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CARVALHO, B. D. Polimorfismo de base Unica dos genes ECA2 e TNF-alfa em pacientes
com a forma cardiaca e indeterminada da doenca de Chagas. 2025. 56 p. Dissertacao
(Mestrado em Doencas Tropicais) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Botucatu, 2025.

RESUMO

A Doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, endémico em 21
paises da América Latina com relato na América do Norte e continente Europeu. Estima-se que
6 a 7 milhGes de pessoas da América Latina estdo infectadas. As manifestaces clinicas ocorrem
em duas fases, aguda e cronica. A cronificagcdo pode ser assintomatica ou forma indeterminada
e sintomatica ou forma cardiaca, digestiva e mista - relacionada aos sinais clinicos. Poucos
trabalhos na literatura buscam esclarecer o motivo pelo qual um grupo de pacientes infectados
permanece assintomatico, enquanto outros apresentam formas mais graves da doenca. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo verificar e correlacionar a frequéncia do polimorfismo de
nucleotideo simples (SNP) do gene ECA2 e TNF-alfa nas formas cronicas cardiaca e
indeterminada da DC e associar com dados clinicos e comorbidades. Foram incluidos pacientes
do sexo masculino, com a forma clinica cronica indeterminada (n=51) e cardiaca (n=22) da DC,
atendidos no ambulatério do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-
FMB). Os dados clinicos foram extraidos do prontuario eletronico e a avaliagdo do SNP foi
realizada em células nucleadas do sangue periférico pelo método de Sanger e RFLP. Os pacientes
com DC apresentaram idade média de 68 e 70 de idade para a forma indeterminada e cardiaca,
ambos classificados como idosos. A avaliagdo do SNP para o gene ECA2 rs2074192 ndo mostrou
diferenca nas frequéncias de guanina (G) e adenina (A). A avaliacdo do SNP para o gene TNF-alfa
rs 1800629 ndo mostrou diferenca nas frequéncias dos gendétipos GG, GA e AA. Por fim, no
universo amostral avaliado neste estudo, ndo houve relagéo entre a presenca dos polimorfismos
e as formas clinicas da DC.

Palavras-chave: doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi, rs2074192, SNP 308G/A
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ABSTRACT
Chagas Disease (CD) is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, which is endemic in 21
Latin American countries and has been reported in North America and continental Europe. It is
estimated that 6 to 7 million people in Latin America are infected. Clinical manifestations occur
in two phases, acute and chronic. Chronicization can be asymptomatic or indeterminate and
symptomatic or cardiac, digestive and mixed - related to clinical signs. Few studies in the
literature have sought to clarify why a group of infected patients remain asymptomatic, while
others present more severe forms of the disease. The aim of this study was therefore to verify
and correlate the frequency of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the ACE2 and TNF-
alpha genes in the chronic cardiac and indeterminate forms of CD, and to associate them with
clinical data and comorbidities. The study included male patients with the chronic indeterminate
(n=51) and cardiac (n=22) forms of CD, seen at the outpatient clinic of the Hospital das Clinicas
of the Botucatu Medical School (HC-FMB). Clinical data was extracted from electronic
medical records and SNP evaluation was carried out on nucleated peripheral blood cells using
the Sanger and RFLP methods. The patients with CD had a mean age of 68 and 70 for the
indeterminate and cardiac forms, both classified as elderly. Evaluation of the SNP for the ACE2
gene rs2074192 showed no difference in the frequencies of guanine (G) and adenine (A).
Evaluation of the SNP for the TNF-alpha gene rs 1800629 showed no difference in the
frequencies of the GG, GA and AA genotypes. Finally, in the sample assessed in this study,
there was no relationship between the presence of polymorphisms and the clinical forms of CD.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi, rs2074192, SNP 308G/A
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos

