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INTRODUCAO

A doenga de Chagas (DC) também conhecida por tripanossomiase americana
foi descoberta ha mais de 100 anos (1909) por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas e
continua atingindo milhées de pessoas no mundo, particularmente nas Américas. O
agente etioldgico dessa patologia € o protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi
e esta & considerada por muitos autores a mais negligenciada dentre as doengas
negligenciadas e isso ocorre por muitas razdes, mas duas delas se destacam: (1) a
maioria dos portadores apresenta a forma indeterminada (sem sintomas) passando
a maior parte de suas vidas sem conhecimento de sua condicdo e sem
acompanhamento médico e (2) esses individuos sdo socialmente e economicamente
desfavorecidos e, sendo assim, ndao ha interesse comercial em pesquisas e
produgao de novas drogas.

Segundo a World Health Organization (W/HO) essa doenca afeta cerca de 8
milhdes de pessoas no mundo sendo que na América Latina estdo a maioria das
vitimas. No Brasil, estima-se 3 milhdes de portadores crénicos da doenga, mas esse
numero pode ser muito maior ja que a maioria dos individuos apresenta a forma
indeterminada (sem sintomas) e tornam-se cientes de seu estado quando evoluem
para uma forma sintomatica (cardiaca ou digestiva) ou quando se apresentam
voluntariamente para doacao de sangue (WHO, 2013).

Devido ao grande numero de portadores da doenca campanhas foram
realizados pelas autoridades de saude de diversos paises da América do Sul com o
intuito de controlar os principais meios de transmissdo. No inicio da década de 90
foi langada a “Iniciativa do Cone Sul” cujas metas eram erradicar o principal
triatomineo transmissor da doencga (Triatoma infestans) e transmissao transfusional
(DIAS, 2009).

O impacto dessa iniciativa foi crucial para o controle da transmissao vetorial
da doencga e, em 1997 o Uruguai recebeu a certificagdo de area livre de transmissao
vetorial, seguido pelo Chile (1999) e Brasil (2006). O controle da transmissao
transfusional foi conseguido devido a obrigatoriedade da screening sorolégico em
bancos de sangue. Brasil, Chile e Uruguai o screening é realizado em 100% dos
bancos de sangue, na Argentina (100% dos bancos publicos e 80% dos privados),
mas Paraguai, Bolivia e Peru ainda lutam contra a doenga, pois ndo conseguiram
atingir as metas do programa (MONCAYO & SILVEIRA, 2009; SILVEIRA & JUNIOR,
2011).



No Brasil a soroprevaléncia da doenca de Chagas reduziu drasticamente. Na
década de 70 cerca de 7% de todas as doacgdes estavam contaminadas com o
parasita e, apos eficazes medidas no controle vetorial a frequéncia atual &, em
média, 0,2% (Moraes-Souza & Ferreira-Silva, 2011).

A transmissdo congénita, outra importante forma de aquisigdo do parasita,
tem recebido grande atencao de paises europeus, principalmente da Espanha onde
ha elevado numero de imigrantes latinas. Em algumas localidades tornou-se
obrigatério o screening sorologico dessas mulheres durante a gestagcdo e os
resultados de alguns estudos publicados mostram que essa forma de transmissao
tem mais importancia do que se imaginava (FLORES-CHAVES et al, 2011;
NAVARRO et al, 2012; SESTI-COSTA, SILVA, GUITIERREZ, 2012) .

No Brasil o screening soroldgico em gestantes néo faz parte do pré-natal nem
mesmo nas areas historicamente endémicas onde, provavelmente haja mulheres
portadoras da forma indeterminada que, possivelmente, desconhecam sua condi¢ao.
O diagnéstico preventivo da transmissdo congénita tem grande impacto em saude
publica, pois as medicagdes disponiveis hoje tem grande eficacia na forma aguda da
doenca, impedindo que o ciclo do parasita continue.

Outro passo importante relacionado a essa patologia € o desenvolvimento de
novas drogas. Atualmente sdo comercializadas duas drogas que atuam efetivamente
na fase aguda (Benznidazol e Nifurtimox), mas o mesmo efeito ndo é proporcionado
na fase crénica. Além disso, os efeitos colaterais dessas drogas sao intensos e
responsaveis pelo abandono do tratamento de muitos pacientes (CHIPPAUX et al,
2013).

Apesar dos conhecimentos de diversos aspectos relacionados a doenca ha
poucos estudos destinados a portadores da forma indeterminada, principalmente
relacionados aos aspectos metabdlicos e imunoldgicos. Nesse sentido, estudos
relacionados ao impacto no estilo de vida que favorece agravos a saude desses
individuos assim como a pesquisa de marcadores imunoldgicos de evolugdo que
embasem novos estudos relacionados a prevengao da evolugdo da doenga tem
grande importancia na area de saude.

Cabe salientar que a doenga de Chagas ainda configura uma importante
questao de saude publica no Brasil e, na regidao de Botucatu onde o presente estudo
foi desenvolvido, ha grande concentragcao de portadores do parasita, muitos deles,
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apesar de nao ter ciéncia de sua condicdo, poderdo mais tarde, na fase crbénica
sintomatica sofrer os impactos econémicos e sociais.

Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar trés importantes
vertentes relacionadas os portadores da forma indeterminada da doenca de Chagas
e para melhor apresenta-los foi dividido em trés capitulos. No capitulo 1 foram
avaliadas reagdes sorologicas n&o-negativas (reagentes e inconclusivas) com o
intuito de verificar a idade, origem e procedéncias desses individuos. No capitulo 2
foram abordadas alteracbes metabdlicas relacionadas ao estilo de vida e suas
possiveis consequéncias na evolugdo da doencga e, no capitulo 3 foi correlacionado
o perfil imunoldégico e lipidico e discutido o possivel impacto aos portadores da forma
indeterminada da doenga.

O artigo originado do capitulo 1 foi publicado na Revista do Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulo em julho de 2013 e, no mesmo periodo, o capitulo 2
foi publicado no Américan Journal of Medicine and Medical Sciences. O capitulo 3
esta sendo preparado para posteriormente ser encaminhando a revista Plos

Neglected Tropical Diseases.



CAPITULO 1

Soroprevaléncia da infecgao chagasica em
individuos jovens em um Hemocentro no

Estado de Sao Paulo, Brasil
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo estimar o numero de casos de reagdes sorologicas
nao-negativas para doenga de Chagas em doadores de sangue do Hemocentro de
Botucatu, Sdo Paulo - Brasil de 2003 a 2010 e, relaciona-las com as suas cidades
de origem. Quinhentos e setenta e quatro rea¢des soroldgicas ndo-negativas para
doenca de Chagas foram avaliados. Destes, 371 eram reagentes (64,8%), e 203
inconclusivas (35,4%). Houve, em média, 72 casos/ano, e uma prevaléncia do sexo
masculino foi observada (64,8%). Quarenta e trés individuos (7,49%) tinham entre
18 e 30 anos, 92 (16,02%) de 31 a 40; 147 (25,61%) 41 a 50, e 292 (50,87%) tinham
mais de 50 anos. Observou-se que 29.3% das mulheres com sorologia reagente
estavam em idade fértil (18 e 45 anos). A maioria dos doadores eram naturais de
cidades das regides sudoeste e central da cidade de Sao Paulo, mas os individuos
de outros estados contribuiram com 20%. A procedéncia da maioria dos doadores
era a cidade de Botucatu/SP, seguido pela cidade de Taquarituba/SP. Portanto, o
perfil de doadores de sangue neste hemocentro favorece a ocorréncia de um
numero maior de reagdes soroldgicas nao-negativas. Embora tenha havido uma
reducao significativa no numero de casos novos/ano para esta doencga, ainda € um
problema de saude publica, e os resultados sugerem a necessidade de novas
avaliagdes epidemioldgicas na regido estudada.

Palavras-chave: doenca de Chagas, doacdo de sangue, epidemiologia.

ABSTRACT

This study aimed at estimating the number of cases of non-negative serological
reactions to Chagas disease in blood donors at the Blood Center of Botucatu, Séo
Paulo — Brazil from 2003 to 2010 and at relating them to their cities of origin. Five
hundred and seventy-four non-negative results for Chagas disease were evaluated.
Of these, 371 (64.8%) were reagent, and 203 (35.4%) were inconclusive. There
were, on average, 72 cases/year, and a prevalence of males was observed (64.8%).
Forty-three (7.49%) individuals were 18 to 30 years old; 92 (16.02%) were 31 to 40;
147 (25.61) 41 to 50, and 292 (50.87%) were older than 50 years. It was observed
that 29.3% of females with reagent serology were at their fertile age (18 and 45
years). The majority of donors were originally from cities in the southwestern and

central regions of Sao Paulo, but individuals from other states contributed with 20%.
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The provenance of most donors was the city of Botucatu/SP, followed by the city of
Taquarituba/SP. Therefore, the profile of donors at this blood center favors the
occurrence of a larger number of non-negative serological reactions. Although there
has been a significant reduction in the number of new cases/year for this disease, it
is still a public-health problem, and results suggest the need for new epidemiological
assessments in the studied region.

Key words: Chagas disease, blood donation, epidemiology.

INTRODUCAO

A doencga de Chagas, também conhecida como Tripanosomiase americana foi
primeiramente descrita em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Justiniano Chagas. A
doencga é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e estima-se a incidéncia de
40 mil novos casos/ano (SOARES, 2009).

Segundo a OMS (2013) ainda existam 10 milhdes de pessoas infectadas ao
redor do mundo, principalmente na América Latina, com mais de 25 milhdes de
pessoas em area de risco de transmissao e mais de 10 000 mortos em 2008 (WHO,
2010). No Brasil ha pelo menos 3 milhdes de infectados e, como a maior parte dos
chagasicos crbnicos apresentam a forma indeterminada da doencga (sem sintomas)
ha possibilidade desse numero ser ainda maior (PETHERICK, 2010).

O controle da transmissao vetorial (forma mais comum de transmisséo) foi
iniciado em 1950 em algumas areas do pais e tornou-se um programa nacional em
1983 (PETHERICK, 2010). Em 2006 a Organizacdo Panamericana de Saude
(OPAS) concedeu ao Brasil a certificagdo de area livre de transmisséo vetorial de
Doenca de Chagas, mas essa representa a interrupcdo momentanea da doencga
especificamente pelo triatomineo da espécie T. infestans e nao a erradicagao
(FITARELLI & HORN, 2009). Apés a interrupgao completa ou parcial da transmissao
vetorial, a transfusdo de sangue passou a ser o0 principal mecanismo para aquisi¢ao
da doenga de Chagas nas décadas de 80 e 90. A partir da Constituicdo de 1988
foram criados novos mecanismos para evitar a transmissao de diversas doencgas
através de transfusdes sanguineas dentre elas o HIV e a Doenga de Chagas. Foi
proibida a remuneragdo de doadores e instituida a obrigatoriedade de selegéo

soroldgica dos candidatos a doagao de sangue (DIAS, 2006).
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Em 1960 foi estimado que no Estado de S&o Paulo 6.000 individuos haviam
recebidos transfusbes sanguineas infectadas pelo protozoario e no Rio de Janeiro
esse numero era de 10.000. No mesmo ano a OMS estimava 7 milhdes de novos
casos por ano em toda a América Latina devido a transfusbes contaminadas
(COURA & VINAS, 2010).

No Brasil, gragas ao combate sistematico ao vetor e a obrigatoriedade da
realizacdo de testes sorologicos nos servigos de hemoterapia, a ocorréncia de
reacdes nao negativas que era de 7,0% na década de 70 passou a 0,6% na década
de 90 (MORAES-SOUZA, 2006; DIAS, 2009).

Segundo Rassi (2010) o risco de aquisicdo da doenca de Chagas depois de
uma unica unidade de sangue proveniente de um doador infectado € menor que 10-
20% e depende de varios fatores incluindo a concentragéo do parasita no sangue do
doador e o componente sanguineo a ser transfundido, sendo que o risco parece ser
maior para transfusédo de plaquetas do que por outros componentes.

O Hemocentro de Botucatu é responsavel pela captagdo de doadores de
sangue de uma grande regidao que compreende a Diretoria Regional de Saude VI
(DRS VI). Muitos individuos portadores da doenca de Chagas na forma
indeterminada se apresentam como candidatos a doadores de sangue sem saber de
sua condigdo. Quando os resultados sorolégicos sédo positivos ou inconclusivos
estes individuos sdo encaminhados ao Ambulatério de Moléstias Infecciosas que
tem por finalidade a confirmagao da sorologia e, se necessario, 0 acompanhamento
do paciente.

Em vista das consideragdes acima, o objetivo desse estudo foi realizar um
levantamento dos numeros de casos de reagdes soroldgicas nao negativas para
doenca de Chagas em doadores de sangue do Hemocentro de Botucatu no periodo

de 2003 — 2010 e relacionar esses doadores com suas cidades de origem.

MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi autorizado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de
Botucatu (Protocolo: CEP3814-2011).

Trata-se de um trabalho retrospectivo no qual foram analisados 574
resultados de reacdes sorolégicas para doenca de Chagas no banco de sangue do
Hemocentro de Botucatu — Sao Paulo, Brasil, entre janeiro de 2003 e dezembro de
2010.



16

As variaveis analisadas foram obtidas a partir do levantamento nos arquivos
do Laboratério de Sorologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (Unesp) —
Divisdo Hemocentro.

Para a variavel idade os doadores foram divididos em 4 grupos: (1) menor ou
igual a 30 anos; (2) entre 31 e 40 anos; (3) entre 41 e 50 anos e (4) superior a 50
anos.

A classificagao do tipo de doador seguiu o critério utilizado no Hemocentro de
Botucatu: (1) doadores de retorno - aqueles que doaram sangue em periodos
regulares no ultimo anos; (2) doadores esporadicos — aqueles que ja doaram sangue
no Hemocentro de Botucatu, mas que ndo retornam em periodos regulares e (3)
doadores novos — aqueles que fizeram sua primeira doagdo de sangue no
Hemocentro de Botucatu.

As reagbes sorologicas ndo negativas para doenga de Chagas foram
separadas em dois grupos: (1) reagentes e (2) inconclusivas. A zona cinza foi
estabelecida através da adi¢cdo ou subtracdo de 20% do cut off.

Foi considerada cidade de origem o local de nascimento do individuo e
procedéncia a cidade onde o mesmo morava no periodo da doag¢ao de sangue.

O Hemocentro de Botucatu utiliza a técnica de ELISA para o diagndstico de
doenca de Chagas em doadores de sangue, porém, quando o caso € inconclusivo &
repetido o teste de ELISA (enzyme linked immunoassay) - BIOELISA Cruzi (Biolab®)
e Chagas Teste Elisa Ill (Bioschile/ Abbott ® - (Bioschile Ingenieria Genética S.A.,
Santiago, Chile) e/ou testes como a hemaglutinagcéo indireta (HAI) - — Hemacruzi
(Biolab® Diagnostica, RJ, Brazil) e Imuno-HAI (Wama Diagnostica®); e a
imunofluorescéncia indireta (RIFI) — IgG anti-humano ligado com fluorescein
isocyanate (Biolab®) e Imuno-COM (Wama Diagnostica®).

