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I.  RESUMO

TITULO: Citocinas inflamatérias em pacientes com Miocardiopatia Chagésica, de
acordo com tratame nto prévio com Benznidazol.

INTRODUCAO: A doenca de Chagas possui elevada prevaléncia nos paises

latinoamericanos, principalmente no Brasil, que apresenta importantes zonas endémicas
na Bahia, onde representa um grave problema de salde pulblica. A Miocardiopatia
Chagasica (MCC) é de natureza inflamatoria, com importante producdo de citocinas
pré-inflamatdrias do Padrdo Thl e quimiocinas. Ocorre em cerca de 30% dos pacientes
infectados pelo protozoario cerca de 5 a 30 anos apds a infeccdo, com alto risco de
evoluir para Insuficiéncia Cardiaca (IC) progressiva e morte. Os fatores que determinam
a composicdo do infiltrado inflamatorio e contribuem para a migracdo e acumulo das
celulas inflamatorias dentro do tecido cardiaco na MCC sdo ainda desconhecidos.
OBJETIVOS: investigar a associacdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias com
estagio evolutivo da cardiopatia em pacientes com MCC, relacionando com e sem

tratamento com benznidazol. METODOLOGIA: estudo de corte transversal com

pacientes chagasicos. Amostras de sangue dos pacientes foram usadas para analise
laboratorial dos niveis circulantes de diversas citocinas pré-inflamatorias. Testes
estatisticos foram usados para analise dos dados obtidos e os pacientes foram
estratificados em dois grupos: tratados e ndo tratados com benznidazol.

RESULTADOS: na analise de agrupamento hierarquica, a expressao média de

citocinas/quimiocinas do grupo nao tratados tendeu a ser mais baixa. Niveis elevados de
muitos marcadores imunes foram associados ao grupo de tratados, na analise por
regressao multinominal, com diferenca estatisticamente significante de alguns destes
marcadores. Interleucina-17 (IL-17) e Fator de Necrose Tumoral- o (TNF-o) foram os
melhores marcadores para distinguir os individuos com ou sem tratamento prévio com

benznidazol. CONCLUSOES: a expressdo de citocinas foi maior nos pacientes tratados

com benznidazol, surpreendentemente algumas pro-inflamatorias, principalmente TNF-
a, mas também em algumas citocinas moduladoras da atividade inflamatoria, como IL-
17 e 1L-4. O atual estudo torna-se importante por se tratar de uma doenca negligenciada
em termos de salde publica e com pouca investigacdo cientifica acerca de alvos
terapéuticos promissores pra impedir a progressdo da doenca de Chagas.

Palavras chaves: 1. Doenca de Chagas; 2. Citocinas; 3. Nitroimidazois




1.  OBJETIVOS

1. Primério:

Investigar a associacdo dos niveis séricos de citocinas, em relacdo ao estagio
evolutivo da miocardiopatia chagasica, de acordo com o tratamento etiolégico prévio

com benznidazol.
2. Secundarios:

1) Avaliar o padrdo de diversas citocinas séricas em pacientes chagasicos em

diferentes estagios da miocardiopatia;

2) correlacionar niveis séricos de citocinas com o grau de acometimento da

funcéo ventricular;

3) Identificar qual ou quais citocina(s) apresenta(m) maior poder discriminatorio

emrelagdo ao tratamento prévio com benznidazol.



I1Il.  FUNDAMENTACAO TEORICA

A doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana,
doenca descrita inicialmente por Carlos Chagas (1909), é causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. A transmissdo tem como vetor um triatomineo hematéfago na
maioria dos casos, além da transmissdo por transfusdo sanguinea, congénita e outras

menos representativas (Wendel, 1998).

A doenca chagésica constitui um importante problema de salde publica na
América Latina ha muitos anos. Mundialmente, estima-se que 18 milhdes de pessoas
encontram-se cronicamente infectadas pelo T. cruzi. No Brasil, 17 mil mortes foram
atribuidas a doenca de Chagas em 1995 (Akhavan, 1997). Dados da Organizagdo
Mundial de Saude (WHO, 2002) apontam para uma incidéncia de aproximadamente
300.000 novos casos por ano. Em contra partida, Moncayo (2003) afirma que um
programa conjunto dos paises da América do Sul foi responsavel por interrupcdo da
transmisséo da doenga de Chagas no Uruguai em 1997, Chile em 1999 e em 8 dos 12
estados endémicos no Brasil em 2000, sendo responsavel por um decréscimo de mais de
70% de incidéncia da infeccdo em toda América Latina. Nesse mesmo sentido,
Schofield et al (2006) aponta para diminuicdo de 100 milhdes para aproximadamente 40
milhdes de pessoas vivendo em areas de risco para aquisicdo do protozoario no
territério latino-americano entre 1990 e 2006. O Brasil, um dos grandes focos de
infeccdo no passado, recebeu o certificado de interrupcdo da transmissédo vetorial da
doenca em 2006 (Abad-Franch et al, 2013).