A Doenca de Chagas é causada pelo protozoario intracelular Trypanossoma cruzi,
protozoario endémico na Ameérica Latina. A doenca recebeu esse nome em homenagem a
Carlos Chagas, médico e pesquisador brasileiro que, em 14 de abril de 1909, descobriu a
doenca. A DC esta presente em 21 paises da América Latina, afetando entre 6 e 7 milhdes de
pessoas, sendo responsavel por 12.000 mortes anualmente. Aproximadamente 70 milhdes de
pessoas vive em areas favoraveis a exposicao, o que aumenta a probabilidade da doenca (Figura
1)'2. A doenca, tanto na fase aguda quanto na cronica, é de notificagcdo compulsdria, por meio
da Portaria n® 264 de 17 de fevereiro de 2020, reforgando a importancia da identificagdo desta

doenca na populagao®.

Figura 1. Distribuicdo da doenca de Chagas no mundo

® Endemic
© Not endemic but present

Fonte: Adaptado da DNDi’s América Latina, 2020

A doengca se espalhou mundialmente devido ao aumento da mobilidade populacional e
migracdo de individuos infectados. Progressivamente tem sido identificada em outros paises
ndo endémicos das Américas, Canada e Estados Unidos, na Regido do Pacifico Ocidental,
Austrélia e Japao, e na Regido Europeia, como Bélgica e Franga®. Relatorios recentes indicam
que a doenga de Chagas € a principal causa de morte em idosos brasileiros e um dos principais

contribuintes para a carga global de doencas cardiovasculares (Figura 1)°.
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As Ultimas estimativas da Organiza¢do Mundial da Salude, para o Brasil, apontam que,
em 2010, aproximadamente 1.156.821 pessoas foram infectadas pelo T. cruzi, o que representa
cerca de 0,6% da populacdo. No entanto, a falta de estudos abrangentes dificulta uma avaliacdo
mais precisa da escala da DC no pais. Com base nessas proporc¢des, calcula-se que entre
1.365.585 e 3.213.142 brasileiros estivessem infectados pelo T. cruzi em 2020. Dentre esses,
estima-se que entre 136.559 e 321.314 pessoas apresentassem a forma crénica digestiva,
enquanto entre 409.676 e 963.943 pessoas apresentassem a forma crénica cardiaca da doenca
(Figura 2)°.

Figura 2. Projec6es do nimero de pessoas infectadas por T. cruzi e do nimero de casos com

doenca de Chagas na fase cronica com a forma cardiaca e com a forma digestiva no Brasil,

2020-2055.
) Emﬂgg‘;go ESTIMATIVA DE ESTIMATIVA DE
ESTIMATIVA FAIXA ETARIA DE REFERENCIA Lo s CASOS COM A FORMA  CASOS COM A FORMA
DA DIGESTIVA CARDIACA
ANO INFECTADAS
POPULACAO

BRASILEIRA
:ﬁ”:a POPULAGAO % IN:JE(:;:D Il;fs;;‘m I":,w III;?':“G“) IH:.Eol;Q%lD IN;E::,G“D

1.365.585 3.213.142 = 136.559 321.314 409.676 963.943
1.298.812 3.056.027 | 129.881 3056.603 389.644 916.808
1.224.981 2.882.308 = 122.498 288.231 367.494 864.693
1.142.542 2.688.334  114.254 268.833 342.763 806.500
1.050.428 2.471.595 = 105.043 247.160 315.128 741.479
948.438  2.231.619 94.844 223.162 284.531 669.486
837.392  1.970.333 83.739 197.033 251.218 591.100
718.952  1.691.651 71.895 169.165 215.686 507.495

2020 212.077.375
2025 218.330.014
2030 223.126.917
2035 226.438.916
2040 228.153.204
2045 228.116.279
2050 226.347.688
2055 222.975.532

Fonte: Marin-Neto et al., 20236.