Todas as bolsas com sorologia nao-negativa (reagentes ou inconclusivas)
foram descartadas conforme a legislagao vigente.

Os resultados sorolégicos dos individuos com sorologia inconclusiva foram
reavaliados um ano e meio apds o levantamento com o intuito de verificar se os
candidatos a doagao de sangue refizeram o exame sorolégico para confirmar a
sorologia.

Para analise estatistica, inicialmente foi feita uma analise descritiva em

frequéncias e percentuais para as variaveis qualitativas, médias e desvio padrao
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para as variaveis quantitativas. As associacdes entre variaveis qualitativas foram
feitas utilizando teste qui-quadrado, bem como a diferenga entre proporgdes.

Para avaliar a redugdo no numero de casos em 7 anos, foi ajustado um
modelo linear generalizado com distribuicdo binomial e ligagao logistica, através do
procedimento GENMOD do programa SAS for Windows, v.9.2, seguido de teste de
comparagao multipla.

O nivel de significancia considerado foi de 5% ou o p-valor correspondente.

Todas as analises foram feitas no programa SAS for Windows, v.9.2.

RESULTADOS.

No periodo considerado foram coletadas 108.747 bolsas de sangue, sendo
37% de doadores novos, 23% esporadicos e 40% de retorno.

A triagem soroldgica de 91,1% dos doadores foi realizada apenas com o teste
ELISA, 0,52% ELISA e Hemaglutinagdo (HA), 8,03% ELISA e Imunofluorescéncia
indireta (IF) e 0,35% ELISA, HA e IF.

Foram analisadas 574 reagbes sorologicas nao negativas para doenga de
Chagas sendo 371 reagentes (64,6%) e 203 inconclusivas (35,4%).

Em relacdo a ocorréncia pode-se observar, em média, cerca de 72
diagnosticos ndo negativos para Chagas por ano, sendo, em media, 47 deles
reagentes. Através do ajuste do modelo binomial, considerando a propor¢ao de
casos por ano seguido das comparagdes multiplas entre os anos, constatou-se
reducao significante (p<0,05) na proporg¢ao de casos novos a partir do ano de 2005
(tabela 1).

A avaliacdo dos doadores nao negativos segundo o género revelou que 202
eram do sexo feminino (35,2%) e 372 do masculino (64,8%), taxa semelhante a
proporgao geral dos doadores de sangue do Hemocentro de Botucatu. Houve
associagao positiva entre sorologia reagente para doenga de Chagas e o sexo
masculino (p<0,0001), mas nao houve associagao positiva entre sorologia
inconclusiva e género (p=0,074).

A classificagdo de doadores em 4 faixas etarias evidenciou correlagéao
positiva entre o aumento da idade e a porcentagem de reagbes soroldgicas nao
negativas nos dois grupos (reagentes e inconclusivos) como pode ser observado na
tabela 2.
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Tabela 1 — Associagao entre bolsas rejeitadas por sorologia nao-negativa entre

o periodo de 2003 a 2010

**%

Ano Total Bolsas Reagente Inconclusivas

*kk*x

doagdes*  rejeitadas™*

n°® (%) n° (%) n° (%)

2003 12294 119 (0.97) 79 (0.64) 40 (0.32)
2004 12048 98 (0.81) 67 (0.56) 31 (0.26)
2005 13137 89 (0.68) 69 (0.52) 0 (0.15)
2006 12791 77 (o 60) 36 (0.28) 1(0.32)
2007 13387 1(0.45) 30 (0.22) 1(0.23)
2008 14540 42 (0.29) 27 (0.18) 5 (0.10)
2009 14927 39 (0.26) 30 (0.20) 9 (0.06)
2010 15623 49 (0.31) 33 (0.21) 6 (0.10)
Total 108747 574 (0.53) 371 (0.34) 203 (0.19)

* Numero de unidades de bolsas de sangue coletadas entre1 de janeiro e 31 de dezembro de cada

ano
** Bolsas rejeitadas por sorologia ndo-negativas (reagents ou inconclusivas)

*** Numero de bolsas rejeitadas devido a sorologia reagent para doenca de Chagas em individuos de

ambos 0s sexos

**** Numero de bolsas rejeitadas devido a sorologia inconclusive para doenca de Chagas de ambos

0S sexos

Foram identificadas 92 mulheres com sorologia positiva durante o periodo,

representando 0,26% de todas as doadoras do sexo feminino (tabela 3). Entre as

mulheres que tinham sorologia positiva para Doenga de Chagas, 29,3% estavam em

idade feértil (18 a 45 anos).

Tabela 2 - Descricdo das reagdes sorolégicas nao-negativas (reagentes e

inconclusivas para Doeng¢a de Chagas encontradas em relagao a faixa etaria

Faixa etaria
18to 30 years  31to40 years 41to 50 years >50 years p-value*
Inconclusiva 23 (4.00%) 39 (6.79%) 49 (8.54%) 92 (16.03%) 0.0159
Reagente 20 (3.49%) 53 (9.23%) 98 (17.07%) 200 (34.84%)
Total 43 (7.49%) 92 (16.02%) 147(25.61%) 292 (50.87%)

*-significante associagao entre faixa etaria e sorologia reagente
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Tabela 3 — Associagdao entre numero de mulheres doagées de mulheres

soropositivas para doenga de Chagas em mulheres em idade fértil (18 a 45

anos)
Ano Total Doadoras Mulheres Mulheres em
doacgdes mulheres reagente idade fértil*
n° (%) n° (%)
2003 12294 3385 16 (0.47) 8 (0.24)
2004 12048 3674 15 (0.41) 6 (0.16)
2005 13137 4133 17 (0.41) 1(0.02)
2006 12791 4104 12 (0.30) 1(0.02)
2007 13387 4376 11 (0.25) 3(0.07)
2008 14540 4704 3 (0.06) 0 (0.00)
2009 14927 5157 11 (0.21) 7 (0.13)
2010 15623 5532 7 (0.13) 1(0.02)
Total 108747 35065 92 (0.26) 27 (0.08)

* Mulheres com sorologia reagente em idade férti; (18 a 45 anos)

Os doadores que procuram o Hemocentro de Botucatu residem
predominantemente na area urbana (89%). A origem dos doadores é heterogénea,
sendo que 43% nasceram em cidades do interior de Sao Paulo como Taquarituba,
Avaré, Botucatu, Itai, Itaporanga, Taguai, Paranapanema e Fartura, 37% em outras
cidades do Estado de Sdo Paulo e 20% de outros Estados como Parana, Minas
Gerais, Bahia, Pernambuco, Goias, Sergipe, Paraiba, Rio Grande do Norte, Mato
Grosso, Para e Alagoas (Tabela 4). Todos os doadores sao procedentes de cidades
do Estado de Sao Paulo sendo a maioria da regido sudoeste e central (Tabela 5)

A revisdo dos resultados soroldgicos inconclusivos para doenga de Chagas
apds 18 meses revelou resultado ndo reagente para 27 individuos, sendo 02 até 30
anos; 03 de 31 a 40 anos, 7 de 41 a 50 anos e 15 com mais de 50 anos. A sorologia
foi confirmada como reagente em 14 individuos, sendo 2 na faixa etaria entre 41 e

50 anos e 12 com mais de 50 anos.



Tabela 4 — Local de origem dos doadores de sangue

negativas para doenga de Chagas

20

com sorologia nao-

Origem Numero Porcentagem
Taquarituba 58 10.1
Avaré 35 6.1
Botucatu 34 59
Itai 31 5.4
Itaporanga 25 4.3
Taguai 22 3.8
Paranapanema 19 3.3
Fartura 18 3.1
Outras cidades do Estado de S&o Paulo 209 36,4
Cidades de outros Estados 115 20,0
Origem desconhecida 8 1,4
Total 574 100

Tabela 5 — Procedéncia dos doadores de sangue com sorologia nao-negativa

para doenc¢a de Chagas

Procedéncia Numero Porcentagem
Botucatu 93 16.2
Taquarituba 56 9.7
ltaporanga 35 6.1
Paranapanema 35 6.1
Itai 32 5.6
Avaré 31 5.4
Itatinga 20 3.5
Fartura 19 3.3
Outras cidades do Estado de Sao Paulo 253 44.1
Total 574 100
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-DISCUSSAO

O Hemocentro de Botucatu atende uma regidao com 1.646.604 habitantes que
compreende a Diretoria Regional de Saude VI (DRS VI), Bauru. Muitas cidades
dessa regiao foram consideradas areas endémicas de doenga de Chagas até o final
dos anos 80.

A doenca de Chagas vem diminuindo drasticamente no Brasil devido a
diversas e eficazes medidas governamentais de combate ao vetor e ao maior rigor
nas transfusées sanguineas nas quais o sangue doado € analisado por métodos
imunologicos cada vez mais sensiveis e especificos.

Desde 2004, seguindo a recomendagcao da RDC 153, Anvisa, o Hemocentro
passou a utilizar apenas um teste de ELISA de alta sensibilidade para a triagem
sorologica dos doadores de sangue. Os testes de Hemaglutinacdo e
Imunofluorescéncia indireta passaram a ser utilizados apenas para confirmacao de
diagndsticos inconclusivos. Todos os bancos de sangue usam os mesmos testes e
mesmo critério de classificagdo (valores acima de 20% do cut off sdo reagentes e
valores 20% a mais os a menos do cut off inconclusivos).

A porcentagem de reagdes inconclusivas (35,4%) no Hemocentro de Botucatu
foi inferior as encontradas no Hemocentro Regional de Uberaba (53% das reacdes
nao negativas) e no Hemocentro de Pernambuco (60,30%) (MORAES-SOUZA et al,
2006; MELO et al, 2009). A coinfecgao com outras doengas pode acarretar reagdes
cruzadas assim como a baixa sensibilidade dos testes soroldgicos empregados.

A porcentagem de bolsas com sorologia ndo negativas para Chagas foi de
0,5%, valor este igual ao encontrado por Lunardelli et al (2007) no Hospital Sédo
Lucas da Pontificia Universidade do Rio Grande do Sul e maior que a média
nacional (0,2%) (MORAIS-SOUZA & FERREIRA-SILVA, 2011) e também ao
encontrado por Silva & Silva (2010) no Hemominas, Regional de Patos de Minas
(MG) na qual a prevaléncia foi estimada em 1,2%. Estudo realizado por Melo et al
(2009) no Hemocentro de Pernambuco (HEMOPE) no periodo de 2002 a 2007
acerca de reacbes sorologicas nao negativas para doenca de Chagas, constatou
que a prevaléncia de 0,17% do total de doacbes com a média anual de bolsas
descartadas de 127,5 valor esse superior ao encontrado no Hemocentro de Botucatu
(72 unidades/ano). Cabe salientar que ha, em média, 46 casos novos confirmados

por ano (sorologia reagente) e outros 25 casos suspeitos (reagdes inconclusivas), os
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quais sugere-se que os individuos sejam novamente convocados para confirmagao
sorologica. Portanto, o grande numero de diagndsticos novos confirmados para
doenca de Chagas por ano é fato extremamente preocupante que merece uma
atencdo na area de saude publica. Ferreira-Filho et al. (2011) em estudo com
doadores de sangue no Hemocentro de Araraquara, Sdo Paulo, encontraram 0,04%
de reagbes ndo negativas, mas a alta taxa de exames com resultado inconclusivo
sugere pouca especificidade dos testes utilizados pelo servico ao contrario do
encontrado no Hemocentro de Botucatu.

O perfil dos doadores do presente estudo foi composto, predominantemente,
por homens com mais de 50 anos. Esse perfil foi diferente do encontrado por
Sobreira et al (2001) no Hemocentro de Iguatu (CE) no qual a maioria dos doadores
encontra-se na faixa etario de 18 a 30 anos. A prevaléncia de doadores com mais de
50 anos em uma regido historicamente endémica para doenga de Chagas é um
motivo de alerta para o hemocentro, pois a maioria dos individuos contaminados
encontra-se nessa faixa etaria visto que a efetividade das campanhas de controle ao
vetor tornaram-se realmente significativas na década de 70.

A associagdo positiva encontrada entre sorologia reagente e o sexo
masculino pode estar relacionada ao grande numero de individuos que trabalham na
area rural e estdo mais expostos ao contato com triatomineos.

Segundo o teste de proporg¢des, houve um namero elevado de individuos com
idade igual ou inferior a 30 anos (7,49%), porém, mais de 70% dos individuos tem
mais de 40 anos dado esse que comprova que as campanhas governamentais para
o controle da doenga no pais foram bem sucedidas.

O alto percentual de mulheres soropositivos em relagdo ao total apesar de
pequeno (0,08%) foi significativo sob ponto de vista de saude publica. Considerando
que em 108,747 doagbes (ambos os sexos) foram encontradas 371 reagentes pode-
se estimar que em 1.640.606 habitantes dessa regido ha, em médiam 5597
mulheres com sorologia positiva e, se a estimativa for para mulheres em idade fértil
poderia haver 407 mulheres soropositivas na regido e como a maioria nao doa
sangue e nao faz exames sorologicos e nédo tem sintomas (forma indeterminada)
desconhecem sua condigao.

O alto percentual de individuos de até 30 anos (7,49%) e porcentagem de
mulheres em idade fértil (29,3%) foram os dados mais preocupantes encontrados na

populacdo de estudo, pois esses individuos geralmente apresentam a forma
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indeterminada da doenga de Chagas (sem sintomas) e seu diagnostico é quase
acidental como quando, por exemplo, apresentam-se voluntariamente para doar
sangue. Apesar das cidades da DRS VI estarem inseridas em uma area endémica a
triagem soroldgica para doenca de Chagas nao é obrigatéria nos exames pré-natais
e ha possibilidade de transmissao vertical da doenca. Essa forma de transmissao
poderia explicar o percentual de individuos com até 30 anos com sorologia reagente
para a doenca (3,49%). Outra explicacdo possivel é a invasdo de espécies
secundarias de triatominios como o P. megistus e T. sordida a areas anteriormente
ocupadas pelo T. infestans que foi praticamente eliminado nas campanhas de
controle da doenca

Em estudo epidemioldgico conduzido por Carvalho et al. (2011) entre 1976 e
1980 em 31468 individuos em municipios da microrregido de Campos de
Itapetininga e da microrregido da Encosta Ocidental da Mantiqueira constatou que a
maioria dos portadores da doenga de Chagas tinha mais de 40 anos, porém, ainda
havia 4,5% dos individuos com menos de 20 anos e uma porcentagem consideravel
de soropositividade em mulheres na idade fértil entre 15 e 49 anos. Destaca-se que
esses municipios se localizam dentro da regido do presente estudo.

