
AC244605.2 (Pseudogene/
PA-956 16 tRNA-Asp-GAY)
PA-967 10 AL512603.26 (Indeterminado)
76 G1 M 9 5 | PA-969 6 AL137181.8 (LINE-1)
) AC012596.4 (LINE-1) /
PA-970 ! (PRIMA41)
Indeterminado BC137023.1 (gene OR1-17)
PA-497
X AL732374.14 (LINE-1)
124 G3 M 37 36 PA-498 1 AL359704.9 (LINE-1)
PA-500 X AL732374.14 (LINE-1)
PA-501 X AL732374.14 (LINE-1)

Fonte: Adaptado de Araujo (2012).
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APENDICE J - Associacdo das mutacdes de kDNA as alteracdes encontradas

no ecodopplercardiograma da amostragem MG/GO.

M/G Gr:i;s):ode Género | Idade | ECO | Clone | Cromossomo Locus
154 7 CTA-317M2 (Indeterminado)
155 2 RP11-553M15 (Indeterminado)
156 7 RP11-494A9 (ERV)
157 9 RP11-32M23 (LINE-2)
1386 1 E 73 5o 160 2 RP11-156A1 (Gene ADAM 23)
161 3 RP11-649F12 (Indeterminado)
173 X RP13-444K19 (LINE-1)
174 X RP13-444K19 (LINE-1)
175 X RP13-444K19 (LINE-1)
177 14 R-111A21 (LINE-1)
181 X RP13-444K19 (LINE-1)
185 1 RP4-593M8 (Indeterminado)
1399 2 F 40 | 38 | 186 7 RP11-95A10 (LINE-1)
188 6 RP11-546015 (Indeterminado)
190 7 CTD-2523K17 (LINE-1)
1400 3 F 15 | 38 247 X RP13-444K19 (LINE-1)
248 15 RP11-420M1 (LINE-1)
250 16 CTD-2583P5 (Indeterminado)
1474 3 F 50 ]104( 253 7 RP11-707F14 (LINE-2)
255 3 RP11-889D3 (LINE-2)
1484 3 F 43 38 | 268 X RP13-444K19 (LINE-1)
1489 3 F 4 62 201 X RP13-444K19 (LINE-1)
203 X RP13-444K19 (LINE-1)
1414 3 F 42 0 169 X RP13-444K19 (LINE-1)




APENDICE K — Relac&o entre as arritmias encontradas nos laudos do holter

24h com os Grupos de Risco da amostragem PA e MG/GO.

Laudo Holter Arritmias

Extrassistoles ventriculares (EV)

Extrassistoles supraventriculares (ESV)

ESV e ESSV

PA Idade Laudo holter Grupo de Risco Género
5 54 2 G1 M

25 58 2 G2 M

40 32 2 G2 F

132 36 2 G3 F

68 8 2 G1 M

133



Fonte: Acervo do autor.
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MG/GO Idade Laudo holter Grupo de Risco | Género
1417 12 2 G4 F
1474 50 2 G3 F
1484 43 2 G3 F

Fonte: Acervo do autor.
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APENDICE L - Associacdo das mutacdes de KDNA com as alteragdes descritas

nos laudos do Eletrocardiograma e com os Grupos de Risco nas populagdes

do PA e MG/GO.

Alteracoes no ECG e mutagdo de kDNA por Grupo de Risco
3

1 17,65 3 4,35
2 1 2,56 5,88 2 2,90
3 11,76 2 2,90
4 1 2,56 1 1,45
5 3 7,69 3 4,35
6 1 2,56 1 1,45
7 2 5,13 29,41 7 10,14
8 4 10,26 4 5,80
9 23,08 3 4,35
10 5,88 1 1,45
11 15,38 5,88 3 4,35
12 7,69 1 2,56 2 2,90
16 1 2,56 5,88 2 2,90
20 1 2,56 5,88 2 2,90
Indeterminado 15,38 8 20,51 10 14,49
X 38,46 15 38,46 11,76 22 31,88
Y 1 2,56 - 1 1,45

ECG: Eletrocardiograma; * integrac&do de kDNA; G: grupo de Risco.
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APENDICE M - Associacdo das mutacdes de KDNA com as alteracdes descritas
no Teste Ergométrico das populacfes do PA e MG/GO e relacionadas aos

Grupos de Risco.