N&o obstante todos os esfor¢os feitos na implantacdo de programas de controle
da transmissdo vetorial e em bancos de sangue, responsavel por expressiva diminuicdo
da incidéncia de novos casos (Moncayo, 2003) e consequentemente da
morbimortalidade proveniente da forma crénica. Milhdes de pacientes portadores da
enfermidade clinica em questdo que continuam sob risco de vida na América Latina, no
Brasil e na Bahia, necessitando do tratamento adequado. Esses pacientes ja infectados
continuam sob potencial risco de desenvolver qualquer das formas clinicas da doenca,

em especial do comprometimento cardiaco.

A histéria clinica natural da doenca é constituida pelas fases aguda e cronica. Na

fase aguda, os parasitas se espalham difusamente pelo organismo do paciente, porém a



resposta imune consegue controlar essa disseminacdo, o que estabelece uma infeccédo
cronica pelo T. cruzi com baixos indices de parasita no corpo. Apesar de geralmente ser
assintomatica, a fase aguda pode cursar com miocardite e meningoencefalite. Por ndo
eliminar completamente o parasita do corpo, foi-se descrito o conceito de “imunidade
ndo estéril” (Martin et al, 1987). A fase crbnica pode ser identificada como:
indeterminada, cardiaca e digestiva. Dos individuos infectados, cerca de 70%
apresentam a forma indeterminada, caracterizada por auséncia de manifestacdes clinicas
significantes, ndo apresentando assim alteracdes cardiacas ou digestivas. Os individuos
podem evoluir para alguma forma clinica sintomatica ap6s um intervalo de tempo de 10
a 20 anos da primoinfeccdo (Ribeiro & Rocha, 1998). A forma digestiva, que acomete
cerca de 8-10%, é caracterizada por uma dilatacdo do es6fago e/ou célon. A
apresentacao mista cardiaca e digestiva é possivel e acontece em cerca de até 3% dos

casos (Pompilio et al, 1998).

Apenas 20-30% dos individuos infectados apresentam a miocardite crénica
chagasica (MCC), com alto risco de desenvolver insuficiéncia cardiaca (IC) progressiva
e morte. Entretanto, mesmo a forma cardiaca apresenta uma evolucdo variavel, que vai
desde o lesBes discretas, com escassas alteracdes eletrocardiograficas, até formas graves
de miocardiopatia e insuficiéncia cardiaca (Rossi, 1991; WHO, 2002; Rocha et al.,
2003). A maioria (mais de 75%) dos pacientes com alteracdes eletrocardiograficas,
persistem assintomaticos por longo periodo de tempo, sem desenvolver IC (Espinosa R
1985; Viotti R 2006). Os mecanismos desta evolucdo diversa da doenca de Chagas

ainda ndo sdo bem conhecidos.

O tecido cardiaco, na vigéncia de MCC, tem como principal caracteristica
anatomopatoldgica uma miocardite difusa, com destruicdo de células cardiacas que séo
substituidas por fibrose e por processo inflamatério difuso com predominio de células
mononucleares, danificando os cardiomiocitos (Higuchi et al., 1987). Este processo é
um possivel efetor dos danos ao tecido, tendo como composicdo macréfagos (50%),
células B (10%), células T (40%), com uma predomindncia de 2:1 de células T CD8+
sobre células T CD4+ (Mileietal.,, 1992; Higuchiet al., 1993).

Citocinas e quimiocinas sdo grupos de moléculas secretadas pelas células do
sistema imune e por células ndo leucocitarias envolvidas na emissdo de sinais entre as

células durante o desencadeamento das respostas inflamatérias. Essas moléculas podem



estimular ou inibir a resposta imune, sendo consideradas como mediadores da resposta.
Estes mediadores tém um importante papel na polarizacdo da resposta imune e na
manutencdo e diferenciacdo de células e estdo diretamente associadas com a forma de
apresentacdo das doencas resultantes de infecgdes. No curso da doenga chagasica, a
literatura mostra que citocinas inflamatorias sdo essenciais na fase aguda da infecgdo e
sdo produzidas em niveis elevados na forma cronica (Ribeirao et al., 2000; Ferreira et
al., 2003; Abel et al., 2001).