Os candidatos a doagao de sangue que procuram o Hemocentro de Botucatu
moram predominantemente na area urbana (89%). Essa € uma realidade em quase
todos os hemocentros do pais, pois nas décadas de 50 e 60 houve um grande
éxodo rural levando esses individuos a se estabelecerem em regido periférica das
cidades onde frequentemente estavam expostos a condigdes precarias de moradia,
possibilitando contato com vetores de doencas como, por exemplo, o triatomineo
conhecido popularmente como “barbeiro”.

A cidade de Taquarituba, situada a sudoeste do Estado de Sao Paulo foi a
principal cidade de origem dos doadores com sorologia ndo negativa e nesse grupo
de individuos prevaleceu o resultado reagente (69%) confirmando dados obtidos por
Godoy e Meira (2007) que realizaram testes sorologicos em individuos com
xenodiagndstico positivo para doenga de Chagas. Nessa cidade constatou-se que a
média de idade dos candidatos a doacgédo foi de 50,2 anos (DP de 9,7 anos) e
haviam 07 mulheres em idade fértil (até 45 anos) sinalizando para um risco de
transmisséo vertical. Outras cidades do interior de Sdo Paulo também tiveram
grande contribuicdo na alta frequéncia de resultados ndo negativos como as cidades

de ltai, Itaporanga, Taguai e Coronel Macedo, cidades essas que nas décadas de
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50 a 80 apresentavam grande numero de chagasicos. Também foi constatado o
grande numero de individuos originarios de outros Estados como Parana, Minas
Gerais, Pernambuco, Paraiba, Sergipe, Bahia, Alagoas, Mato Grosso, Para e Goias
(tabela 4).

A procedéncia dos candidatos a doagdo é menos heterogénea sendo que a
cidade de Botucatu contribui para o maior numero de doadores (tabela 5). Cabe
ressaltar que as cidades consideradas endémicas até as décadas de 80 e algumas
até a década de 90 contribuem com alto numero de doagdes aumentando a chance
de encontrarmos doadores com sorologia ndo negativa.

A revisdo dos testes soroldgicos inconclusivos mostrou que a maioria
(79,31%) dos individuos nao retornou ao Hemocentro para confirmar o teste
sorologico. Daqueles que retornaram para confirmar o resultado verificou-se que
mais da metade eram reagentes para doenca de Chagas e houve uma associagao
positiva entre sorologia confirmatoria reagente e maior faixa etaria corroborando com
dados oficiais do Ministério da Saude e de varios autores que ja foram mencionados
acima que afirmam que a doencga de Chagas esta parcialmente controlada visto que

a maior prevaléncia ocorre em individuos com mais de 50 anos.

CONCLUSAO

A doenga de Chagas continua sendo um importante problema de saude
publica e, apesar de ter ocorrido uma significante redu¢gdo nos numeros de casos
novos por ano, essa deve ser priorizada pelos servicos de saude, e melhor
investigada quanto a sua real ocorréncia.

O doador de sangue do Hemocentro de Botucatu tem mais de 50 anos, séao
do sexo masculino com predominio da forma indeterminada e sao naturais de
regides historicamente endémicas para doenca de Chagas no Estado de Sao Paulo
como as cidades de Taquarituba, Avaré e Itaporanga. Nesse sentido ha maior
probabilidade dos individuos terem adquirido o parasita na infancia quando os
programas de erradicagao da doencga ainda estavam em fase inicial.

Destaque-se que ha um grande numero de novos diagndsticos da doenca de
Chagas por ano, que devem ser melhor investigados, no entanto, o grande numero

de individuos entre 18 e 30 anos, com sorologia ndo negativa para doenga de



25

Chagas (20 confirmados e 21 casos suspeitos) & notavel, bem como o numero de
mulheres em idade fértil com serologia positiva.

Existe um alto numero de diagndsticos novos para doenca de Chagas por ano
que deve ser melhor investigada. Destaca-se o grande numero de individuos
entre 18 e 30 anos de idade com sorologia ndo negativa para doenga de Chagas (20
casos confirmados e 21 suspeitos).

Novos levantamentos epidemiologicos nas cidades de origem desses
doadores devem ser realizados no sentido de considerar a possibilidade de

transmissao vertical e vetorial por espécies secundarias.
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RESUMO

A doenga de Chagas (DC) constitui um grande problema de saude publica nos
paises latinos e no Brasil ha cerca de 3 milhdes de portadores dessa doenca. Com
as mudancgas sociais e econdmicas que ocorreram nas ultimas seis décadas no pais
houve grandes alteragdes no estilo de vida da populagdo com sérias consequéncias
metabdlicas, particularmente aos portadores da doenga de Chagas. O objetivo
desse estudo foi avaliar a prevaléncia de sindrome metabdlica em portadores da
forma indeterminada da DC. Participaram 74 individuos portadores da forma
indeterminada da DC com idade média de 55,6 anos. Foram realizadas avaliagoes
antropométrica e bioquimica. Foi observado que 86,5% apresentavam
sobrepeso/obesidade, 72,5% aumento da circunferéncia de cintura e 67% tinham
mais de 30% de massa gorda. A hiperglicemia foi observada em 24,3% dos
pacientes e dislipidemia em 75,7%. Sindrome metabdlica foi diagnosticada em
48,2% dos individuos. O histérico familiar revelou alta prevaléncia de doencgas
cardiovasculares (80,3%), hipertensao arterial sistémica (57,1%) e Diabetes mellitus
(42,8%). Como observado, houve quase 90% de sobrepeso/obesidade e sabe-se
que o aumento de tecido adiposo, particularmente o tecido adiposo visceral esta
fortemente associado a dislipidemia e doencgas cardiovasculares assim como ao
desequilibrio na producdo de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias
produzidas por esse tecido. Os adipdcitos também sao reconhecidos reservatoérios
de Trypanosoma cruzi favorecendo o aumento da carga parasitaria e possivel
reagudizacao da doenca. Desse modo conclui-se que os individuos estudados estao
sob forte ris-co de desenvolver doengas cardiovasculares assim como passarem a
forma sintomatica da doenga de Chagas, principalmente a cardiopatia chagasica.

Palavras Chaves: Forma indeterminada da Doenca de Chagas, sindrome

metabdlica, gordura visceral, citocinas

ABSTRACT

Chagas’ disease (CD) has been a major concern in public health in Latin America
countries and in Brazil there are about 3 million people suffering from this disease.
With the social and economic changes which have been occurring in the last 6
decades in the country, there have been a lot of changes in the population life style

with severe metabolic consequences, especially for those with Chagas' disease. The
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objective of this study was to evaluate the prevalence of metabolic syndrome in
individuals with the indeterminate form of CD. A total of 74 individuals, mean age of
55.6 years, participated in the study. Anthropometric and biochemical evaluations
were performed. Overweight/obesity was found in 86.5 % of individuals, increased
waist circumference in 72.5%, and 67% had more than 30% of fat mass.
Hyperglycemia and dyslipidemia were observed in 24.3% and 75.7% of patients,
respectively. Metabolic syndrome was diagnosed in 48.2% of patients. The family
history revealed high prevalence of cardiovascular diseases (80.3%), systemic
arterial hypertension (57.1%) and diabetes mellitus (42.8%). A total of 90% of
patients were overweight/obese, and it is well known that increased adipose tissue,
specially visceral adipose tissue is highly associated with dyslipidemia and
cardiovascular diseases, as well as imbalance in production of proinflammatory and
antiinflammatory cytokines produced by that tissue. Adipocytes are also known as a
reservoir for Trypanosoma cruzi, favoring  an increase in parasite load and a
possible reacutization of the disease. Therefore, the study individuals are at high risk
of developing cardiovascular diseases as well as further symptomatic form of the
Chagas' disease, mainly chagastic cardiopathy.

Keywords: Indeterminate form of Chagas’ disease, metabolic syndrome, visceral

fat, cytokines.

INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), também conhecida como Tripanossomiase
Americana foi descrita pela primeira vez em 1909 pelo médico brasileiro Carlos
Justiniano Chagas. A doencga é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e afeta
entre 8 a 10 milhdes de pessoas no mundo e estima-se incidéncia de 40 mil novos
casos por ano (SOARES, 2009).

A forma mais comum da infeccao pelo T. cruzi é a transmissao vetorial, mas
também pode ocorrer a transmissao congénita, através de transfusdes sanguineas,
transplantes de 6rgéos e pela transmissdo oral (PETHERICK, 2010; RASSI &
MARIN-NETO, 2010).

Segundo Petherick (2010) no Brasil ha pelo menos 3 milhdes de infectados e,
como a maior parte dos chagasicos crénicos apresentam a forma indeterminada da

doenca (sem sintomas) ha possibilidade desse numero ser ainda maior.
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A forma indeterminada da DC afeta cerca de 60% dos doentes crénicos. A
forma crbnica sintomatica, afeta 40% podendo ser digestiva, cardiaca ou forma
mista.

A forma digestiva causa o mega eséfago (disfagia, sensagcdo de plenitude
apo6s comer e beber, dor no peito, regurgitacdo e aspiragcdo € uma complicagéo
comum em casos avangados) e célon (constipagéo crénica, dor abdominal, volvulus,
obstrucao e perfuragéo do intestino podem ocorrer).

A forma cardiaca conduz a anormalidades no sistema condutor e as
manifestacbes mais frequentes sdo palpitacdes, arritmias, incluindo extra-sistole
ventricular, taquicardia e diferentes graus de bloqueios cardiacos. Em estagios
avancgados ocorre cardiomegalia, faléncia cardiaca e pode ocorrer morte subita.

A cardiopatia chagasica tem grande impacto na saude publica do Brasil
devido ao grande numero de individuos em idade produtiva (30 a 50 anos) que
apresentam formas severas da doenca levando a invalides e aposentadorias
precoces (RASSI Jr, RASSI, MARIN-NETO, 2010; COURA, BORGES-PEREIRA,
2012). A associacdo entre DC e disturbios metabdlicos tem sido estudada em
individuos sintomaticos nas formas cardiacas e mistas, porém nao existem estudos
para possivel relacdo entre esses disturbios em individuos com a forma
indeterminada da DC.

Os métodos diagnésticos para forma aguda da DC incluem exame
microscopico direto de sangue com anticoagulante ou gota espessa. A técnica mais
sensivel € o xenodiagnostico. O diagnostico da forma crénica requer demonstragao
de anticorpos para T. cruzi.

A Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/Unesp), Brasil, possui um
ambulatério especializado para tratar disturbios nutricionais e metabdlicos de
pacientes portadores de doencas tropicais. Nesse servico ha cerca de 400 pacientes
portadores de DC que sao acompanhados periodicamente. Em estudo prévio
realizado por Geraix et al., (2007) nesse servigo foi constatado que mais de 70% dos
pacientes apresentava a forma indeterminada da doencga e, apesar de nao haver
comprometimento tecidual resultante da acdo combinada da presenca do
protozoario e de citocinas pro-inflamatérias do sistema imunolégico, eles
apresentam diversas alteracbes bioquimicas que os predispde a desenvolver

sindrome metabdlica.
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Em 2001 a National Cholesterol Education Programa — Adult Pannel Il
(NCEP-ATPIII) define a sindrome metabdlica pela presenga de obesidade visceral,
hipertrigliceridemia, redugdo dos niveis de HDL-colesterol, hiperglicemia e
hipertensao arterial. A presenca de trés desses fatores classifica o individuo como
portador dessa sindrome (POZZAN et al, 2004; SIQUEIRA, et al, 2006; BARBOSA,
et al, 2006). Varios estudos comprovam que a prevaléncia da sindrome metabdlica &
idade dependente sendo que a mesma pode atingir entre 40 e 50% da populagéo
com mais de sessenta anos (LOPES, IGAN, 2006; BARBOSA et al, 2010). A
populagdo chagasica no Brasil, em sua maioria, tem mais de quarenta anos, pois
devido a eficazes programas de erradicagdo da doenga é cada vez menor o numero
de individuos jovens, particularmente no Estado de Sao Paulo (CARVALHO et al,
2011).

Nesse sentido, considerando-se que a sindrome metabdlica constitui uma
importante ameaga a saude publica, deve ser melhor investigada a possivel
associagdao com a DC. Isso ocorre tanto em fungcdo da sua associagcdo com o
aumento de 5 a 10 vezes no risco de desenvolver diabetes melito tipo 2 como com o
aumento de 2 a 3 vezes no risco para a doenga cardiovascular (MELLO,
LAAKSONEN, 2009).

O objetivo desse estudo foi avaliar a prevaléncia de sindrome metabdlica em

portadores da forma indeterminada da doenca de Chagas.

METODOLOGIA

Esse estudo foi autorizado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de
Botucatu (Protocolo CEP 3600-2010).

O critério de inclusao foi presenca de dois exames soroldgicos positivos para
doenca de Chagas (teste ELISA e hemaglutinagdo ou imunofluorescéncia indireta),
eletrocardiograma, enema opaco e es6fago-estbmago-duodeno normais e auséncia
de sintomas clinicos. O critério de exclusao foi a presenga de doengas renais
crénicas, sindrome nefréfica e hipotireoidismo.

Participaram desse estudo pacientes eram adultos de ambos os sexos que
sao atendidos no Ambulatério de Nutricdo em Doencas Tropicais da Faculdade de
Medicina de Botucatu.

Foram realizadas avaliagdes antropométrica e bioquimica (perfil lipidico e
glicémico) e adotados os critérios estabelecidos pelo National Cholesterol Education
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Program - Adult Treatment Panel Il (NCEP-ATPII)I adaptado: circunferéncia de
cintura (CC) < 88 cm para mulheres e < 102 para homens; glicemia < 100 mg/dL;
colesterol total <200 mg/dL; triglicerideos <150 mg/dL e HDL-colesterol = 50 mg/dL
para mulheres, =2 40 mg/dL para homens e os valores de pressao sistdlica e
diastodlica £ 130mmHg ou < 85mmHg. A gordura corporal foi mensurada por dois
meétodos diferentes: indice de massa corpérea (IMC) e porcentagem de massa gorda
por meio do exame de bioimpedancia (BIA).

A avaliagado do estado nutricional e composi¢cao corporal foram mensuradas
as seguintes medidas corporais: peso (Kg) obtido através da utilizagdo de balancga
antropomeétrica digital, do tipo plataforma com precisdo de 0,1 Kg, com o individuo
descalco e com o minimo de vestimentas; estatura (m) foi verificada utilizando a
haste movel da balanga antropométrica com precisao de 0,5 cm, indice de massa
corporea (IMC) foi determinado pela divisdo do peso pela altura elevada ao
quadrado; circunferéncia de cintura (CC) foi mensurada com fita métrica aplicada
firmemente ao redor da protuberancia anterior maxima do abdémen usualmente no
nivel da cicatriz umbilical e bioimpedancia (Bl) foi utilizado o aparelho BIA-101 Q
analyser (RJL Systems Inc, Detroit, MI) para avaliar a porcentagem de massa gorda.
(MATTAR et al, 1995; WAITZBERG et al, 2004).