Alteragoes no TE e mutagao de kDNA por Grupo de Risco

1 2 16,67 1 25,00 3 15,00
5 1 8,33 1 5,00
7 1 8,33 1 5,00
8 2 16,67 1 25,00 3 15,00
15 3 25,00 3 15,00
X 2 50 3 25,00 2 50,00 7 35,00
Indeterminado 2 50 2 10,00

TE: teste ergométrico; * integracéo de kDNA; G: grupo de Risco.
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APENDICE N - Associacdo das mutacdes de KDNA com as alteracBes descritas

no Ecodopplercardiograma das populactes do PA e M/G e relacionadas aos

Grupos de Risco.

Alteracdes no ECO e mutacado de kDNA por Grupo de Risco

1 2 7,14 1 6,25 3 4,23
2 7,41 2 2,82
3 3,70 1 6,25 2 2,82
5 2 7,14 2 2,82
6 3 11,11 1 3,57 4 5,63
7 4 14,81 5 17,86 9 12,68
8 4 14,29 4 5,63
9

10 1 3,70 1 1,41
11 2 7,41 2 2,82
12 2 7,41 2 2,82
14 1 3,70 1 1,41
15 1 3,70 3 10,71 6,25 5 7,04
16 12,50 2 2,82
X 7 2593 | 10 35,71 | 10 62,50 27 38,03
Indeterminado 3 11,11 1 3,57 1 6,25 5 7,04

ECO: Ecodopplercardiograma; * integracdo de kDNA; G: grupo de Risco.
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10 ANEXOS

ANEXO A - Folha de aprovacdo do Comité de Etica do HCGV.

4 FUNDAGAG PUBLICA ESTADUAL Ny

2 HOSPITAL DE CLINICAS GASPAR VIANNA Ay

= GERENCIA DE ENSING £ PESQUISA Para
COMITE DE ETICA EM PESQUISA e

Belém, 21 de maio de 2009.

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANOS

1. Protocolo: N° 054/2009 - CEP/FHCGV

2. Projeto de Pesquisa: "ASSOCIAGAO DE LOCI DAS MUTAGOES DE
KDNA DE TRYPANOSSOMA CRUZI NO GENOMA COM
PROGNOSTICO DO CHAGASICO DA AMAZONIA”

. Pesquisador Responsavel: Adriana de Jesus Benevides de Almeida

H W

. Instituicdo/Unidade: Fundagao Publica Estadual Hospital de Clinicas
Gaspar Vianna

. Data de Entrada: 08/05/2009

. Data do Parecer: 21/05/2009

» o

PARECER: O Comité de Etica em Pesquisa da FHCGV analisou 0 Projeto
supracitado e, conforme Parecer datado de 21/05/2009 emitido por este
CEP, verificou que foram atendidas todas as adequacdes recomendadas
de acordo com as normas da Resolucdo 196/96-CNS/MS. Portanto

manifesta-se pela sua aprovacao.

Parecer: APROVADO

FONE: (91) 3249-4018/3243}01 7%

. [4°HOF. OE NOTAS-BELEM-ank)

D
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ANEXO B - Folha de Rosto da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

MINISTERIO DA SAUDE
Conseing Nacioet de Satde
Comissio Nacional de Etica am Pesquisa - CONEP

FOLHRIE FI)STO PARA PESQUISA ENVOLVENDC SERES HUMANOS FR - 262390

Unitermos
| Ooenca de Chagas va Arszdnia, Doenca de Ghagas Aguda, mmmam KONA do Tryp
na Pesquisa

N de Sujsites no Centro Total Bras# MdeSqemsTdal Grupos Especris
R ko] . Trianga e ou mencces de 18 anos, LR
WMedgicarentos i Soiiaas
Placeba Wash-out {SemT Especii {Banco gl
NAO precus. NAO t M i =)
L
CPF Identidade
ADRIANA DE JESUS BENEVIDES DE ALAEIDA 4101284249 20138
Area de Especiaizacio Maior Tdulagio P
MESTR BRASLERA
AV, JOSE BONIFACID, 2497 GUANA BELEM-PA
Cadigo Postal | Tekfone Fax Emaid
£8068-360 | 400828831 gl
Terme Qe Compromisss .
Deslaro que conhes isitos da Res. ONS 196196 & suss hotares 50 dados
cdﬁﬁummmcsﬁspmnepnhc&-pms esultadof sek sorimeis/