Na doenca de Chagas cronica e na miocardite cronica chagasica, ha importante
producdo de citocinas pré-inflamatdrias do padrdo Thl e quimiocinas, mesmo na
auséncia de disfuncdo ventricular. Tem sido demonstrado que células mononucleares
que infiltram o tecido cardiaco dos pacientes portadores da miocardite cronica chagasica
produzem algumas dessas citocinas. Ainda ndo se sabe, no entanto, quais sdo os fatores
determinantes para a composicdo do infiltrado inflamatério que se instala e
contribuintes para a migracdo e acumulo das células da inflamacdo dentro do tecido

cardiaco na miocardite cronica chagasica.

A inflamacdo tem importante papel na patogénese e na progressdo de muitas
formas de IC (Braunwald E 2008), e na miocardite crénica chagasica é ainda mais
evidente e exacerbada, tendo, portanto, pior prognéstico do que em outras formas de IC.
Marcadores da inflamagdo, como as citocinas pré-inflamatérias (interleucinas 1, 6 e 18,
e 0 TNF-alfa), bem como a proteina-C reativa (PCR), tém sido descritos como alterados
na IC. Estes tém um papel importante na estratificacdo e na identificacdo de individuos

assintomaticos com risco de desenvolver IC.

Alguns marcadores de inflamacdo como a PCR e a interleucina 6 (IL6) parecem
estar relacionados com a progressdo e com as fases mais avancadas da cardiopatia
chagasica (Lopez L et al. 2006). Este assunto ainda € controverso e ndo estd bem
estabelecido, necessitando de investigacbes mais aprofundadas em diferentes
populacdes e com diferentes metodologias, para que estes dados possam ser utilizados

clinicamente.

Os individuos com sorologia positiva e eletrocardiograma (ECG) normal ou
alterado e sem IC, portanto na fase assintomatica, constituem uma grande proporcao dos

chagasicos numa populacdo onde a doenca de Chagas é endémica, incluindo a Bahia. A



identificacdo de marcadores ou preditores de evolucdo desfavoravel para IC e morte €
um grande desafio cientifico para a fase inicial da doenca, ainda sem sintomas, e pode,
portanto, mudar o panorama clinico atual. Diante das possibilidades de tratamento
etioldgico da doenca, este conhecimento é essencial do ponto de vista custo-beneficio, o
gue demonstra a importancia desta pesquisa e de outras seguindo linhas de pensamento

equanimes e/ou proximas.

Atualmente, apenas duas drogas séo consideradas eficazes para o tratamento da
doenca de Chagas nas fases agudas e cronicas: nifurtimox e benzonidazol (Coura 1996,
Coura et al. 1978, 1997). O benznidazol (droga utilizada no atual estudo) é o farmaco
mais indicado nos paises latino-americanos e 0 mais usado no Brasil para o tratamento
antiparasitario na doenca de Chagas. O mecanismo de acdo do benznidazol esta
relacionado a reducdo do nitrogénio de componentes do parasita, a ligacdo de
metabolitos do DNA nuclear e do k-DNA do T. cruzi e os lipidios e proteinas do
parasita (Polak & Richle 1978, Diaz de Taranzo et al. 1988). Coura et al. (1997)
demonstraram que o benznidazol foi mais eficaz que o nifurtimox para suprimir a
parasitemia durante a fase cronica da doenca de Chagas, com efeito supressor maior e
efeitos secundarios semelhantes. Coura & Borges-Pereira (2011) afirmam que os
esquemas classicos de tratamento na fase crdnica sdo com benznidazol na dose de 5-7,5
mg/kg/dia, divididos em duas ou trés doses, durante 60 dias. Porém os mesmos autores
referem que o tratamento por 30 dias podem ter o0 mesmo efeito de supressdo parasitaria
com menos efeitos colaterais. A presenca de efeitos colaterais, principalmente reagoes
cutaneas e niuseas, é uma das grandes limitagdes para o sucesso terapéutico, levando ao
abandono do tratamento pelos pacientes, chegando a taxa de 40% nos pacientes que

comegam com benznidazol (Murcia et al., 2013).