O perfil metabdlico (lipidico e glicémico) foi avaliado através da dosagem
sérica de glicose sera realizada com kit Johnson & Johnson (Ortho Clinical
Diagnostics) 750 e dosagem sérica de colesterol total e fracdes e triglicérides sera
realizada com kit Johnson & Johnson (Ortho Clinical Diagnostics), ambos utilizaram
a metodologia de quimica seca e auto-analisador Vitros 750.

Todos os pacientes serao submetidos a coleta de 10mL de sangue venoso,
apods jejum de 12 horas, com orientagdo de nao ingerir bebida alcodlica e nao
praticar exercicios fisicos na véspera da coleta.

Para avaliar o impacto da dislipidemia os pacientes foram divididos em dois
grupos: G1 — sem dislipidemia e G2 — com dislipidemia.

Analise estatistica

Inicialmente foram obtidas medidas descritivas para as variaveis qualitativas
em frequéncias e percentuais e media e desvio padrdo para as variaveis
quantitativas. As associacdes entre variaveis qualitativas foram obtidas aplicando-se
o teste qui-quadrado. As comparagdes entre variaveis quantitativas foram feitas
através do teste t-student.
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Considerando o grupo 2, os fatores que influenciam a ocorréncia de sindrome
metabdlica foram obtidos através do ajuste de um modelo de regressao logistica,
considerando a ocorréncia de sindrome metabdlica como variavel resposta e as
demais (sexo, idade, etc) como variaveis explanatodrias.

Em todos os testes foi considerado o nivel de significancia de 5% ou o p-valor
correspondente. Todas as analises foram feitas através do programa SAS for
Windows, v.9.2.

RESULTADOS

Participaram do estudo 74 individuos sendo 41 mulheres (55,4%) e 33
homens (44,6%) com idades entre 40 e 78 anos. A média de idade das mulheres foi
de 56,4 anos (DP = 8,2 anos) e dos homens 55,3 anos (DP = 6,6 anos). Nao houve
diferenca estatistica entre idade de homens e mulheres (p=0,5471).

A avaliagdo antropomeétrica revelou que 86,5% tinham sobrepeso ou
obesidade (figura 1), 72,5% aumento da circunferéncia abdominal e 67,1% possuia
mais de 30% de massa gorda.

A populacdo foi dividida em 2 grupos: G1 (sem dislipidemia) e G2 (com
dislipidemia) Observou-se que 18 (24,3%) individuos pertenciam a G1, sendo 7
mulheres e 11 homens e 56 (75,7%) a G2 com 34 mulheres e 22 homens, néo
havendo uma diferenca estatistica entre sexo e grupo (p=0,1051). A média de idade
dos individuos de G1 foi de 57,1 anos (+ 5,2 anos) e de G2 55,5 anos (+ 8,1 anos),
nao havendo diferenca estatistica entre eles (p= 0,3275). Nao houve associagao
significativa entre colesterol total (CT), HDL-colesterol, triglicerideos (TG) entre
sexos para o grupo 2 (tabela 1). Entre os individuos do grupo 2 foi observado que a
hipercolesterolemia foi a dislipidemia mais frequente ( em ambos os sexos) seguida
pela hipertrigliceridemia (Figura 2). Ndo houve associagao positiva entre grupos (G1
e G2) quanto aos parametros IMC (p=0,1243) e percentual de massa gorda
(p=0.5316), mas houve associagao significativa (p=0.0379) quanto a circunferéncia
da cintura (CC).

No presente estudo observou-se que 37,8% dos participantes eram
portadores de sindrome metabdlica, sendo que esse valor passa para 50% se
considerarmos apenas os individuos do grupo G2 (com dislipidemia), sendo 16
mulheres e 12 homens. A maioria dos portadores dessa sindrome apresentavam
trés dos cinco componentes da sindrome (12 mulheres e 7 homens), mas no grupo
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masculino foi observada maior porcentagem de individuos com o0s cinco
componentes.

Foi constatado que 12 individuos eram tabagistas (16,2%), 9 etilistas (12,2%)
e 36 sedentarios (48,6%). O grupo G2 apresentou 0 maior numero de individuos

sedentarios (52%).
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Figura 1 — Classificagdo nutricional segundo o IMC dos individuos de G1 (sem

dislipidemia) e G2 (com dislipidemia)

A hipergliceridemia foi observada em 18 individuos (24,3%), sendo 03 em G1
e 15 (26,7%) em G2.



Tabela 1 — Caracteristicas descritivas dos participantes

G1 G2
Variavel Mean + Std Dev Mean + Std Dev p-valor
Numero de 18 56 0,5471
individuos

Idade (anos) 5711 +£5.17 55.50 + 8.08 0,3275
CT (mmol/L) 172.19 + 24.59 212.95 + 36.51 <0,0001
HDL (mmol/L) 54.00 +7.24 48.52 + 18.00 0.0689
LDL (mmol/L) 98.27 + 23.05 131.36 + 35.35 0,0006
TG (mmol/L) 102.57 + 25.56 181.14 £+ 72.60 <0,0001
CC (cm) 98.23 + 14.06 100.37 + 11.03 0,5647
PMG (%) 31.25+8.85 33.99 +8.11 0,2271
Glicemia (mIU/L) 89.24 + 21.45 96.93 + 23.83 0,2394

37

CT = colesterol total; HDL = ; LDL = ; TG = triglicerideos; CC = circunferéncia de

cintura; PMG = porcentagem de massa gorda
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Figura 2 — Classificagao do tipo de dislipidemia sofrida pelos individuos do grupo G2

separados por sexo

Segundos dados obtidos dos prontuarios médicos constatou-se que os

individuos apresentavam um histérico familiar fortemente associado a evolugéo de

doencas cardiovasculares (tabela 2) porém, ndo houve associagao entre historico de

doenca familiar e a presenca se sindrome metabdlica.

Tabela 2 — Historico familiar dos portadores da forma indeterminada da doencga de

Chagas atendidos no Ambulatério de Nutrigio em Doengas Tropicais

(FMB/Unesp)
Histérico familiar G1(18) G2 (34) Total Odds ratio
(IC 95%Confidence
n° (%) n° (%) Limits)

Doenc¢a cardiovascular
Diabetes mellitus
Hipertensao arterial

sistémica

14 (77.8) 45(80.3) 59  1.17 (0.32 —4.25)
6(33.3) 24(42.8) 30 2.25(0.71-2.51)
11(61.1) 32(57.1) 43  0.85(0.29 —2.51)
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DISCUSSAO

A DC afeta cerca de 3 milhdes de brasileiros que, devido as eficazes medidas
de controle da doenca, atualmente encontram-se na faixa etaria acima dos 40 anos.
Os individuos que participaram desse estudo tem mais de 40 anos e estado inseridos
entre o grupo de individuos que, mesmo portadores do parasita, encontram-se
economicamente ativos no pais. Sendo assim, a progressdo da doenga tem impacto
aos portadores e ao governo no que diz respeito a custos com o tratamento de
individuos sintomaticos quanto ao sistema de previdéncia social que fica
sobrecarregado com aposentadorias precoces. Segundo Alves et al (2009) ha uma
relagao direta entre idade e coexisténcia de doencgas cronicas em pacientes idosos
com DC como a hipertenséo arterial (56,7%) e a dislipidemia (20%). No presente
estudo a prevaléncia de hipertensdo arterial sistémica foi de 43,2%, mas se apenas
individuos com 60 anos ou mais forem considerados esse valor passa para 50%,
corroborando com a afirmacéo que essa é uma tipica patologia crénica encontrada
em individuos idosos.

O Brasil passou por grandes mudangas econémicas e sociais a partir da
década de 50 como o grande éxodo rural com consequéncias no estilo de vida da
populacdo que reduziu a frequéncia e a intensidade de atividades fisicas e
aumentou o consumo de alimentos industrializados com alto teor de gorduras e
agucares, favorecendo a ocorréncia de obesidade, dislipidemias, hipertensao arterial
sisttmica e hiperglicemias e, consequentemente aumentou a ocorréncia de
sindrome metabdlica. A primeira consequéncia visivel das mudancas de estilo de
vida pode ser observada nas alteragdes antropométricas dos individuos estudados.
Como descrito anteriormente cerca de 70% da populagdo chagasica do presente
estudo apresentou alto indice de sobrepeso/obesidade assim como o aumento da
circunferéncia de cintura e porcentagem de massa gorda acima de 30%.

Outro aspecto importante observado foi a alteracao do perfil lipidico que esta
associada ao aumento do tecido adiposo, particularmente o tecido adiposo visceral,
sendo esses responsaveis por duas importantes alteragées metabdlicas: (1) intensa
atividade lipolitica, liberando grandes quantidades de &cidos graxos livres na
circulacdo porta e sistémica e com diminuicdo da captacdo hepatica da insulina,
podendo causar hiperinsulinemia sistémica (SIQUEIRA et al, 2006) e (2) supressao
da liberagao de VLDL (lipoproteinas de densidade muito baixa) pelo figado, sendo

essas particulas ricas em ftriglicerideos que geram uma cascata de eventos que
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culminam na redugédo do HDL (High Density Lipoproteins) e aumento do LDL (Low
Density Lipoproteins), aumentando o risco de eventos cardiovasculares (HALCOX,
QUYYUMI, 2005).

Cabe ainda considerar que no presente estudo foi observada frequéncia de
individuos com hiperglicemia (25,3%) e dislipidemia (75,7%). A hipercolesterolemia
foi o tipo de dislipidemia mais frequente seguida pela hipertrigliceridemia e redugéo
nos niveis de HDL-colesterol constatando que o aumento do tecido adiposo teve
influéncia no perfil lipidico. Foi possivel associar o aumento da circunferéncia de
cintura com aumento de triglicérides e uma diminuigdo de HDL-colesterol.

O sobrepeso/obesidade observado nos individuos também exerce influéncia
no perfil endocrinolégico e imunoldgico. O tecido adiposo ndo é apenas um
reservatorio energético, mas também um &érgado enddcrino, responsavel pela
producdo de diversas citocinas e, senso assim, a obesidade contribui para um
estado pro-inflamatério e consequente aumento a suscetibilidade a doencas
cardiovasculares, aterosclerose, hipertensao arterial sistémica, resisténcia a insulina
e eventos trombadticos. Dentre as citocinas produzidas as adiponectinas, leptinas,
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral- alfa (TNF-o) sdo particularmente
importantes por estarem ligados ao equilibrio energético, stress oxidativo e ao
controle da resposta a insulina (COSTA, DUARTE, 2006; IKEOKA et al, 2010;
FALOIA et al, 2012; CHEN et al, 2012 ).

O aumento de gordura corporal € particularmente importante aos portadores
da forma indeterminada da DC, pois diversos estudos tem apontado que o tecido
adiposo também funciona como um reservatorio para o Trypanosoma cruzi, sendo
assim responsavel pelo aumento da carga parasitaria, aumento de macréfagos, e
manutencdo de baixo grau de inflamagdo crénica persistente semelhante a
encontrada em obesos morbidos. Alguns autores também relatam que ha um
desequilibrio no processo de regulagdo entre citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatdérias aumentando a chances de dano tecidual ao individuo. (COMBS et al,
2005; NAGAJYOTHI et al, 2009; FERREIRA et al, 2011; TANOWITZ, et al, 2011;
NAGAJYOTHI et al, 2012).

Estudos realizados nos ultimos 10 anos sobre alteragdes antropométricas nas
populagdes de diversos paises constataram que o aumento de peso, particularmente
da gordura visceral, é o principal fator de risco para o desenvolvimento da sindrome
metabdlica (REZENDE et al, 2006; RIBEIRO FILHO et al, 2006; ROSENBAUM et al,
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2012). A CC e a hipertrigliceridemia foram os componentes mais fortemente
associados a SM nesse grupo de estudo.

Cabe salientar que nos individuos portadores da forma indeterminada da DC
essa sindrome potencializa o risco de desenvolver a forma cardiaca da doenga uma
vez que ocorrem alteragdes imunologicas, ja citadas anteriormente e alteragdes nas
paredes dos vasos sanguineos, ambos favorecendo lesdes teciduais que podem
conduzir a dano permanente.

Segundo revisao sistematica e meta-analise realizada por Gami et al (2007) o
risco de DCV em portadores de SM é aumentado principalmente em mulheres sendo
o risco relativo (RR) de 1,78 (IC 95%, 1,58-2,00). Outra revisao realizada por Ford
(2005) constatou que o risco de DCV é de 1,65 (IC 95%, 1,38-1,99) se forem
utilizados os critérios do NCEP ATP Ill. O mesmo critério foi utilizado nesse estudo e
o RR de DCV considerando IMC foi de 3,1 (IC 95%, 1,72 — 4,48) e, se
considerarmos CC, o RR foi 2,22 (IC 95%, 0,84 — 3,60).

Dentre os habitos deletérios, tabagismo e etilismo nao foram significativos
nesse grupo (16,2% e 12,2%, respectivamente), mas sedentarismo foi observado
em quase 50% dos individuos. Sedentarismo € uma caracteristica muito importante
sob o ponto de vista da sindrome metabdlica, pois além de deixar de controlar o
peso corporal, favorecer o acumulo de gordura visceral do individuo e ainda
favorece a ma circulagdo contribuindo com o aparecimento de doencas
cardiovasculares.

As DCV foram as patologias mais mencionadas no histérico familiar dos
participantes desse estudo. A patologia mais frequente encontrada foi a Diabetes
mellitus, seguida por DCV e hipertensao arterial sistémica. Martins-Melo et al (2012)
avaliaram todos os 6bitos ocorridos no Brasil entre 1999 e 2007 nos quais a DC foi
mencionada como causa basica ou associada e constataram que mais de 40 %
dessas estavam relacionadas a complicacbdes diretas do envolvimento cardiaco e
cerca de 9,3% estavam associadas a doencas hipertensivas. Muitos pacientes
desse estudo relataram que parentes diretos eram portadores da DC assim como de
patologias crénicas como as mencionadas no histérico familiar, mas poucos tinham
conhecimento sobre as relagdes das mesmas com a DC.

Deste modo pode-se afirmar que os individuos chagasicos, forma
indeterminada, estudados, mesmo aqueles que apresentam IMC normal, mas com

porcentagem de massa gorda acima do maximo permitido (30%), aumento da CC
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dislipidemia, principalmente aumento de triglicerideos e reducdo de HDL, estédo

contribuindo para possivel evolugdo da doencga para a fase sintomatica

CONCLUSAO

Os pacientes que participaram desse estudo estdo sob forte risco de
desenvolver doengas cardiovasculares devido as alteragcbes bioquimicas e
antropométricas observadas, principalmente a redu¢ao do HDL-colesterol, aumento
de triglicerideos e da circunferéncia de cintura. A presencga de sindrome metabdlica
na populacdo geral € idade dependente assim como o aparecimento de doencgas
cronicas nao transmissiveis como a Diabetes mellitus tipo 2 e a hipertensao artérial
sistémica. Os portadores da doenga de Chagas no Brasil apresentam-se na faixa
etaria acima dos 40 anos e, portanto estdo mais suscetiveis a essas comorbidades e
a proépria evolucao da doenca.