Dm_iL 0b éﬁﬂ B

 Ondears
T s cney Hacionatitemacional
FUNDACAD PUBLICA ESTADUAL, HOSPITAL DAS CLINICAS GASPAR 2 GEATTIO01TT Nacional
Aporo Diagndtice SV NAC
Erdersgo Bairo Cidade
TRAV. ALFERES COSTA 4 -PA
Cadigo Postal i Teiefone Fax Email
80876860 $ . g
Termo de Cotpromissa
mwwemmwe%m mamcsaaRes NS 196%96 » suas 7»0/ perao
l g E ! ; ul qh vl
&*S-—' cerente d ,
o:v
Nome CNPJ Nacionaliinternacional
Universdade de Brasiia I~ Nacional
LABORATORIO MULTIDISCIPLINAR DE PESQUISA EM DOENGA OE Partopaplo Coteney e
CHAGAS
Enderego Baimo Cidade
UnB - Campus Asa Norte Asa Narte Brasilia -
OM‘wPosh! 1 Teiefone Fax Email
{813307 2625 b
Termo de Compromisss
Declaro g heg i OS requisitos da Ras. CNS 196/96 e suas compiementares.
Nome:




ANEXO C - SINAN

Repiiblica Federativa do Brasil SINAN
Ministério da Saade SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO N°
FICHA DE INVESTIGACAO _ DOENGA DE CHAGAS AGUDA
CASO SUSPEITO:
- Febre proiongada (>7 dias) e quadro clinico sugestivo de DCA, na de dados pativels, como: Id ouy|
visitante de area com ou de ou de 6rgdio; ou Ingestiof
de de pelo T.cruzi; ou recém nascido de mae infectada.
CASO CONFIRMADO:
a- Critério com exame direto positivo com ou sem ou gia p com
anti T. cruzi classe IgM no sangue periférico OU positiva com anti da classe IgG, com alteragéo na concentragéio de pelo)
menos trds titulos em um intervalo minimo de 21 dias om P OU ach P
b- Critério clink com casos confirmados de DCA em surtos da doenga.
1 J Tipo de Notificagdo 2 - Individual J
E} Agravo/doenca 6digo (CID10) F Data da Notificacao
3 DOENCA DE CHAGAS AGUDA B 57.1 J Ll J
F ELB F\ Municiplo de Notificagao I codigo uae:—:) J
a ]. 1
@ Unidade de Saude (ou outra fonte notificadora) I Cédigo [7]Data dos P""'e'ms S'mmas J
|| e 1§ Sl | [ |
Nome do Paciente [#]Data de Nawmemo
3 JC 1L 11 L
1-Hora 2Gestants 13
§Ee T o PoreEr U e s e [ W,_.D
= 11 et Sioraay T cone tanora hd 4-Parda a5
$ |[14|Escolaridade
k-3 1-1% 8 4* série F (antigo primario ou 1° grau) 2-4* série completa do EF (antigo primario ou 1° geau] u
% $ 54 & 8* séne incompleta do EF {antigo g-nteto ou 1° gray)  4-Ensino fundamental complato (antigo ginasio ou 1° grau) 5—Enshu médio incompleto (antigo colegial ou 2° grau ) J
6-Ensino médio completo (antigo coleglal ou 2° grau )  7-Educacso superior incompista  8-Educaco superior completa  S-ignorado  10- N80 se aplica
z

F] Numero do Cartao SUS ENomeda mse
lIIII[lIIIIIIIlJ

17|UF P] Municipio de Residéncia J Cédigo (IBGE)
N

Il

9| Distrito

?{ Bairro JPJ Logradouro (rua, avenida,...)

[@ Numero J?’Ccmp{ememo (apto., casa, ...)

Dados de Residéncia

|
J

1 L
g )
L

J

)

J

F} Geo.campo 2 JE] Ponto de Referéncia J 7| cEP
E (DDD) Telefone 9|Zona, \,i-na 2-Rural Pals (se residente fora do Brasil)
| I O I [ - [ | 3 - Periurbana 9 - Ignotado
( _ Dados Complementares do Caso
31| Data da Investigagio [32] Ocupagao
AR L
[33] Desiocamento (viagens para 4reas Infestadas até 120 dias antes do inicio dos sintomas)
% ~ -
]
s
z F de \ ios de Tri Intra-Domicilio ,[35Data d d g His“’f'a de Uso de Sangue ou
o 35Data de encontro dos vestigios (5 Hemoderivados nos Ultimos 120 Dias O
1-Sim 2-N&o 3-Nao Realizado 9 - Ignorado | | | | | | 1-Sim 2-N&o 9 -Ignorado
2