Apesar de efetividade do benznidazol para combater o parasita durante a fase
aguda da doenga, a sua eficacia ndo estd bem estabelecida na fase crénica da doenca de
Chagas. PublicacGes prévias mostraram que, apesar de ndo erradicar o parasita na fase
cronica, o tratamento antiparasitario contribui para reduzir a parasitemia e rearranjar a
resposta imune do hospedeiro, levando a uma resposta inflamatoria balanceada que €
crucial para controlar a morbidade da doenca (Garcia et al, 2005; Viotti et al, 2006).
Independentemente dessas descobertas, ainda existem muito poucos estudos focando
nas mudancas imunoldgicas decorrentes do tratamento com benznidazol durante a fase

cronica da doenca de Chagas. Segundo Quijano-Hernandez & Dumonteil (2011), um



entendimento coerente do padrdo imunoldgico que se sucede ao tratamento etioldgico
da doenca de Chagas vai, com certeza, contribuir para determinar novas perspectivas

para imunoprevencdo e terapia destes pacientes.

A Bahia é um estado com alta prevaléncia da doenca de Chagas, sendo
documentada a prevaléncia média de 5,4% e ocupando o posto de quinta maior
prevaléncia do pais (Camargo et al., 1984). Além disso, a endemia da doenca de Chagas
na Bahia ocorre desigual em seu espaco geografico, incluindo &reas com altas

prevaléncias e areas com baixissimas prevaléncias.

A Bahia tem tradicdo de pesquisa em doenca de Chagas. Muitos aspectos
epidemioldgicos, anatomopatolégicos, clinicos e ecocardiograficos foram descritos por
pesquisadores da Universidade Federal da Bahia (Andrade & Andrade, 1955; Rocha &
Andrade, 1955; Andrade & Sadigursky, 1971; Mota & col.; Camara EJN et al. 1983,
1986; Camara EJN 1993). A atual pesquisa constitui um passo a mais na elucidacao dos
efeitos do tratamento antiparasitario na doenca de Chagas, ao investigar a associagdo
dos niveis séricos de citocinas em relacdo ao estdgio evolutivo da miocardiopatia
chagasica com grupos de pacientes tratados e ndo tratados, e pode servir de base para

futuras investigacoes.
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IV. METODOLOGIA
Delineamento do Estudo: Corte Transversal

Amostra: A populacdo de estudo foi formada por individuos com Doenca
Chagasica Cronica, confirmada por teste soroldgico positivo para Chagas - ELISA por
IgG. Os pacientes foram recrutados de forma aleatoria provenientes de dois centros de
referéncia: Ambulatérios de Cardiologia do Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgard Santos, e da clinica Climecar em uma cidade do interior baiano
(Itaberaba) endémica da Doenca de Chagas, entre os anos 2012 e 2013 de acordo com
tratamento prévio com benznidazol. Informacdo de tratamento prévio com benznidazol
foi obtida dos registros médicos e um tratamento completo foi considerado como: 5
mg/kg/dia por sessenta dias. Critérios de exclusdo: individuos com idade maior que 70
anos; pacientes com histéria prévia de hospitalizacdo por problema cardiaco ou de
evento arritmico grave documentado tipo taquicardia ventricular ou bloqueio
atrioventricular do 2° ou 3° grau; pacientes com fibrilagdo atrial; portadores de marca-
passo; tratamento incompleto com benznidazol; cirurgia cardiaca prévia; cancer ou
outras doencas inflamatdrias crénicas (como doencas do tecido conectivo e reumaticas).
Os individuos foram agrupados em dois grupos com Doenca Chagasica Cronica:

tratados com benznidazol (n=31) e n&o tratados (n=40).

N amostral: N amostral estimado de 70 pacientes chagasicos baseando-se num
risco relativo de 4 para progressdo da doenga nos individuos com niveis elevados dos

marcadores inflamatorios com alfa de 0,05 e poder de estudo de 80%.

Medidas do plasma: Amostras de sangue dos pacientes chagasicos foram
colhidas na entrada ao estudo por puncdo venosa e 0 plasma heparinizado de cada
paciente foi separado por centrifugacdo e estocado a -70 °C até a analise de
imunoensaio. Niveis circulantes de diversas citocinas e quimiocinas incluindo IL-1,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, 1L-12p70, IL-13, IL-17, IFN-y, TNF, CCL2,
CCL4, GCSF, GMCSF foram medidos usando ensaio Unico multiplex de acordo com
protocolo dos manufaturadores (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). Ao ser incluido no
estudo o paciente, foi preenchida a FICHA DE ADMISSAO (vide anexo 1) com 0s
dados demograficos e clinicos iniciais. Nesta ficha foram anotados também os primeiros
resultados dos exames laboratoriais, ECG, Radiografia de tdérax e dos marcadores

inflamatdrios.
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Devido & escassez dos Kits de analise dos marcadores inflamatorios, suficientes
para analise de apenas 58 amostras de sangue (N amostral total de 71 pacientes), as
amostras foram aleatoriamente escolhidas para analise, sendo analisadas 26 amostras do

grupo tratado e 32 do grupo ndo tratado.