Os relatos sobre o tecido adiposo ser um reservatério de parasitas também
afeta esse grupo por apresentar grande quantidade de massa gorda e assim,
possuir carga parasitaria maior favorecendo a reagudizag¢ao da doencga.

Segundo dados da literatura, ha grande possibilidade desses individuos
apresentarem um perfil de citocinas pro-inflamatdérias alteradas, conduzindo-os a um
baixo grau inflamatorio, favorecendo a lesédo tecidual e o desenvolvimento de
cardiopatia chagasica e esses aspectos estdo sendo desenvolvidos pelo presente
grupo com resultados satisfatérios.

Nesse sentido, acredita-se que a populagdo chagasica deve ser melhor
orientada sob as consequéncias de estilo de vida inadequado e devem ser
desenvolvidos programas especificos de combate a obesidade e ao sedentarismo
nessa populagcdo o que melhoraria a qualidade de vida desses pacientes e reduziria

gastos futuros com a evolugao da doenca.
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RESUMO

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e afeta mais
de 8 milhdes de individuos no mundo. A forma indeterminada da doenga é a mais
frequente, mas sua patogenia ainda nao esta totalmente esclarecida e ha poucos
estudos destinados aos individuos assintomaticos. Tendo em vista o impacto dessa
doenca na saude publica, foi elaborado um estudo com o intuito de relacionar os
niveis séricos de citocinas e 6xido nitrico em portadores da doenga de Chagas com
e sem dislipidemia e correlacionar os mesmos com o perfis lipidico, glicémico e
antropométrico. Foram avaliados 60 portadores da forma indeterminada da doenca
de Chagas sendo 17 sem dislipidemia (G1) e 43 com dislipidemia (G2). Também
participaram 26 individuos controles (G3 - 9 sem dislipidemia e G2 - 17 com
dislipidemia). O estudo foi realizado em dois momentos: M1 — inicio do estudo e M2
— de 6 a 12 meses apos M1. Amostras de sangue periférico foram utilizadas para
avaliar os perfis lipidico (colesterol total), glicémico e imunoldgico (adiponectina,
leptina, TNF-a, IFN-y, IL-10, TGF-B e NO. Também foi realizado o exame de
bioimpedéncia para verificar a porcentagem de massa gorda. Foi observado elevado
indice de sobrepeso/obesidade em todos os grupos assim como alto percentual de
massa gorda. Adiponectina apresentou niveis elevados nos pacientes chagasicos
quando comparados aos controles, sugerindo efeito protetor dessa citocina nesses
individuos. A presenca do parasita ndo interferiu nos niveis plasmaticos de leptina,
mas como essa esta diretamente relacionada ao tecido adiposo foram observados
niveis elevados e essa condicdo favorece a ativagdo de outras citocinas pro-
inflamatorias. Foi observada correlagdo entre elevados niveis de IFN-y e IL10 em
individuos chagasicos G1 como em G2 sugerindo equilibrio entre a resposta
Th1/Th2 o que confere protegcao a lesao tecidual. O TNF-a apresentou-se elevado
apenas em G1. Nesse grupo de estudo TGF-B ndo demonstrou ser fundamental
para o controle do equilibrio Th1/Th2 e apresentou padrdo de resposta citostatica
sofrendo reducédo em M2. Desse modo, sugere-se que as citocinas pesquisadas séo
potenciais marcadores de evolugdo clinica, mas novos estudos devem ser
realizados com numero maior de pacientes portadores da forma indeterminada da

doenga assim como 0 aumento no tempo de seguimento.

Palavras-chaves: Adipocitocinas, tecido adiposo, perfil imunolégico
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ABSTRACT

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and affects more
than 8 million people worldwide. The indeterminate form is the most frequent, but its
pathogeny is not yet totally cleared up and there are few studies pointed to
asymptomatic individuals. Taking into account the impact of this disease to public
health, it was elaborated a study with the aim of relating the ceric levels of cytokines
and nitric oxide in Chagas disease carriers with and without dislipidemy and
correlate the same ones with the anthropometric, glycaemic and lipidic profiles. They
were evaluated 60 carriers of the indeterminate form of Chagas disease being 17
without dislipidemy (G1) and 43 with dislipidemy (G2). 26 control individuals also
participated. The study was performed in two moments: M1 — start of study and M2 —
from 6 to months after M1. Peripheral blood samples were used to evaluate the
lipidic (total cholesterol), glycaemic and immunologic (adiponectin, leptin, TNF-a,
IFN-y, IL-10, TGF-B and NO). It was also performed the bioimpedence test to check
the fat mass percentage. It was observed and elevated index of overweight/obesity in
all the groups as well as a high percentage of fat mass. Adinopectin presented
elevated levels in chagasic patients when compared to the controls, suggesting a
protective effect of this cytokine in these individuals. The parasite presence did not
interfere on the plasmatic leptin levels, but as this is directly related to the adipose
tissue they were observed elevated levels and this condition favours the activation of
other pro-inflammatory cytokines. It was observed a correlation between the elevated
levels of IF-y and IL-10 in chagasic individuals G1 as in G2 suggesting a balance
between the responses Th1/Th2 what provides a protection against tissue lesion.
TNF-a presented as elevated only in G1. In this group of study TGF-f did not
demonstrate to be fundamental for the control of balance between Th1/Th2 and
presented a standard cytostatic response suffering reduction in M2. This way, it is
suggested that the researched cytokines are potential markers of clinical evolution,
but new studies must be performed with a bigger number of patients of the

indeterminate form of the disease as well as an increase of following period.

Keywords: Adipocytokine, adipose tissue, immunological profile
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, foi
descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas na
cidade de Lassance em Minas Gerais/Brasil (GALDBAUM & BARRETO, 2008;
CHAGAS, 2013). E, portanto uma doenca centenaria e que afeta cerca de 8
milhdées de pessoas no mundo, a maioria delas vivendo na América Latina. No Brasil
ha pelo menos 3 milhdes de infectados (PETHERICK, 2010; WHO, 2013).

Apos eficazes medidas de controle da transmissao vetorial e transfusional
hoje as notificagdes de casos agudos da doenga no Brasil sdo raros, geralmente
adquiridos por transmissdo oral, quase todos na regido Amazlbnica brasileira
(NOBREGA et al, 2009). A fase crbnica, prevalente no pais, pode ser subestimada
visto que quase metade dos chagasicos cronicos apresenta a forma indeterminada
da doenca e a maioria deles descobre acidentalmente quando, por exemplo, se
candidata a doacao de sangue (NAVARRO et al, 2013).

A forma indeterminada da DC é assintomatica com diagnostico soroldgico
positivo, mas sem comprometimento cardiaco ou digestivo podendo seguir esse
curso até o final da vida (COURA & BORGES-PEREIRA, 2011; RASSI Jr, RASSI,
MARIN-NETO, 2010). Varios estudos tem revelado a grande dificuldade na
conducdo e orientacdo desses individuos. Nesse sentido, o grupo de estudo de
doenca de Chagas da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/Unesp) concorda
com outros pesquisadores que € muito comum o paciente acreditar que a qualquer
momento seu coracao ira “inchar” e ele perdera a capacidade de desenvolver suas
atividades cotidianas, o que revela necessidade de desenvolvimento de estudos
para a conducao desses casos com marcadores de evolugado (RIBEIRO & ROCHA,
1998; MACEDO, 1999; IANNI et al, 2001; MARIN-NETO et al, 2002; RIBEIRO et al,
2013).

Geraix et al (2007) observaram alteragées metabdlicas em portadores da DC
associadas a mudancgas de estilo de vida nas ultimas décadas. Essas mudangas os
tém conduzido ao sedentarismo e ao aumento de peso com consequéncias no perfil
metabdlico. Nesse foi observado que mais de 80% dos chagasicos crénicos
atendidos eram sedentarios, 94% apresentavam sobrepeso ou obesidade e 86%
alteragdes no perfil lipidico ou glicémico. Esses dados sinalizaram para possivel
alteracdo no perfil imunolégico que poderia favorecer o desenvolvimento de

sindrome metabdlica e o surgimento de doencgas cardiovasculares (DCV).
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O aumento do tecido adiposo tem sido relacionado com importantes
consequéncias cardiovasculares que podem ser mais serias no portador da forma
indeterminada da DC: (1) diversos estudos apontam para o aumento do risco de
sindrome metabdlica e DCV em individuos obesos, particularmente aqueles que
apresentam concentragcdo de gordura visceral (BAHIA et al, 2006; NAGAJYOTHI et
al, 2009; GOMES et al, 2010; IKEOKA, MADER, PIERRE, 2010) ; (2) o T. cruzi
utiliza o tecido adiposo como reservatorio e, sendo assim, quanto maior a
quantidade de tecido adiposo maior a carga parasitaria (COOMBS et al, 2005;
FERREIRA et al, 2011; TANOWITZ et al, 2011) e (3) além da fung¢ao de reservatério
energético esse tecido também possui fungdo endodcrina ja que produz diversas
substancias como as adiponectinas, as leptinas e o fator de necrose tumoral — alfa
(TNF-a ) — (GNACINSKA et al, 2009; RICCI, BEVILACQUA, 2011; CHEN et al, 2012;
IZALDI, FARABAD, AZADBAKHT, 2013; ADAMCZAK, WIECEK, 2013). Na fase
inicial dessa patologia essas citocinas sao cruciais para o controle da parasitemia,
mas apos esse periodo ha necessidade de reestabelecer o equilibrio entre a
resposta inflamatéria e anti-inflamatoria para evitar danos teciduais (CUNHA-NETO
et al, 2009; MAYA et al, 2010). Dentre as varias citocinas anti-inflamatérias que
participam desse processo destaca-se a interleucina 10 (IL-10) e o fator
transformador de crescimento beta (TGF-), porém quando ha produgéo exacerbada
dessas citocinas ha promocdo da sobrevivéncia do parasita e, possivelmente,
favorecimento da evolugao da doenga crbnica para a fase sintomatica (WAGHABI et
al, 2005) Sendo assim, as citocinas pro-inflamatérias devem participar em diferentes
agdes nos pacientes chagasicos e sua interagdo com tecidos adiposos necessita ser
esclarecida.

Outro importante componente imunolégico envolvido tanto no controle da
parasitemia quanto no dano tecidual é o 6xido nitrico (NO). Essa molécula além de
estar diretamente envolvida no controle do T. cruzi também é responsavel pela
modulagdo de todos os passos da resposta imune inata e adaptativa (GUTIERREZ
et al, 2009).

O objetivo desse estudo foi verificar os niveis séricos de citocinas e 6xido
nitrico em portadores da doenca de Chagas com e sem dislipidemia e correlacionar

os mesmos com o perfil lipidico, glicémico e antropométrico.
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CASUISTICA E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu (Protocolo CEP 3600-2010). Todos os participantes foram
informados sobre 0s objetivos do estudo e assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido para inclusdo dos mesmos na pesquisa (TCLE portadores da doencga
de Chagas e TCLE grupo controle).

Foi realizado estudo prospectivo, incluindo avaliagao clinica individual com
protocolo pré-estabelecido e analise de amostras sanguineas de glicemia de jejum,
perfil lipidico (dosagem de colesterol total, LDL colesterol, HDL colesterol e
triglicérides), citocinas inflamatorias (IFN-y e TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10 e
TGF-B), adipocitocinas (leptina e adiponectina) e NO.

Foram incluidos pacientes com diagnostico confirmado de DC forma
indeterminada com e sem dislipidemia. Para tal, foram realizadas duas sorologias
positivas (métodos diferentes) e exames de eletrocardiograma/ (ECG), Estémago,
Es6fago Duodeno (EED), Raio X de térax e enema opaco. Além desses, foram
incluidos individuos sem DC com e sem dislipidemia constituindo o grupo controle.
Estes individuos foram divididos em quatro grupos:

- (G1) individuos com a forma indeterminada da doenca de Chagas e sem
dislipidemia;

- (G2) — individuos com a forma indeterminada da doenca de Chagas com
dislipidemia;

- (G3) - individuos ndo portadores da Doenga de Chagas sem dislipidemia;

- (G4) — individuos nao portadores da Doenga de Chagas com dislipidemia.

O grupo controle foi constituido de individuos de ambos os sexos com
sorologia negativa para doenca de Chagas.

Foram excluidos: gestantes; usuarios de drogas ilicitas; pacientes portadores
de hipotireoidismo, sindrome nefrética, insuficiéncia renal crbénica, hepatopatias
colestaticas crbénicas, sindrome de Cushing e outras co-infecgdes
(imunossupressoras) ou que abandonem o acompanhamento durante o estudo.

O estudo foi realizado em dois momentos distintos: M1 e M2. No momento M1
todos os individuos de G1, G2, G3 e G4 fizeram todas as analises € no momento
M2, que ocorreu entre 6 meses e 1 ano apds M1, os individuos de G1 e G2

repetiram todos os exames realizados em M1.
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Para a avaliacdo do estado nutricional e composicdo corporal foram
mensuradas as seguintes medidas corporais: peso (Kg), estatura (m), indice de
massa corporea (IMC), circunferéncia de cintura (CC) e bioimpedancia (Bl). O peso
foi obtido através da utilizagdo de balanga antropométrica digital, do tipo plataforma
com preciséo de 0,1 Kg, com o individuo descalgo e com o minimo de vestimentas;
Para determinacdo da estatura utilizou-se haste movel da balanca antropométrica
com precisao de 0,5 cm e a CC mensurada com fita métrica a qual foi aplicada
firmemente ao redor da protuberancia anterior maxima do abdémen usualmente no
nivel da cicatriz umbilical. Com relagao ao valor da circunferéncia abdominal, este foi
analisado conforme a classificagao National Cholesterol Education Program — Adult
Pannel lll, a qual classifica como valores de alto risco para doencas ateroscleréticas
em homens > 102 cm e mulheres > 94 cm. A porcentagem de massa gorda foi
obtida por meio do aparelho BIA-101Q analyser (RJL Systems Inc, Detroit, Ml).

Para analise do perfil lipidico e glicémico foram coletados 10mL de sangue
venoso, apos jejum de 12 horas, com orientagdo de nao ingerir bebida alcodlica e
nao praticar exercicios fisicos na véspera da coleta. A analise foi realizada com kit
Johnson & Johnson (Ortho Clinical Diagnostics), metodologia de quimica seca e
auto-analisador Vitros 750.

Foram realizadas dosagens das seguintes citocinas: adiponectina (DRP300),
Leptina (DLP00), TNF-a. (DTAOOC), IFN-y (DIF50), TGF-B (DB100B), IL-10 (D1000B)
todas do fabricante (R&D Sytems). Também foi realizada a dosagem de 6xido nitrico
(780001) do fabricante Caymam.