1-Sim 2-N&o 3-Nao se Aplica 9-Ignorado

Existéncia de Controle Sorolégico na Unidade de Hemoterapia D 38| Manipulagéo/Contato de Material com T. cruzi D
J 1-Sim 2-Nao 3 -Nao se Aplica 9 - Ignorado

de trar

1-Sim 2-N&o 3-Nao se Aplica 9-Ignorado

Menof ou igual a 9 meses de idade: M&e com Infecgéio Cl i ] J P‘ P

por via oral DJ

1-Sim 2-N&o S-ignorado

Doenca de Chagas Aguda Sinan NET

Svs 08/10/2009
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ﬂ Sinais e Sintomas 1-8Sim 2-N&do 9-Ignorado

|| Poliadenopatia

[ | Assintomatico | |Edema de face/membros| | Sinais de Meningoencefalite
; ﬂ Taquicardia Persistente/Arritimias

|| sinais de ICC

| |Febre Persistente | | Hepatomegalia |
— ’ [ ] outros,
|Chagoma de Inoculagéo/sinal de Romaria

[ |Astenia || Esplenomegalia

Exames Realizados

42| Data da coleta 43| Parasitolégico Direto ——
» v }—V Exame a Fresco/Gota espessa/Esfregaco [ |outro

1 - Positivo 2 - Negativo 3-N&ofF i
N " [ ] strout/Microhematocrito/QBC
44| Data da coleta {45/ Parasitologico Indireto
J 1 - Positivo 2 - Negativo 3 - N&o Realizado ﬁ Xenodiagnostico [ ] Hemocultivo
N Y
€ | (46| Data da coleta S1 |48 | Resultado da Sorologia para ELISA 49 | Resultado da Hemoaglutinagéo
g ti‘l I M 1 reagen i o
1 - Reagente T - Reagente —
§ = 2- Nao-gReagenle st st :] 2 - Nao-Reagente g1 ] s L]
s ‘47‘ Data da coleta S2 3 - Inconclusivo s2 [ ] S2 14] 3- Inconclus_ivo s2 L‘ s2 u
2 | I J 4 - Nao Realizado 4 - N&o Realizado
- L T Y O O
= | |50 Resultado da Imunoflurescéncia Indireta - IF| .
— igM Titulos 19G Titulos
1 - Reagente 1 . s1
2 - Nao-Reagente & [— 1: [—
3 - Inconclusivo
4 - Nao Realizado s2 [77‘ 13 [ J s2 ( | | J
51 E?S';g:‘%;::odc’ 52| Resultado do Histopatologico (biopsiainecropsia) O]
r 1 - Positivo 2 - Negati 3 - N&o Realizad 9 - Ignorado = J
A N T
=1 Y
E 53J Tipo de Tratamento u Especifico 54} Droga Utilizada no Tratamento Especifico ‘55" Tempo de tratamento (em dias)
.g 1-Sim 2-N&o 9 - Ignorado ] SimomaticoJ 1 - Benznidazol 2 - Outro L] J L | L |
=
& .| [66] Medidas Tomadas
23 1-Sim ¢ — s 3
£E 2 - Nao || Controle de Triatomideos | | Implantag&o de Normas de Biosseguranga em Laboratorio
% & 3 - N&o se Aplica e i i o o
=< 9 Ignorato L | Fiscalizagao Sanitaria em Unidade de Hemoterapia [ 7_] Outros
87| Classificagao Final || q'"lél_"a%gl? Confrmapao/Des‘can 59| Evolugdo do Caso ] ]ﬁ) Data do Obito
2 - Clinico-Epidemiolégico -Vivo  2-Obito por D. Chagas Aguda
L‘l-Conﬁrmado 2-Descanad4 3 .- Clinico i ogh LJ Obito por outras causas 9 - Ignorado L
Modo/Local Provavel da Fonte de Infeccao
61 Modo Provavel da Infecgao sz} Local Provavel da Infecgédo (no periodo de 120 dias) U
1 - Transfusional 2 - Vetorial 3 - Vertical ' 1 - Unidade de Hemoterapia 2 - Domicilio
.§ 4 - Acidental 5-Oral 6 - Outra 9 - Ignorada 3 - Laboratério 4 - Outro 9 - Ignorado
é 33‘ O caso e autoctone do municipio de residéncia? j @ UF 6 Pais
< L
] FSIH’I 2-N&o 3-Indeterminado J[ 1 J L J
rswumclplo Cédigo (IBGE) J[ﬁ Distrito 68| Bairro
e L | N | J
69| Doenca Relacionada ao Trabalho T 70Data do Encerramento
1-Sim 2-N&o 9 - Ignorado : J | ' | J
Observagées R s s oo

=
=3
3
&
g
H
L

Municipio/Unidade de Saude Cod. da Unid. de Saude
| ] O e T e

t Nome! JL Fungéo Jl Assinatura J

Doenga de Chagas Aguda Sinan NET Svs 08/10/2009
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