O Ministério da Saude prop6és a formulacdo de um indice para avaliar a vulnerabilidade
a doenca crbnica, com o intuito de identificar regides com maior probabilidade de
morbimortalidade nesta fase da enfermidade. Esse indice considera aspectos como a dificuldade
de acesso aos servigos de saude, a falta de suspeita e deteccao de casos, bem como o0s impactos
na qualidade de vida dos afetados. Para isso, foram criados trés subindices com base nos
indicadores mencionados anteriormente. A pontuacdo do indice pode variar de 0 a 1, sendo que

valores mais proximos de 1 indicam maior vulnerabilidade para a DC'.
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1.2 Ciclo bioldgico

O ciclo de vida do parasita inicia apds o triatomineo ingerir sangue do hospedeiro
infectado contendo a forma tripomastigota do parasita. Uma vez no trato digestorio anterior do
vetor, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas. Essas formas do parasita conseguem
sobreviver no estbmago e avangar para o intestino posterior do vetor. Neste local ocorre a
diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos, que séo as formas infectantes

para os seres humanos (Figura 3)8.

Figura 3. Ciclo biol6gico do T. cruzi

Trypanosoma cruzi
Triatomine Bug Stages Mammalian Stages ODPDX
o Triatomine bug takes a blood meal
{passes metacyclic trypomastigotes in feces, Metacyclic trypomastigotes
trypomastigotes enter bite wound or A 3
@ l al % penetrate various cells at bite

mucosal membranes, such as the conjunctiva)
ﬂ T wound site. Inside cells they
> / transform into amastigotes.
/ " @6 y
—
Metacyclic trypomastigotes

in hindgu(/ | | fgﬁg @

of infected tissues.

/

o Intracellular amastigotes
transform into trypomastigotes,
5 then burst out of the cell
and enter the bloodstream.

o Multiply in midgut and transform into
intracellular amastigotes

in new infection sites.

Trypomastigotes Amasugotes mulnply
can infect other cells by binary fission in cells

e Triatomine bug takes
a blood meal

(trypomastigotes ingested)
Epimastigotes P e

ST

ﬂ

Diagnostic stage Many mammalian species havc been
recognized as T. cruzi reservoir hosts.

Fonte: WHO, 20242

Durante o repasto sanguineo, a forma infectante do parasita é eliminada nas fezes e/ou
na urina do vetor. E nesse momento que o parasita pode infectar seu hospedeiro, principalmente
durante a noite, quando se depara com ferimentos na pele e mucosas. Ao entrar na corrente
sanguinea, os parasitas sao fagocitados pelas células do sistema mononuclear fagocitario (SMF)
e se diferenciam em amastigotas, multiplicando-se no interior destas células. Essas formas
amastigotas se alojam nos tecidos, principalmente no figado, baco e coragdo®. Embora a
transmisséo vetorial seja a mais conhecida, existem outras formas de transmisséo como a oral,

vertical, galactogénia, transfusional, acidentes laboratoriais, transplante e via sexual®.
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1.3 Aspectos clinicos

A DC tem duas fases distintas: aguda e cronica. A fase aguda inicia-se entre 8 e 10 dias
apos a infecgdo parasitaria e é caracterizada por alta parasitemia®. Durante a fase aguda da
doenca de Chagas, embora a maioria dos pacientes ndo apresente sinais precoces, é possivel
que ocorram sintomas inespecificos. Esses sintomas podem incluir febre, mal-estar, dores
musculares, aumento do figado e do baco, falta de apetite, vomitos e diarreia. Além disso, em
alguns casos, podem surgir sinais no local da infeccdo, como o sinal de Romana, edema
prolongado e indolor na pélpebra e o chagoma, lesdo cutanea em outra parte do corpo. E
importante ressaltar que a manifestagéo dos sintomas pode variar de pessoa para pessoa, € nem

todos os individuos apresentam os sintomas mencionados (Figura 4)1°,

Figura 4. Eventos fisiopatoldgicos da doenc¢a de Chagas.