O principio imunolégico dos testes utilizados para dosagem das citocinas
baseia-se na técnica do imunoensaio enzimatico sanduiche quantitativo. Nessa
técnica um anticorpo monoclonal especifico para a citocina em questao esta fixado
na microplaca onde foram pipetados padrdoes e amostras e as placas com os soros
foram incubadas a temperatura ambiente segundo instru¢gées do fabricante. Toda a
citocina presente no soro se ligou ao anticorpo previamente imobilizado e as
substancias nao ligadas foram retiradas por secbes de lavagens seriadas. Em
seguida foi adicionado um anticorpo ligado a uma enzima especifica para a citocina
em questéo e, apds incubagao nova secgado de lavagem seriada foi realizada. Para
possibilitar a leitura foi adicionada uma solucdo substrato que possibilitou

visualizacdo de cor na reacao e, incubacao a temperatura ambiente foi adicionada
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uma solugcdo de parada e a intensidade da cor foi medida por espectrofotbmetro a
540nm.

A dosagem do oOxido nitrico foi baseada no método de dosagem de
concentracao de nitrato/nitrito. A técnica se baseia em dois passos: (1) converséo de
nitrato em nitrito utilizando a enzima nitrato redutase e (2) adigdo dos reagentes e
Griess que promove a produgdo de coloragdo e permite a leitura em
espectrofotdmetro a 540nm.

Anidlise estatistica

Para analise do perfil glicémico e lipidico para os quatro grupos foram
realizadas medidas repetidas (ANOVA ou gama) seguido de testes de Tukey (no
caso da ANOVA) e de Wald (para distribuicdo gama).Para analise das interrelacdes
de adipocitocinas e variaveis metabdlicas foram feitas correlagdes.

Em todos os testes foi considerado o nivel de significancia de 5% ou o p-
valor correspondente. Todas as analises foram feitas através do programa SAS for
Windows, v.9.2.

RESULTADOS

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 95 individuos portadores
da doenga de Chagas de ambos os sexos e diferentes faixas etarias. Foram
excluidos no decorrer do estudo 35 pacientes sendo que 4 evoluiram para a forma
sintomatica (02 para a forma cardiaca e 02 para a forma digestiva) e 31 néao
retornaram em duas consultas consecutivas. Dentre os 60 pacientes avaliados nos
dois momentos do estudo 17 foram classificados no grupo G1 e 43 em G2. Os
grupos controles G3 e G4 foram compostos por 26 individuos sendo 9 do grupo G3
e 17 de G2.

A tabela 1 ilustra as médias das variaveis metabdlicas considerando os grupos
e 0os momentos. A Unica variavel que apresentou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos G1 e G2 foi o colesterol total. Apesar da escolha dos
pacientes terem ocorrido aleatoriamente, os grupos foram homogéneos tanto no
perfil lipidico, glicémico e antropométrico. Entre os grupos controles houve diferenga
significante entre glicemia (p=0,04) e marginalmente significante para circunferéncia

de cintura (p= 0,05), sendo esses valores superiores no grupo G4.
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Tabela 1 — Descrigdo das medias das variaveis metabdlicas estratificada por grupos

e momentos

M1 M2
G1 87,28 92,41

Glicemia (mg/dL) G2 96.68 98.30
G3 85,38 _

G4 109,94 _
G1 176,47 168,67
CT (mg/dL) G2 218,01 215,24
G3 188,38 _

G4 219,00 _

G1 59,07 52,65

HDL (mg/dL) G2 47,86 48,86
G3 58,38 _

G4 42,47 L
TGT (mg/dL) G1 91,56 102,56
G2 196,51 176,93

G3 106,25 _

G4 232,64 L

G1 28,31 29,39

IMC (Kg/m?) G2 30.26 29,58
G3 25,53 _

G4 28,67 L
CC (cm) G1 97,67 100,46
G2 102,42 100,53

G3 85,00 _

G4 101,43 L

MG (%) G1 31,69 35,08
G2 33,83 33.51

G3 25,26 L

G4 33,20

Colesterol total (CT), High Density Lipoproteins (HDL), Triglicerideos (TGT), indice de
corporea (IMC), circunferéncia de cintura (CC), massa gorda (MG). p<0,05 — valores estatisticamente
significantes de CT entre G1 e G2 tanto no momento 1 quanto momento 2, respectivamente
p=0,0001 e p< 0,0001. Diferenga estatistica entre os grupos controle G3 e G4 nas variaveis
circunferéncia de cintura (p= 0,0536) e glicemia (p=0,0429). M1 — momento inicial do estudo; M2 — 6

a 12 meses apo6s momento 1,

massa
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Tabela 2 - Estatistica dos niveis séricos médios do perfil lipidico, glicémico e
antropomeétrico de portadores da forma indeterminada da doenga de Chagas e seus

controles
Hipotese Diferenca entre G1 Diferenga entre G1  Diferenga entre

e G2 nomomento e G3 no momento G2 e G4 no

M1 M1 momento M1
Glicemia (mg/dL) 0,07 G1=G2 0,80 G1=G3 0,22 G2=G4
CT (mg/dL) 0.0001 G2>G1* 0,94 G1=G3 1,00 G2=G4
HDL (mg/dL) 0,10 G1=G2 1,00 G1=G3 0,79 G2=G4
IMC (Kg/mz) 0,69 G1=G2 0,76 G1=G3 0,85 G2=G4
CC (cm) 0,78 G1=G2 0,21 G1=G3 0,99 G2=G4
MG (%) 0,89 G1=G2 0,29 G1=G3 0,99 G2=G4

Colesterol total (CT), High Density Lipoproteins (HDL), indice de massa corpérea (IMC),
circunferéncia de cintura (CC), massa gorda (MG).

*p<0,05

Figura 1 — Incidéncia de sobrepeso e obesidades entre os grupos de estudo e

grupos controle em M1
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= *MG>30
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* Massa gorda (MG)
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Tabela 3 — Descricdo das médias das citocinas e oxido nitrico estratificada por

grupos e momentos

M1 M2
G1 42,92 47,50
Adiponectina (ug/mL) G2 36,23* 44,80
G3 15,22 .
G4 1,85 _
G1 32,7 38,6
Leptina (ng/mL) G2 47,8 41,1
G3 70,1 L
G4 56,6 L
G1 0,41 0,71
TNF-a (pg/mL) G2 0.24* 0,32
G3 0,24 L
G4 0,22 L
G1 164,90* 358,19
IFN-+y (pg/mL) G2 335,49 335,39
G3 2,14 L
G4 1,74 L
G1 36,15* 12,20
IL-10 (pg/mL) G2 7,83 2,29
G3 0,21 L
G4 0,22 L
G1 22,9 19,5
TGF-B (ng/mL) G2 16,8 15,3
G3 23,5 .
G4 26,7 L
G1 6.67* 10.74
NO (uM) G2 10,74* 6,39
G3 5,58 .
G4 6,56

* p<0,05.



59

Tabela 4 - Correlacao entre adiponectina com as variaveis IMC, HDL, Triglicerideos,

glicemia, percentual de massa gorda e leptina estratificada por grupos

G1 G2 G3 G4
Glicemia 0,35754 -0,01638 -0,16436 -0,21062
(mg/dL) (p=0,03) (p=0,8) (p=0,6) (p=0,4)
HDL -0,46274 0,18951 -0,00244 -0,40597
(mg/dL) (p=0,005) (p=0.09) (p=0,9) (p=0,1)
TGT 0,32812 0.14706 0,40646 -0,14730
(mg/dL) (p=0,05) (p=0,1) (p=0,3) (p=0,6)
MG -0,23251 -0,08208 0,68539 0,54053
(%) (p=0,1) (p=0,4) (p=0,06) (p=0,03)
IMC -0,24749 -0,09262 0,32249 0,24502
(Kg/m?) (p=0,1) (p=0,4) (p=0.4) (p=0,3)
Leptina -0,00165 -0,10272 0,45345 -0,03650
(pg/mL) (p=0,9) (p=0,3) (p=0,2) (p=0,8)

Colesterol total (CT), High Density Lipoproteins (HDL), Triglicerideos (TGT), indice de massa

corporea (IMC), circunferéncia de cintura (CC), massa gorda (MG).

A tabela 2 ilustra uma correlagcéo entre os grupos de estudo (G1 e G2) e entre
esses e seus controles (G1/G3 e G2/G4) em M1 em relagdo as variaveis perfil
glicémico, lipidico e antropométrico ressaltando valores com significancia estatistica

O figura 1 apresenta a classificacdo do estado nutricional dos participantes da
pesquisa (grupos de estudo e controles). Quando comparado apenas o indice
de massa corporea (IMC) ndo houve diferenga estatistica entre grupos de estudo
(G1/G2 — p=0,7), grupos controles (G3/G4 — p=0,7) e entre grupos de estudo e seus
controles (G1/G3 — p=0,7 e G2/G4 — p=0.8). A porcentagem de massa gorda foi alta
em todos os grupos, exceto G3 (ndo portador da doenga de Chagas e sem
dislipidemia). A média dessa variavel nos grupos foi de : G1 — 31,7+1,7; G2 —
33,841,1; G3- 25,3+2,5 e G4 — 33,2+1,8.
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A hipertensao arterial sistémica foi observada em 35,3% dos individuos de
G1; 44,2% G2; 11,1% G3 e 29,4% G4. Segundo o critério estabelecido pelo NCEP-
ATP Ill 26 individuos de G2 (60,5%) e 11 de G4 (64,7%) apresentavam sindrome
metabodlica demonstrando que essa populagédo apresenta risco elevado de
desenvolver doenca cardiovascular mesmo que n&do tenham outras doencas de
base.

A tabela 3 ilustra as médias obtidas das citocinas e do oxido nitrico entre os
grupos em M1 e M2. Pode-se observar que no grupo 1 (G1) houve aumentp dos
niveis plasmaticos de IFN-y e 6xido nitrico (NO) e redugéo de IL-10. No grupo 2

(G2) houve aumento significativo de adiponetina e TNF-a e reducéo de NO.

Figura 2 — Comparacdo dos niveis plasmaticos de adiponectina nos diferentes

grupos e momentos
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G1 (rosa) — DC sem dislipidemia; G2 (verde) DC com dislipidemia; G3 (cinza) controle sem
dislipidemia; G4 (azul) controle com dislipidemia. * p<0,05

A figura 2 ilustra as médias de adiponectina nos diferentes grupos e
momentos. Pode-se observar que, conforme o esperado, G3 apresenta niveis mais
elevados dessa citocina quando comparado com G4, pois essa adipocitocina é
inversamente proporcional a massa gorda. Também foi possivel observar que os
portadores da doenga de Chagas (G1 e G2) apresentam niveis mais elevados de

adiponectina quando comparados aos grupos controles (G3 e G4).
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Entre os portadores da doenga de Chagas (G1 e G2) n&o houve diferenca
significativa dos niveis séricos dessa citocina em M1 e M2, respectivamente 0,25 e
0,09, mas o mesmo nao foi observado entre os controles G3 e G4 (p<0,0001) e G1
e G3 (0,03). Quando comparamos os grupos de estudo G1 e G2 nos dois momentos
(M1 e M2) pode-se observar que houve aumento significativo do nivel sérico dessa
citocina em G2 (p=0,03).

Os niveis séricos de leptina podem ser observados na figura 3. Nao houve
diferenga entre os niveis séricos dessa citocina entre G3 e G4 (p=0,4), mas houve
diferenca significante entre G1 e seu controle G3 (p=0,01).

Adiponectina e leptina sdo frequentemente associadas a variaveis glicémicas,
lipidicas e antropométricas. A tabela 4 apresenta a correlagdo entre adiponectina e
essas variaveis. E possivel observar que, entre os individuos que participaram
desse estudo, houve uma correlagdo negativa entre adiponectina e elevados niveis
de glicemia (p=0,03), triglicerideos (p=0,005) e redugado de HDL (p=0,05) em G1. A
porcentagem de massa gorda (%MG) apresentou correlagéo positiva significante em
G4 (p=0,03).

Figura 3 — Comparacao dos niveis plasmaticos de leptina nos diferentes grupos e

momentos
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G1 (rosa) — DC sem dislipidemia; G2 (verde) DC com dislipidemia; G3 (cinza) controle sem
dislipidemia; G4 (azul) controle com dislipidemia. * p<0,05
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A tabela 5 ilustra a correlagdo entre leptina e as variaveis glicémicas, lipidicas
e antropométricas com correlagéo positiva entre %MG e IMC tanto em G1 (p=0,01 e
p=0,0002) quanto em G2 (p=0,0001 e p=0,001).

Tabela 5 - Correlagdo entre leptina com as variaveis IMC, HDL, Triglicerideos,

glicemia, percentual de massa gorda e leptina estratificada por grupos

G1 G2 G3 G4
Glicemia 0,09775 0,06778 -0,71946 -0,34883
(mg/dL) (p=0,5) (p=0,5) (p=0,04) (p=0,1)
HDL -0,00221 0,31867 0,35810 0,28827
(mg/dL) (p=0,9) (p=0,003) (p=0.3) (p=0,2)
TGT 0,26162 -0,15366 -0,24789 -0,28724
(mg/dL) (p=0,1) (p=0,1) (p=0,5) (p=0,3)
MG 0,42415 0,40776 0,56060 -0,01564
(%) (p=0,01) (p=0,0001) (p=0,1) (p=0,9)
0,59935 0,35011 0,15810 0,19515
IMC (p=0,0002) (p=0,001) (p=0,7) (p=0,4)

(Kg/m?)

Os niveis séricos de Fator de Necrose Tumoral — alfa (TNF-a) foram similares
entre os grupos controles (G3 e G4 — p=0,1), mas a diferenga estatistica entre G1 e
G2 foi significante em M1 e M2, respectivamente p=0,001 e p=0,01. Quando
comparado G1 e seu controle G3 observa-se que houve aumento significante entre
portadores da doenga de Chagas (p=0,003) sem dislipidemia (Figura 4).

A citocina pro-inflamatéria Interferon-gama (IFN-y) foi a que apresentou
maiores diferengas entre grupos e momentos (figura 5). Apesar dos niveis séricos
nos controles (G3 e G4) serem extremamente reduzidos em relagdo aos grupos de
estudo (G1 e G2) houve diferenga estatistica entre eles (p= 0,03). Os portadores de
doenca de Chagas sem dislipidemia apresentaram niveis mais elevados dessa
citocina quando comparados ao grupo com dislipidemia em M1 (p<0,0001). A
quantidade dessa citocina também foi elevada em G1 quando comparada a G3
(p<0,0001) e quando G2 foi comparado com G4 (p<0,0001).