Meétodos estatisticos: Na analise exploratoria dos dados, as tabelas de
frequéncia foram construidas e os testes Qui-quadrado ou Fischer exato foram aplicados
para avaliar a associacdo entre variaveis qualitativas. As variaveis quantitativas foram
testadas por distribuicdo de Gauss com o total da amostra usando os testes de
normalidade D'Agostino e Pearson. Todas as varidveis ndo apresentavam distribuicdo
normal, portanto testes ndo paramétricos foram usados. Nesse contexto, o teste de
Mann-Whitney U foi usado para avaliar as diferencas entre os dois grupos clinicos.
Andlise de regressdo multinominal ajustada para idade e género foi usada para testar
associacdes entre as medidas da resposta imune e os diferentes grupos clinicos baseados

em tratamento prévio com benznidazol (tratados e ndo tratados).

A analise estatistica foi realizada usando os programas GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software Inc., USA), SPSS 19.0 (IBM, Armonk, NY, USA) e JMP 11.0
(SAS, Cary, NC, USA). Todos os testes foram bicaudados e foram considerados

estatisticamente significantes 0s resultados com valores de p < 0,05.

Aspectos éticos: Foi assegurado o carater voluntario da participacdo no estudo,
visto que foiexplicado a cada convidado em participar, sobre o questionario (Anexo 1) a
ser aplicado e que a formalizagcdo da insercdo seria através da assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo Il). Foi informado, também, que a recusa em
participar e a desisténcia em continuar de modo algum afetaria o tratamento que o
paciente receberia. Foi esclarecido, ainda, que dentre os resultados a serem divulgados
se resguardaria as imagens e as informacfes que permitissem a identificacdo dos

pacientes.

O estudo teve a aprovacdo do Comité de Etica do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos, CEP n° 0057.0.442.000-10 (Anexo II).
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Caracteristicas demograficas e clinicas
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As caracteristicas demograficas e clinicas sdo apresentadas na Tabela 1. A

maioria dos individuos dos grupos tratados e ndo tratados era do sexo feminino (61,29%

e 67,50% respectivamente) e nenhuma diferenca foi encontrada analisando-se o género

(p=0,6238) e idade (p=0,3938). O grupo ndo tratado tem diagndstico de doenca de

Chagas hd mais tempo que o0 grupo tratado (mediana de 15 e 06 anos, respectivamente.

p=0,0003). AlEm disso, foi reportada mais dispneia no grupo ndo tratado (67,50%;
n=27) que no tratado (25,81%; n=8; p=0,0007), e NYHA (New York Heart Association)

Tabela 1. Caracteristicas de mograficas e clinicas de pacientes de acordo com

tratamento prévio para doenca de Chagas (n=71).

Tratados Na&o tratados
n (%) Valor de p
n=31 n=40
Homens 12 (38,71) 13 (32,50) 0,6238 *
Idade ! 51 (47-55) 51,5 (49-56) 0,3938 **
Tempo de diagnostico ! 6 (4-10.50) 15 (8-20) 0,0003 **
Dispneia 8 (25,81) 27 (67,50) 0,0007 *
Palpitacéo 15 (48,39) 28 (70,00) 0,0876 *
Sincope 7 (22,58) 17 (42,50) 0,1283 *
Edema de MMII 11 (35,48) 9 (22,50) 0,285 *
Hipertensdo 15 (48,39) 22 (55,00) 0,6368 *
Diabetes 11 1(3,23) 5 (12,50) 0,2218 *
Doenca Arterial Coronariana 0 (0,00) 3 (7,50) 0,2515*
AVE prévio 0 (0,00) 2 (5,00) 0,501 *
Classe functional N YHA:
I 22 (70,97) 14 (35,00) 0,0107 #
I 7 (22,58) 21 (52,50)
v 2 (6,45) 5 (12,50)