B
&
83
3 &
B
g E3 Evento 3
E" Ac. lgM
.ﬂ P?;Eﬂ[?; Evento 4
= N rasitemia
g Voo Ac. lgG ] | |- ------
£ Evento 1 | -~ "
= Manifestacoes / R
8 Clinicas /s
= J : |
IE 50%: - i ;.' ¥
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Fonte: BRASIL. Ministério da Satde, 2024 12

A parasitemia apresenta-se elevada nessa fase que perdura por aproximadamente 2
meses®. Geralmente, a fase aguda da DC é de resolucio espontanea, sem intervencio
terapéutica. No entanto, é importante destacar que o paciente pode se tornar cronicamente
infectado apos a resolucdo da fase aguda®®.

Ap0s esse estagio, ocorre um intervalo de laténcia de 10 a 15 anos, denominado como
fase cronica assintomatica ou forma indeterminada da doenca que corresponde a 70% dos casos,

sendo caracterizada pela auséncia de sintomas ou sinais de comprometimento cardiaco ou do
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trato digestorio. Além disso, ndo sdo observadas alteracdes no eletrocardiograma ou na
radiografia de térax, apesar da soropositividade para T. cruzi, indicando que o individuo foi
infectado pelo parasita em algum momento de sua vida'®. Pacientes chagasicos com a forma
indeterminada normalmente sdo pacientes ambulatoriais, pois mesmo sem sintomas
especificos, esses individuos demandam atencdo e cuidados frequentes, ja que a cada ano 2-5%
evolui para DC sintomatica e por fim, 30-40% progridem para complica¢cdes cardiacas ou
gastrointestinais®>16-

Apbs 10 anos, os individuos com a forma crénica indeterminada podem apresentar uma
forma clinica ativa com presenca de sintomas clinicos no coracdo e trato digestorio,
caracterizando a forma cardiaca, digestiva e mista da DC. Essa condi¢do pode levar a
diminuicdo da qualidade e tempo de vida, com concomitante aumento de comorbidades, como
hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes e obesidade?’.

A forma cronica cardiaca é a mais frequente entre as formas cronicas com sinais clinicos
ativos, acometendo cerca de 30% dos pacientes. Nesta forma clinica, a Cardiomiopatia
Chagasica Cronica (CCC) apresenta anormalidades no eletrocardiograma (ECG), devido a
infeccdo. As manifestagfes da CCC podem variar desde leves até graves e incluir sintomas
como insuficiéncia cardiaca, distirbios no sistema de conducdo elétrica do coragdo
(bradiarritmias ou taquiarritmias), assim como o desenvolvimento de aneurismas na regido
apical do corac&o e a morte slbita, que pode estar relacionada ao dano do miocardio®!.

O fato da persisténcia e instalacdo da infeccdo crénica causada pelo parasita, indica que
0 préprio parasita possui muitos mecanismos para evadir o sistema imunologico. Esse
desequilibrio homeostatico faz com que as células de defesa do hospedeiro utilizem
mecanismos para combater os agentes infecciosos e recrutar diferentes tipos celulares e
mediadores do sistema imunoldgico 318, As respostas imunes inata e adaptativa desempenham
essa funcdo, eliminando o parasita e consequentemente liberando antigenos exdgenos e
enddgenos durante a replicacio intracelular, desencadeando a cascata inflamatoria®®.

Portadores da DC, que apresentam idade superior a 60 anos, tém predisposi¢do para
outras doencas cronicas®. A hipertensio arterial (HA) se destaca como a principal comorbidade
na DC 2. A frequéncia de pacientes chagasicos com HA pode variar, entre 26,1% e 33,3%?'.
Estudos que explicam a relacéo entre as duas patologias sdo relativamente escassos, mas pode-
se considerar que a hipertensdo arterial é um fator de risco para o desenvolvimento de
complicacOes cardiovasculares em pacientes que apresentam pressdo arterial elevada e que

vivem em areas de risco para a DC 22224, A fisiopatologia da hipertensio e da miocardiopatia
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chagésica apresenta alguns pontos em comum, ambas resultando em um quadro clinico de
inflamag&o sistémica, danos extensos nos tecidos e destrui¢do das fibras musculares cardiacas,
0 que leva a dilatagdo do ventriculo e do coracéo 2> 26, OJO et al acreditam que a hipertenséo
seria uma sequela da DC?’. Acredita-se que tal aumento de hipertensio em pacientes com DC
seja resultado de um desequilibrio em pacientes com DC crénica entre 0s sistemas simpatico e
parassimpatico que o predispdem ao desenvolvimento de hipertenséo (Tabela 1) 8.