63

Figura 4 — Comparacgao dos niveis plasmaticos de TNF-a nos diferentes grupos

e momentos
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G1 (rosa) — DC sem dislipidemia; G2 (verde) DC com dislipidemia; G3 (cinza) controle sem
dislipidemia; G4 (azul) controle com dislipidemia. * p<0,05

Figura 5 — Comparacao dos niveis plasmaticos de IFN-y nos diferentes grupos e

momentos
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G1 (rosa) — DC sem dislipidemia; G2 (verde) DC com dislipidemia; G3 (cinza) controle sem
dislipidemia; G4 (azul) controle com dislipidemia. * p<0,05
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Figura 6 — Comparacgéo dos niveis plasmaticos de IL-10 nos diferentes grupos e

momentos
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G1 (rosa) — DC sem dislipidemia; G2 (verde) DC com dislipidemia; G3 (cinza) controle sem
dislipidemia; G4 (azul) controle com dislipidemia. * p<0,05

Figura 7 — Comparagao dos niveis plasmaticos de TGF-3 nos diferentes grupos e

momentos
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G1 (rosa) — DC sem dislipidemia; G2 (verde) DC com dislipidemia; G3 (cinza) controle sem
dislipidemia; G4 (azul) controle com dislipidemia. * p<0,05
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O Fator de Crescimento Transformador — beta (TGF-) mostrou-se nivel semelhante
entre 0s grupos controles, mas quando comparado grupos de estudo e grupos
controle observou-se diferenca entre G2 e G4 (p=0,0082), sendo que o grupo de
estudo apresentou menor concentragao dessa citocina. Na figura 7 é possivel
observar que tanto em G1 quanto em G2 houve redugao de TGF- 3 entre M1 e M2.
Em relacdo ao Oxido Nitrico (NO) pode-se observar que esta presente em
concentragdes reduzidas quando comparado aos portadores da doenga de
Chagas. Também foi observado que tanto G1 quanto G2 apresentaram queda na
concentragdo dessa substancia em M2, respectivamente p=0,0004 e p<0.0001.
Quando comparado a relagdo G1/G3 e G2/G4 observou-se significancia,

respectivamente p=0,001 e p<0,0001 (figura 8).

Figura 8 — Comparacgéao dos niveis plasmaticos de NO nos diferentes grupos e

momentos
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G1 (rosa) — DC sem dislipidemia; G2 (verde) DC com dislipidemia; G3 (cinza) controle sem
dislipidemia; G4 (azul) controle com dislipidemia. * p<0,05
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Tabela 6 - Estatistica dos niveis séricos das citocinas € NO em M1 e M2 de

portadores da forma indeterminada da doenga de Chagas e seus controles

M1 M2
G3/G4 G1/G2 G1/G3 G2/G4 G1/G2
Adiponectina G3>G4 G1=G2 G1>G3 G2>G4 G1=G2
Leptina G3=G4 G1=G2 G1<G3 G2=G4 G1=G2
TNF-a G3=G4 G1>G2 G1>G3 G2=G4 G1>G2
IFN-y G3>G4 G1<G2 G1>G3 G2>G4 G1=G2
IL-10 G3=G4 G1>G2 G1>G3 G2>G4 G1>G2
TGF-B8 G3=G4 G1=G2 G1=G3 G2<G4 G1=G2
NO G3=G4 G1=G2 G1>G3 G2>G4 G1=G2

DISCUSSAO

A prevaléncia da doenga de Chagas no Brasil tem sofrido constante reducao
desde a década de 70 devido ao grande empenho das autoridades de saude
brasileiras e também aos programas conjuntos realizados com outros paises latino-
americanos e, sendo assim, a ocorréncia de casos agudos no pais foi controlada
permanecendo entdo, grande numero de individuos na fase crénica da doenga
(DIAS, 2009).

Segundo Marin-Neto et al (2002) e Andrade (2005) a forma indeterminada da
doenca de Chagas é a mais frequente e proeminente de todas as formas e, apesar
de sua classificagdo ser bem definida sua patogenia ainda nao foi totalmente
esclarecida. Segundo o mesmo autor muitos individuos portadores da forma
indeterminada apresentam lesdes inflamatdrias focais discretas que ndo podem ser
detectadas pelos exames convencionais e ha poucos dados sobre a repercussao
funcional da miocardite focal e se essas s&o cumulativas ou néo.

Independente de haver ou ndo alteragdes cardioldgicas discretas em
chagasicos indeterminados, € bem esclarecido a importadncia de alteragbes
metabdlicas como a hipertensao arterial sistémica (HAS), hiperglicemia e a
dislipidemia no desenvolvimento de doengas cardiovasculares. As alteracdes
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metabodlicas podem ter origem genética ou ambiental, mas a ultima tem maior
impacto na sociedade atual.

No presente estudo a HAS foi correlacionada positivamente com
sobrepeso/obesidade e dislipidemia. Esses resultados corroboram com Leroith
(2012) que afirma que além da HAS, a alteragcdes no perfil antropométrico e lipidico
estdo associados com hipergliceridemia e resisténcia a insulina. A relagcdo entre
hipertensdo e danos ao tecido cardiaco € bem conhecida e a associacdo com
alteracdes metabdlicas como a dislipidemia potencializam seu efeito mesmo que néo
haja outras patologias envolvidas como a doenga de Chagas.

Devido ao curto periodo de tempo do presente estudo, o perfil metabdlico dos
individuos dos participantes, ndao sofreu variagcdes significativas entre os dois
momentos de estudo (M1 e M2). Apenas na variavel colesterol total houve diferencga
estatisticamente significante entre G1 e G2, conforme esperado (tabela 1 e 2).

Conforme mencionado anteriormente, as variaveis metabdlicas sofrem grande
influéncia de fatores ambientais e comportamentais e, nas ultimas trés décadas as
mudancas no estilo de vida favoreceram o consumo de alimentos industrializados
com alto teor de gorduras e agucares, impulsionando a ocorréncia de obesidade,
dislipidemias, hipertenséo arterial sistémica e hiperglicemias possibilitando assim, o
desenvolvimento da sindrome metabdlica. Essa sindrome & caracterizada por pelo
menos trés das seguintes caracteristicas: aumento da circunferéncia abdominal
(CC), aumento de triglicerideos, reducdo de HDL, hiperglicemia e hipertensao
arterial sistémica (NCEP-ATP lll, 2005).

A populacéo chagasica que participou desse estudo apresentou alto indice de
sobrepeso/obesidade sendo que em G1 (sem dislipidemia) e G2 (com dislipidemia)
houve 70,6% e 86,0%, respectivamente (figura 1). Também foi observado alto
percentual de massa gorda (>30%) em G1 (64,7%) e G2 (65,1%). Segundo
Lourenzo et al (2007), o percentual de massa gorda também é indicativo de risco de
sindrome metabdlica, independente da classificacdo antropométrica e, relatam que
ao avaliar 60 mulheres entre 20 e 35 anos, observaram que mesmo as eutroficas
poderiam apresentar excesso de massa gorda e as denominou de “obesas com
peso normal”’. No presente estudo também foram observados individuos “obesos
com peso normal” sugerindo que uma parte dos individuos chagasicos eutroficos
apresentava maior risco de desenvolver doenga cardiovascular, independente da

doenca de Chagas.
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Os fatores que conduzem a evolugdo da doenca de Chagas para a forma
sintomatica ainda sdo obscuros e os estudos sobre aspectos metabdlicos em
portadores do parasita sdo, em sua maioria, realizados em individuos que ja
apresentam clinica da forma cardiaca da doenca. Nesse sentido, o presente estudo
salienta a importancia dessas variaveis na populagédo chagasica indeterminada.

A gordura visceral, principal componente de risco de doenga cardiovascular e
encontrada particularmente na regido abdominal, foi observada em todos os grupos,
mas nos portadores da doenca de Chagas com dislipidemia (G2) e nos seus
controles (G4) continham mais de 50% dos individuos com aumento de
circunferéncia de cintura, sinalizando mais um fator de risco nesses individuos.
Diversos estudos apontam a circunferéncia de cintura como forte fator relacionado a
desordens metabdlicas. Os principais tipos de dislipidemia encontrados nesse
trabalho foram a hipertrigliceridemia e a redugdo do HDL-colesterol o que corrobora
com os demais estudos que correlacionam essas alteragdes lipidicas com aumento
da circunferéncia da cintura (REZENDE et al, 2006; BARBOSA et al, 2006;
ROSENBAUM, et al, 2012).

Cabe ressaltar que o aumento do tecido adiposo, particularmente o tecido
visceral € responsavel por duas importantes alteracbes metabdlicas: (1) intensa
atividade lipolitica, liberando grandes quantidades de &cidos graxos livres na
circulagcdo porta e sistémica e como resultado ha uma diminuicdo da captacao
hepatica da insulina, podendo causar hiperinsulinemia sistémica (SIQUEIRA et al,
2006; REZENDE et al, 2006) e (2) supressao da liberagcéo de VLDL (lipoproteinas de
densidade muito baixa) pelo figado, sendo essas particulas ricas em triglicerideos
que geram uma cascata de eventos que culminam na redug¢ao do HDL (High Density
Lipoproteins) e aumento do LDL (Low Density Lipoproteins), aumentando o risco de
eventos cardiovasculares (HALCOX & QUYYUMI, 2005; RIBEIRO FILHO et al, 2006;
ROSENBAUM et al, 2012).

As consequéncias do aumento de gordura visceral foram percebidas nos
portadores da doenca de Chagas, pois dentre todos os individuos que participaram
do presente estudo mais de 70% (43/60) apresentavam dislipidemia, com maior
incidéncia de hipertrigliceridemia e redugéao de HDL.

O aumento de gordura corporal € particularmente importante aos portadores
da forma indeterminada da DC, pois estudos tém apontado que o tecido adiposo

também funciona como um reservatério para o Trypanosoma cruzi, sendo assim
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responsavel pelo aumento da carga parasitaria, influxo de macrofagos nos
adipocitos, e manutencdo de baixo grau de inflamagdo crénica persistente
semelhante a encontrada em obesos moérbidos (COMBS et al, 2005; NAGAJYOTHI
et al, 2012).

Segundo Tanowitz et al (2011) em casos de imunossupressdo ou estados
lipotréficos o adipdcito sofre lipolise com consequente aumento de acidos graxos no
tecido adiposo conduzindo a um aumento do infiltrado de células inflamatérias,
macrofagos e aumento de adipocitocinas inflamatérias. Outros autores também
relatam que ha um desequilibrio no processo de regulacdo entre citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias aumentando a chances de dano tecidual ao
individuo. Deste modo pode-se afirmar que os individuos chagasicos estudados,
mesmo aqueles que apresentam IMC normal, mas com porcentagem de massa
gorda acima de 30% podem estar contribuindo para a evolugdo da doenga para a
fase sintomatica (NAGAJYOTHI et al, 2009a; NAGAJYOTHI et al, 2009b;
FERREIRA et al, 2011).

Cabe salientar a importancia do sobrepeso/obesidade observado nos
individuos, pois além da influéncia no perfil endocrinolégico também pode ocorrer
alteragdes imunoldgicas. O tecido adiposo n&o é apenas um reservatorio energético,
mas também desempenha fungdes imunoldgicas, responsaveis pela liberagdo de
diversas citocinas e, senso assim, a obesidade contribui para um estado pro-
inflamatorio e consequente aumento a suscetibilidade a doencgas cardiovasculares,
aterosclerose, hipertensao arterial sistémica, resisténcia a insulina e eventos
tromboticos. Dentre as citocinas produzidas, as adiponectinas, leptinas, interleucina
6 (IL-6) e fator de necrose tumoral- alfa (TNF-a) sdo particularmente importantes por
estarem ligados ao equilibrio energético, estresse oxidativo e ao controle da
resposta a insulina (COSTA & DUARTE, 2006; IKEOKA et al, 2010; FALOIA et al,
2012; CHEN et al, 2012).

A adiponectina é uma citocina anti-inflamatéria, anti-apoptética e anti-
hipertréfica que esta intimamente relacionada a regulagdo do metabolismo da
glicose e protegcdo contra doengas cardiovasculares. Ao contrario da maioria das
citocinas produzidas por adipdcitos, a adiponectina apresenta niveis séricos
inversamente proporcionais a massa gorda do individuo (COSTA & DUARTE, 2006;
LOFONTAN & VIGUERIE, 2006; GIANNESSI, MALTINI, DEL RY, 2007;
STOFKOVA, 2009; SCHUTTE et al, 2010; DING et al 2012).
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Em relagado a correlagdo entre adiponectina e variaveis antropométricas, perfil
lipidico e leptina foram obtidos dados intrigantes. Entre os portadores da doenga de
Chagas sem dislipidemia (G1) n&o foi observada correlagdo positiva com HDL e
negativa com triglicerideos. Esses resultados devem ser melhor investigados com
quantidade maior de individuos portadores de doenga de Chagas sem dislipidemia.

Os niveis séricos de adiponectina nos individuos controle sem e com
dislipidemia ndo demostraram relagéo inversamente proporcional com essa citocina
com massa gorda. Esses dados divergem com a revisdo de lzaldi, Farabad e
Azadbakht (2013) no qual foram analisados 25 trabalhos cientificos que constataram
a correlagdo negativa entre adiponectina e altos niveis de triglicerideos e reduzidos
valores de HDL, porém nesses estudos nado havia correlagdo entre variaveis
metabdlicas e doenca de Chagas. Apesar dos portadores da doenca de Chagas
sem dislipidemia apresentarem niveis levemente elevados de adiponectina, em
relagdo aos portadores da doenga com dislipidemia, ndo houve significancia
estatistica sugerindo que a presenga do parasita € determinante nos elevados niveis
séricos de adiponectina.

Segundo Nagajyothi et al (2009a) ha redugao do nivel sérico de adiponectina
na fase aguda da doenga de Chagas possivelmente relacionada a infec¢gdo dos
adipoécitos e consequente danos a sintese de proteinas dessas células e, se esse
processo persistir, perpetua-se o fendtipo inflamatério e contribui para a cardiopatia
chagasica. Os individuos chagasicos com e sem dislipidemia apresentaram
quantidades de adiponectina plasmatica elevadas quando comparadas com seus
controles sugerindo que, apesar dos disturbios metabdlicos observados nos
mesmos, essa proteina possa estar conferindo protecao a danos cardioldgicos e
uma possivel transicao para a fase sintomatica (forma cardiaca).

A leptina € uma proteina produzida principalmente por adipécitos e seu nivel
plasmatico € proporcional a porcentagem de massa gorda do individuo (COJACARU
et al, 2013). Essa proteina esta relacionada a regulagdo da saciedade, ao
metabolismo energético, reducado da estratificagdo em triacilglicerideos, estresse
oxidativo e remodelamento cardiovascular (FERNANDES et al, 2007; PAZ-FILHO et
al, 2009). A leptina também esta envolvida no perfil imunolégico do individuo. Altos
niveis plasmaticos estimulam a producédo de TNF-a, IFN-y e espécies reativas de
oxigénio, assim como reduz TGF-f (COJACARU et al (2013). Os resultados

encontrados corroboram com a afirmagao acima.
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Segundo Carter et al (2013) a remodelag&o da distribuicdo do tecido adiposo
ocorre juntamente com o aumento da idade (ap6s 40 anos) e, nesse processo ha
reducao de gordura periférica e aumento da visceral, conduzindo a lipdlise e
aumento de triglicerideos circulantes. A leptina é produzida principalmente pelo
tecido subcutaneo e esse remodelamento promove uma condicdo denominada
leptina-resistente no qual o individuo pode desenvolver intolerédncia a processos
catabdlicos.