Todos os dados expressos em n (%), exceto se especificados. tMedidas usadas: mediana (11Q); 11Q: Intervalo
interquartis; NYHA: New York Heart Association; MMII: Membros Inferiores; AVE: Acidente Vascular Encefalico;
* Teste exato de Fischer foi usado; ** Teste de Mann-Whitney foi usado; # Teste qui-quadrado foi usado.
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classe funcional I no grupo tratado (70,97%; n=22) do que no ndo tratado (35,00%;

n=14; p=0,0107). Nenhuma outra diferenca foi encontrada nos outros parametros
clinicos (palpitacdo, sincope, edema, hipertensdo, diabetes tipo 2 e acidente vascular

encefalico), de acordo com tratamento prévio com benznidazol.

Nos dados do eletrocardiograma, sumarizados na Tabela 2, foi descrito que o
grupo ndo tratado (28,12%; n=9) teve mais extrassistoles ventriculares que o tratado

(28,12% VS 0%; p=0,0021). Os outros parametros foram iguais no ECG entre 0s grupos
de estudo.

Tabela 2. Parametros eletrocardiograficos em pacientes de acordo com

tratamento prévio para doenca de Chagas (n=62).

(%) Tratados N&o tratados Valor
n=30 n=232 de p

Ritmo sinusal 29 (96,67) 30 (93,75) 1,0000 *
Frequéncia cardiaca ! 62 (58,25-71.25) 62 (60-75) 0,4808 **
Sobrecarga ventricular 3 (10,00) 3(9,37) 1,0000 *
Extrassistole S 1(3,33) 0 (0,00) 0,4839 *
supraventricular

Extra sistole ventricular 0 (0,00) 9 (28,12) 0,0021 *
Bloqueio atrioventricular 0 (0,00) 2 (6,25) 0,4923 *
Bloqueio de ramo direito 7 (23,33) 10 (31,25) 0,5746 *
Bloqueio de ramo esquerdo 0 (0,00) 1(3,12) 1,0000 *
Hemibloqueio anterior esquerdo 4 (13,33) 8 (25,00) 0,3391 *
Hemibloqueio posterior esquerdo 0 (0,00) 0 (0,00) 1,0000 *
Alteracdo da repolarizacéo 10 (33,33) 15 (46,87) 0,3107 *

Todos os dados expressos em n (%), exceto se especificados. tMedidas usadas: mediana (11Q); 11Q: intervalo
interquartis; * Teste exato de Fischer foi usado; ** Teste de Mann-Whitney foi usado.
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Figura 1. Diferenca da resposta imune medida por citocinas e quimiocinas em pacientes com doenca de
Chagas submetidos a tratamento prévio com benznidazol. Grafico A: citocinas e quimiocinas foram
analisadas por meio de andlise de agrupamento hierarquico bifatorial (método de Ward) de acordo com
tratamento prévio com benznidazol (. As cores mostradas na escala de expressao (azul, cinza, vermelho)
representa a amplitude dos valores medianos (transformados por log) calculados para cada marcador.
Cada coluna representa coluna representa um citocina/quimiocina e as linhas séo os participantes do
estudo; aqueles tratados estdo representados em retédngulos verdes e aqueles que néo tiveram tratamento
em retangulos pretos. Grafico B: anélise de regressdo multinominal ajustada para idade e sexo com
calculo da odds ratio (OR) e 95% do intervalo de confianca (IC), representados por icone e barra
respectivamente, foi realizados para saber se a resposta imune é diferente de acordo com o tratamento
prévio. Grafico C: as duas moléculas (TNFe IL-17) com maiores areas sobre a curva (AUC, do inglés area
under the curve) por analise de curva ROC (do inglés: receiver operator characteristic curve) sdo mostradas
com os valores de corte, sensibilidade e especificidade. Um valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significante.
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Diferencas entre 0s grupos nos niveis dos imunomarcadores