Para compreender melhor a relacdo entre a hipertenséo arterial e a DC, foi elaborado
um resumo dos estudos mais relevantes, enfatizando o ano de publicacdo, a quantidade de
participantes e a natureza do estudo. As pesquisas englobam estudos originais que analisaram
diversas manifestacGes clinicas da doenca, além de revisdes e atualizagfes acerca do assunto.
Esta avaliacdo possibilita reconhecer padrdes na abordagem cientifica da DC e sua associacao
com aspectos genéticos e clinicos. Segue a tabela com os estudos analisados.

Tabela 1. Relacdo de artigos cientificos que abordam a hipertenséo arterial e doenca de

Chagas.
Autor/Ano Formas clinicas e n® de pacientes Tipo de estudo
Cuaniento ef al, 1993 Estudo com a forma cardiaca - N° participantes: 644 Original
Guariento ef o, 1998 Estudo com a forma indeterminada, cardiaca, Original
digestiva, mista - N° participantes: 878
Gurgel ef al., 2003 Estudo com a forma cardiaca - N° participantes: 225 Original
Yagil & Yagil ef al, 2003 - Fevizfo
Erancischetti ef al., 2003 - Atualizacio
Gurgel ef af., 2007 Estudo com a forma cardiaca - N° participantes: 138 Original
Zaidel ef al., 2020 - Fevizdo
Santana ef al, 2021 - Eevizfo
Silva & Alvares ef el 2021 - Eevizio
Fhouo ef al., 2021 - Eevizdo
Medeiros ef al., 2022 - Fevizo
Qig et al., 2022 - Fevizo
sisterndtica
Guezik ef al., 2024 - Bevisfio

Fonte: Elaborada pelo autor
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As citocinas sdo essenciais na regulacao da resposta imune contra T. cruzi e podem ser
influenciadas por polimorfismos genéticos, que resulta na gravidade da doenga 2°. Um modo de
mensurar um polimorfismo genético da resposta imune € por meio da avaliacdo dos SNPs ou
polimorfismos de base individual ou Unica. Isso se da devido ao fato de serem marcadores de
escolha para analise genética e responsaveis por quase 90% das varia¢des genéticas do genoma
humano®.

Nesse sentido, correlacionar estudos sobre os SNPs e as comorbidades mais prevalentes
nos pacientes chagasicos podem contribuir para a compreensao da fisiopatologia da DC. Alguns
aspectos podem ser elucidados por meio de polimorfismos em genes como o ECA2, que
corresponde a enzima conversora de angiotensina que é associado a hipertensdo devido a uma
predisposicdo genética ligada ao cromossomo X 3. Com base em observacgdes experimentais,
foi possivel confirmar a hipdtese de que o gene ECA2 pode estar envolvido na regulacédo
sistémica de pardmetros relacionados a presséo arterial e a contragdo cardiaca 323, Portanto, a
enzima conversora de angiotensina 2 desempenha um papel na funcdo cardiaca e no
desenvolvimento de outras doencas, como hipertensao e esses fatores de risco sdo observados
regularmente em pessoas com cardiomiopatia chagasica cronica >,