Os portadores da doenca de Chagas que participaram desse estudo estdo na
fase de remodelamento do tecido adiposo e, nesse sentido, além das alteracbes do
perfil lipidico e antropométrico também estdo mais suscetiveis as mudancgas no perfil
imunoldgico ja que produzirdo mais citocinas pro-inflamatorias o que, em condigbes
de desequilibrios da resposta Th1 e Th2, pode favorecer a danos teciduais
permanentes.

As correlagdes entre leptina e variaveis antropométricas, glicémica e lipidica
corroboram com as descritas anteriormente por outros autores que relatam
correlagao positiva entre aumento de massa gorda e nivel sérico de leptina. Houve
correlagdo parcial com o perfil lipidico (apenas HDL) e glicemia, concordando com
os resultados de Feitosa et al (2007). Apenas a presenca de dislipidemia interferiu
na quantidade dessa adipocitocina circulante.

Outra citocina ligada ao tecido adiposo é fator de necrose tumoral- alfa (TNF-
a). A maior parte do TNF-a € produzido por mondcitos/macréfagos, mas
quantidades menores também sao produzidas adipécitos (BRADLEY, 2008). No
presente estudo observou-se que ndo houve diferenga nos niveis plasmaticos de
TNF-a entre os grupos controles demonstrando que o tecido adiposo nao interferiu
na quantidade dessa citocina.

Segundo Prado et al (2009) e Tateya, Kim, Tamori (2013) o tecido adiposo
produz quantidades relativamente grandes de TNF-o, mas apenas uma porgao
desse é derivado de células adiposas sendo a maior parte secretada por macréfagos
infiltrados no tecido.

Nesse sentido, a presenca do parasita pode ter interferido na producao dessa
citocina, pois foi observado diferenga estatistica entre o grupo sem dislipidemia e
seu controle. A elevada quantidade dos niveis séricos de TNF-o pode estar

contribuindo para o controle da parasitemia ja que esses individuos ndo demonstram
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sinais de lesdes que poderiam ser desencadeadas por citocinas pro-inflamatorias.
Esses dados corroboram com aqueles observados por Rodrigues et al (2012) em
seu estudo em 21 amostras de tecido cardiaco humano nas quais foram observadas
altas concentragdes de TNF-a e IFN-y que foram significantemente mais elevadas
em tecidos com faléncia cardiaca.

Segundo Cunha-Neto et al (2009) as células mononucleares de individuos
portadores da forma indeterminada da doenga de Chagas aumentam a producgao de
citocinas e conduzem ao aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a e IFN-y.

O IFN-y, outra importante citocina inflamatéria é produzida por diversas
células, dentre elas os macrofagos e células dendriticas (COSTA et al, 2006). Os
niveis séricos de IFN-y foram extremamente baixos nos individuos controles, mas
mesmo assim, os controles sem dislipidemia apresentaram maior quantidade que os
que apresentavam dislipidemia, sugerindo que essa possa ter influéncia na
producado dessa citocina. Entre os portadores da doenga de Chagas os niveis
séricos foram muito elevados e, apesar de ter ocorrido diferenca significativa em
chagasicos sem dislipidemia (G1) entre os momentos M1 e M2 o padrdo geral
sugere que essa citocina esteja atuando no controle da parasitemia.

Rodrigues et al (2012b) verificaram a eficacia do IFN-y no controle da
parasitemia de animais infectados com a cepa G (baixa virulenta) de T. cruzi e
concluiram que essa € a principal citocina responsavel pelo controle do parasita e
que a fonte producado das mesmas sao as células natural Killer.

Em estudo desenvolvido por Melo et al (2012) com 20 pacientes portadores
da forma indeterminada da doenca de Chagas e 20 com a forma cardiaca observou-
se alta expressdo do gene para IFN-y em pacientes com a forma indeterminada,
sugerindo controle da parasitemia e alta expressao do gene para IL-10 em pacientes
com a forma cardiaca.

A interleucina 10 (IL-10) e o Fator de Crescimento Transformador —3 (TGF- )
sao citocinas anti-inflamatdrias importantes no controle da resposta imune contra os
parasitas intracelulares como o Trypanosoma cruzi (FLORES-GARCIA et al 2011).

Os portadores da forma indeterminada da doengca de Chagas que
participaram desse estudo apresentaram niveis elevados de IL-10 quando

comparado a seus controles o0 que sugere que essa interleucina esteja colaborando
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com o controle da resposta pré-inflamatéra (exercida por TFN-a e IFN-y) para que o
individuo continue sem apresentar sintomas.

Destaca-se que nos portadores da doenga de Chagas sem dislipidemia, o
aumento das citocinas TNF-a e IFN-y entre M1 e M2 foram proporcionais a redugéao
de IL-10 no mesmo periodo. Essa dinamica de citocinas pode estar ocorrendo
devido ao aumento da carga parasitaria e, consequentemente ha necessidade de
aumento da resposta proé-inflamatéria ou possa estar ocorrendo outros processos
infecciosos que necessitam desse tipo de resposta.

Araujo et al (2011) avaliaram a expressao de CTLA-4 (cytotoxic-T lymphocyte-
associated-antigen) em pacientes do Centro de Referéncia Ambulatorial para
Doenca de Chagas na Universidade Federal de Minas Gerais. Esse antigeno esta
expresso em células Treg (células T regulatérias) esta associado com a producédo de
citocinas imunossupressoras como o IL-10 e TGF- e nesse estudo foi observada
correlagdo positiva entre CTLA-4 e IL-10 em pacientes portadores da forma
indeterminada, mas o mesmo nao ocorreu com aqueles que apresentavam a forma
cardiaca.

O TGF-B é uma citocina anti-inflamatéria produzida por células B e T e
ativadas por macréfagos estimulados tendo fungao imunossupressora e regulatoria
da resposta imunolégica (WAGHABI et al 2005; ABBAS et al, 2012). Entre os grupos
controle nao foi observada diferenca estatistica nos niveis séricos de TGF-f3. Apesar
da concentragdo dessa citocina ter sido ligeiramente superior nos controles com
dislipidemia nao ha indicios de controle da resposta pro-inflamatdria relacionada a
dislipidemia ja que o os portadores de doenca de Chagas apresentaram menor
concentracdo da mesma.

O controle da carga parasitaria do T. cruzi também é exercido pelo 6xido
nitrico (NO). Essa molécula é sintetizada por macrofagos, neutréfilos e células
endoteliais e possui diversas fungbes entre elas a vasodilatagdo (favorecendo o
controle da pressdo sanguinea), inibicdo de agregacao plaquetaria, redugcéo da
aderéncia de leucdcitos ao endotélio vascular, inibicdo de fatores de crescimento
para suprimir a proliferacao de células da musculatura lisa vascular e citotoxicidade
mediada por macréfagos (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002; DUSSE, VIEIRA,
CARVALHO, 2003; VIARO, CAPELLINI, FERREIRA, 2011).

O éxido nitrico (NO) teve participacéo importante, com niveis elevados, no

inicio do presente estudo em relacdo aos controles e em M2 ambos apresentaram
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niveis semelhantes aos controles, sugerindo que outras citocinas participam no
controle da parasitemia evitando assim o dano tecidual.

Os resultados encontrados divergem do estudo de Pissetti et al (2009) no qual
individuos controles apresentavam niveis plasmatico significativamente elevados em
relacdo a portadores da doenga de Chagas, independente da forma clinica
apresentada (indeterminada, cardiaca ou digestiva).

Segundo Gutierrez et al (2009) NO pode se comportar como uma molécula
citotdxica ou citostatica durante a infeccao por T. cruzi e, a0 mesmo tempo, pode
modular a resposta imunoldgica agindo em conjunto do outras citocinas. O padrao
apresentado nesse estudo sugere que o NO esteja atuando como molécula
citostatica ja que os pacientes apresentam a forma indeterminada da doenca.

Adiponectina e leptina, citocinas diretamente relacionadas ao tecido adiposo,
apresentaram perfis opostos sendo que a primeira manteve relagao inversamente
proporcional a dislipidemia, conforme esperado, e a segunda nao apresentou
diferenca entre os grupos, pois apesar de a selegao dos pacientes e controles ter
ocorrido de forma aleatéria, os grupos foram homogéneos em relacdo a massa
gorda e foi possivel observar “obesos saudaveis”. Cabe destacar que os niveis
séricos de TNF-a e IL-10 foram elevados em portadores da doenga de Chagas sem
dislipidemia nos dois momentos de estudo e, por serem citocinas antagbnicas (pré-
inflamatdria e anti-inflamatdria, respectivamente) sugere-se que esteja ocorrendo um
processo de equilibrio da resposta Th1/Th2. A mesma suposi¢cado pode ser feita em
relacdo ao IFN-y e IL-10.

Desse modo, o perfil de citocinas encontrados nos pacientes poderia ser
utilizado como marcador de evolugcdo da doenca de Chagas se a quantificagdo das

mesmas fosse realizada em periodos regulares.

CONCLUSAO

A doenca de Chagas é considerada a mais negligenciada entre as doencgas
negligenciadas e exerce forte impacto na saude publica de diversos paises,
incluindo o Brasil.

Nesse sentido, estudos que envolvam o conhecimento de fatores de risco,
particularmente para portadores da forma indeterminada e a evolugdo da doenga
sao fundamentais para melhor esclarecer o paciente e possibilitar novas condutas

no tratamento.
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Sobrepeso e obesidade foram predominantes em todos os grupos estudados,
revelando que esse € um problema de saude publica atual e que tem forte impacto
no desenvolvimento de doengas cardiovasculares. A associacdo com doenca de
Chagas potencializa o risco de evolugao para formas clinicas sintomaticas ja que o
tecido adiposo € um érgdo enddcrino e o disturbio de citocinas produzidas pode
conduzir o portador ao desequilibrio imunologico Th1/Th2.

Os altos niveis de adiponectina encontrados nos portadores da doenca de
Chagas no presente estudo (com presenca ou auséncia de dislipidemia) sugerem
efeito protetor dessa adiponectina ja que a mesma confere protegcdo ao sistema
cardiovascular e ao metabolismo de lipideos e glicidios.

A leptina, outra importante adipocitocina nao mostrou relagao direta com a
presenca do parasita, mas foi possivel constatar que a mesma pode influenciar o
perfil de citocinas produzido pelo individuo ja que a relagdo entre altos niveis de
leptina e aumento de citocinas pré-inflamatérias, principalmente IFN-y. Portanto,
pode-se afirmar que essa adipocitocina pode influenciar a evolucdo da doenca de
Chagas para a forma sintomatica.

O aumento de TNF-a observado nos portadores da doenga de Chagas sem
dislipidemia sugere controle da parasitemia ou controle de possivel infecgao
secundaria, ja os altos niveis plasmaticos de IFN-y sdo altamente sugestivos de
controle da parasitemia, corroborando trabalhos de outros autores.

Das duas citocinas anti-inflamatérias testadas, IL-10 e TGF-B, apenas a
primeira mostrou ter impacto nesse grupo de estudo, pois seu nivel plasmatico nos
chagasicos com presenga ou auséncia de dislipidemia foi proporcional ao nivel de
TNF-a sugerindo balango da resposta Th1/Th2.

Os elevados niveis de NO em M1 sugerem controle da parasitemia com efeito
citostatico e a reducdao do mesmo pode ter ocorrido apds controle parcial da
reprodugao do parasita e inicio da agao de outras citocinas como TNF-a e IFN-y.

Devido ao curto periodo de estudo nao foram observadas mudangas bruscas
no perfil glicémico, lipidico e antropométrico nos portadores da forma indeterminada
da doenga de Chagas, mas as pequenas altera¢gdes no perfil imunoldgico sugerem
que essas sao variaveis importantes e que merecem atencao de pesquisadores.

Desse modo, sugere-se que as citocinas pesquisadas sado potenciais

marcadores de evolugao clinica, mas novos estudos devem ser realizados com
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numero maior de pacientes portadores da forma indeterminada da doencga assim

como o aumento no tempo de seguimento.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O governo brasileiro realizou diversas campanhas para controlar a principal
forma de transmissdo da doenca de Chagas (vetorial) apresentando alta taxa de
sucesso. Outra conquista importante foi o screening sorolégico em 100% dos
bancos de sangue no Brasil eliminando a possibilidade de transmiss&o transfusional,
outra importante forma de transmissao do parasita.

Apesar do sucesso no controle dos principais mecanismos de transmissao
ainda ha um numero elevado de individuos jovens portadores da doenga por
espécies secundarias de triatomineos que invadiram o nicho ecoldgico
anteriormente ocupado pelo Triatoma infestans e, desse modo, faz-se necessario a
continua vigilancia em areas historicamente endémicas como os municipios de
Taquarituba, Itai, Itaporanga, Taguai e Coronel Macedo.

No primeiro capitulo foi observado elevado numero de individuos com
sorologia positiva para doenga de Chagas e o numero de mulheres em idade fértil
portadoras do parasita foi outra constatacdo preocupante e que deve receber
atencdo diferenciada das autoridades de saude no pais. A instituicdo de
obrigatoriedade de sorologia para doenga de Chagas em mulheres que tem origem
ou procedéncia de areas historicamente endémicas poderia eliminar novos casos da
doenca de Chagas ja que os tratamentos disponiveis apresentam altas taxas de
cura em criangas.

Sabendo que a maioria dos pacientes portadoras da fase crénica da doenca
no Brasil tem mais de 40 anos e que nessa fase ndo ha tratamentos eficazes, faz-se
necessario a elaboragao de programas de orientacdo quanto ao impacto do estilo de
vida inadequado em relagao a progressao da doencga.

No capitulo 2 ressalta-se a necessidade de atencéo especial aos portadores
da doenca de Chagas que apresente sindrome metabdlica, pois a ultima
isoladamente ja aumenta do risco de desenvolver doengas cardiovasculares,
potencializando o risco de evolugao para a fase crbénica sintomatica, particularmente
a forma cardiaca.

No capitulo 3 pode-se correlacionar a importdncia do perfil lipidico na
evolugao do paciente chagasico indeterminado. O aumento de massa gorda,
particularmente na regido abdominal €& outra caracteristica que merece atengao

especial, pois além dessa gordura ser a principal forma de alteragdo no perfil
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lipidico, particularmente aumento de triglicerideos e redugdo de HDL, ainda pode
atuar como reservatorio de parasitas e area de concentracido de citocinas pro-
inflamatdrias que podem conduzir, a longo prazo, a danos teciduais irreversiveis.
Pode-se constatar que muitas questdes sobre a doenca de Chagas foram
desvendadas, mas ainda ha muitos campos obscuros que devem ser melhor
compreendido. Ainda ha muitas perguntas sobre diferentes aspectos da doenca
particularmente em pacientes portadores da forma indeterminada os quais

enfrentam a incerteza da sua condicéo.