A Figura 1 mostra analises estatisticas das citocinas e quimiocinas comparando
0s grupos de tratados e ndo tratados previamente com benznidazol. Na analise de
agrupamentos hierarquica bifatorial, usando o método de Ward, foi observado que o
grupo de ndo tratados (barras pretas) teve uma tendéncia de ser agrupado no meio do
mapa com uma expressdo média de citocinas/quimiocinas baixa (Grafico A). Niveis
elevados de muitos marcadores imunes foram associados com o grupo de tratados
(comparado ao grupo de ndo tratados), andlise feita por regressdo multinominal ajustada
para idade e género: IL-1B (OR: 4,946; IC de 95%: 1,532-15,966; p=0,008); IL-4 (OR:
4,424 1C de 95%: 1,379-14,191; p=0,012); IL-8 (OR: 3,665 IC de 95%: 1,067-12,591;
p=0,039); IL-12p70 (OR: 3,645 IC de 95%: 1,070-12,414; p=0,039); IL-17 (OR: 5,588
IC de 95%: 1,783-17,515; p=0,003); TNF-a (OR: 4,668 IC de 95%: 1,425-15,293,;
p=0.011); CCL2 (OR: 3,326 IC de 95%: 1,100-10,055; p=0,033); CCL4 (OR: 3,551 IC
de 95%: 1,165-10,822; p=0.026); e GCSF (OR: 4,796 IC de 95%: 1,471-15,632;
p=0,009) (Gréafico B). Alémdisso, TNF e IL-17 foram os melhores marcadores, i.e. com
maiores areas sob a curva (do inglés AUC: area under the curve), para distinguir
individuos com ou sem tratamento prévio com benznidazol pelas curvas de ROC (do
inglés: receiver operator characteristic curve) e estatisticas C (Grafico C). Um TNF
com valor de corte maior que 169,90 pg/mL teve 70,70% de AUC (sensibilidade e
especificidade: 65,38%), assim como valor de corte de 1L-17 maior que 111,30 pg/mL
também teve 70,70% de AUC (sensibilidade: 69,23%, especificidade: 71,88%) para
diferenciar os grupos de tratados e ndo tratados (Grafico C). Todos os marcadores

imunes mensurados estdo detalhados na tabela 3.



Tabela 3. Niveis de citocinas e quimiocinas

tratamento prévio para doenca de Chagas.
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em pacientes de acordo com

Parametro em pg/mL Tratados N&o tratados Valor
Mediana (11Q) n=26 n=32 de p
IL-1p 45,74 (1,27-77,96) 1,27 (1,27-45,74) 0,0173
IL-2 25,07 (0,46-77,86) 0,46 (0,46-56,83) 0,2579
IL-4 37,20 (28,65-49,94) 23,29 (8,66-37,20) 0,0250
IL-5 77,85 (44,28-119,30) 54,41 (1,44-84,52) 0,1019
IL-6 66,37 (1,04-154,10) 41,93 (1,04-107,20) 0,1668
IL-7 84,31 (28,35-115,60) 57,98 (28,35-84,31) 0,2051
IL-8 77,32 (6,64-125,50) 8,60 (0,77-96,62) 0,1041
IL-10 15,78 (6,11-26,95) 11,85 (6,11-21,82) 0,2491
IL-12p70 117,90 (8,36-252,90) 79,54 (8,36-156,30) 0,1515
131,90 (103,10-
IL-13 204,60 (77,65-354,30) 0,3965
279,30)
IL-17 142,50 (1,22-253,10) 1,22 (1,22-142,5) 0,0039
1.889,00 (854,60- 1.437,00 (1,07-
IFN-y 0,3750
2776,00) 2439,00)
143,70 (58,29-
TNF-a 252,90 (143,70-382,00) 0,0060
195,60)
CCL2 75,30 (42,43-139,80) 42,43 (8,38-75,30) 0,0168
CCL4 62,13 (16,94-84,37) 16,94 (1,05-52,39) 0,0158
154,50 (154,50-
GCSF 266,70 (187,20-438,40) 0,0127
243,30)
GMCSF 0,51 (0,51-54,00) 0,51 (0,51-5,96) 0,2156

11Q: intervalo interquartis; o teste de Mann-Whitney foi usado para todas as comparacgdes; valores de p

destacados em negrito significam p<0,05.
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VI. DISCUSSAO

A doenca de Chagas constitui uma importante entidade clinica na América
Latina e a Bahia representa um dos grandes focos endémicos da doenca. Os danos
cardiacos decorrentes da inflamacédo crénica do musculo cardiaco levam a insuficiéncia
cardiaca congestiva grave e arritmia, conduzindo o paciente a um estado morbido de
progndstico reservado. Ainda existem muito poucos estudos focando nas mudancgas
imunol6gicas decorrentes do tratamento com benznidazol durante a fase crdnica da

doenca de Chagas.