Outro marcador importante na fisiopatologia da resposta inflamatéria que esta
implicada na hipertensdo é o TNF-alfa. Sua acdo hipertensiva esta associada a sua capacidade
de provocar disfuncdo endotelial, o que resulta em um efeito de vasoconstricdo aumentado,
resisténcia vascular periférica e, portanto, aumento da pressao arterial. Essa inflamacéo cronica
mediada pelo TNF-alfa provoca ainda mais a superproducéo de outras citocinas inflamatorias,
como IL-6 e IL-1B ocasionando um ciclo que perpetua a disfuncdo endotelial e agrava a
hipertensdo. Além disso, a presenca de citocina no ambiente cardiovascular pode agravar ainda
mais a lesdo tecidual e induzir fibrose que eventualmente acompanha a rigidez vascular. O TNF-
alfa em concentragcfes elevadas causa enrijecimento das artérias, 0 que aumenta a carga
hemodinamica no coragéo e, progressao da insuficiéncia cardiaca®.

O gene TNF-alfa esta localizado no cromossomo 6p21.3%¢3" (Figura 5) sendo
identificado 11 polimorfismos da regido -1031 a +70; um exemplo é o polimorfismo G-308A
no sitio promotor do gene TNF-alfa, causado por uma substituicdo da adenina, alelo raro pelo
nucleotideo guanina, alelo comum 383°, Um achado relevante foi a associacdo do polimorfismo
TNF-alfa G-308A na suscetibilidade a hipertensdo essencial®®, e com maior risco de
desenvolvimento de hipertensio refrataria na populagio idosa #*. Outro estudo com 0 mesmo

polimorfismo foi realizado em pacientes colombianos com doenga de Chagas cronica, sendo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromossomo

17

observado que os alelos -1031C e G-308A do gene TNF-alfa foram declarados como
causadores de suscetibilidade ao desenvolvimento de cardiomiopatia chagasica 2.

Figura 5. Estrutura e localizacdo de SNPs no gene TNF-alfa.

Cromossomo Humano é

<4—— Telémero Centrometro —————»
MHC Clase | MHC Clase Ill MHC Clase Il
FG HA EC B locus TNF DR DQ DP

TNF locus \

/

LT-B
—

\

LT-at

|

\

-1.031 T/C —»
-863 C/A—»
-857 CIT —»
~-238 GIA —»p
+489 G/A —»

+1.304 GIA —»

Fonte: REGO-PEREZ et al, 2009.3¢
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2. JUSTIFICATIVA

Embora haja estudos que abordem a patogénese da DC, ainda h& necessidade de
compreender melhor os mecanismos que influenciam o desenvolvimento de formas clinicas
sintomaticas e graves. O motivo de alguns individuos permanecerem com a forma
assintomatica, por grandes periodos, ainda € desconhecido.

Assim, estudos sobre os mecanismos imunolégicos, responsaveis, pela eliminacdo do
parasita, resposta inflamatdria, alteracbes gendmica dos hospedeiros e associacdo de
comorbidades, como a hipertensdo, que possui envolvimento da resposta inflamatdria em sua
fisiopatologia, podem ter participacdo neste fenGmeno.

Genes relacionados a inflamacé&o e regulacao da presséo arterial, como ECA2 rs2074192
e TNF-alfa rs1800629, ainda sdo pouco compreendidos. E ao associar esses polimorfismos com

dados clinicos e comorbidades, podemos tentar compreender a fisiopatologia grave da DC.

3. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar e associar a frequéncia do polimorfismo de nucleotideo simples do gene ECA2

e TNF-alfa nas formas crénicas cardiaca e indeterminada da doenca de Chagas.

2.2 Objetivos especificos
I.  Verificar e associar os SNPs do gene ECA2 com dados clinicos e comorbidades
como hipertensao, hipercolesterolemia e diabetes;
Il.  Verificar e associar os SNPs do gene TNF-alfa com dados clinicos e comorbidades
como hipertensdo, hipercolesterolemia e diabetes;
I1l.  Verificar a frequéncia de hipertenséo, hipercolesterolemia, obesidade e diabetes nas

formas clinicas estudadas.
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