Nesse contexto, essa pesquisa investigou os niveis dos marcadores inflamatdrios
nos pacientes, comparando 0s grupos tratados e ndo tratados previamente com
benznidazol. Os resultados do atual estudo séo conflitantes, em alguns aspectos, com o
que vem sendo descrito na literatura. Na analise de agrupamentos hierarquica bifatorial,
0 grupo de ndo tratados obteve uma expressdao média de citocinas/quimiocinas baixa,
enquanto o grupo de tratados obteve uma expressdo media mais alta. Sathler-Avelar et
al (2012) encontraram resultados opostos, demonstrando que o tratamento com
benznidazol esté relacionado a um down-regulation na expressdo media de citocinas em
pacientes sete anos apds o tratamento comparado com nédo tratados, em concordancia

comoutros estudos (Rewvelli et al., 1999; Piaggio et al., 2001; Bustamante et al., 2008).

Ainda, esse padrdo de expressao regulada de citocinas apds o tratamento com
benznidazol pode contar para a hipétese que o tratamento durante a fase cronica possa
ter um impacto de suporte, modulando o perfil de citocinas inflamatérias de pacientes
na forma indeterminada da doenca, reduzindo as chances de uma evolucgdo para doencga
cardiaca. (Sathler-Avelar et al, 2006). Entretanto, esse down-regulation no perfil de
citocinas inflamatérias pode minimamente favorecer a replicacdo parasitaria de focos
inflamatérios residuais, considerando a menor eficacia do benznidazol em promover
erradicacdo parasitaria na fase crbnica da doenca de Chagas (Cancado, 2002;
Camandaroba et al, 2003; Toledo et al, 2004). Nesse sentido, Sathler-Avelar et al (2012)
também investigaram o impacto de antigenos de T. cruzi na resposta imune de pacientes
tratados com benznidazol e caracterizaram que o perfil de citocinas engatilnou-se apos a
estimulagdo antigénica, mostrando um grande impacto na resposta imune inata e

adaptativa. Esse achado pode explicar um possivel padréo inflamatério mais exacerbado
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nos pacientes tratados do que nos ndo tratados, como foi encontrado e caracterizado no

presente trabalho, o que necessita de estudos mais detalhados e complexos.

Nossos dados mostram, através da analise de regressdo multinominal ajustada
para idade e género, niveis elevados de muitos marcadores imunes associados ao grupo
de tratados, quando comparado aos ndo tratados, com significancia estatistica, a dizer:
IL-1B, IL-4, IL-8, IL-12p70, IL-17, TNF-a, CCL2, CCL4 e GCSF. Esses dados sdo
notdveis e surpreendentes, haja vista que era esperado justamente o contrario,
principalmente nas citocinas e quimiocinas notadamente pro-inflamatérias (TNF-a, IL-
12, CCL2, CCL4 e IL-1p).

E descrita a importancia vital do interferon-y (IFN-vy) tanto na fase aguda quanto
na fase cronica. De acordo com Maya et al (2010), durante as fases iniciais da infec¢éo,
macréfagos produzem citocinas como IL-12 e TNF-a que induzem a producdo de IFN-
y. Esse IFN-vy, produzido por linfécitos T CD4+ e CD8+, é essencial para controlar a
infeccdo por T. cruzi (Une etal., 2003; Sathler-Avelar et al., 2008; Chessler et al., 2009;
Sathler-Awelar et al., 2009). Em macréfagos ativados por IFN-y, o crescimento
intracelular parasitario é controlado pela producdo de éxido nitrico (NO) (Maya et al.,
2010). Por outro lado, varias outras citocinas, incluindo IL-10, IL-4 e transforming
growth factor B (TGF-B) t€m um importante papel em controlar a intensidade da
resposta imune contra o T. cruzi , inclusive por regulacdo negativa da producdo de IFN-
vy (Ferreira et al, 2014) e, assim, prevenir uma indesejada inflamacgdo excessiva de
tecido (Freire-de-Lima et al; 2000; Freire-de-Lima et al, 2006; DosReis and Lopes,
2009). De qualquer sorte, IFN-y € essencial para macrofagos matarem parasitas. Além
disso, IFN-y modula a producédo de citocinas e regula o desenvolvimento apropriado da
resposta inflamatoria para infeccdo (Silva et al., 2003). Essa resposta inflamatoria é
necessaria para o controle parasitario, mas uma resposta inflamatoria excessiva ou ndo
controlada no tecido cardiaco pode produzir miocardite e associar com formas graves de
doenca cronica (Sathler-Awvelar et al., 2009). Esse comportamento dual do IFN-y em
induzir resposta inflamatdria tanto na fase aguda quanto na fase crénica que resulta em
miocardiopatia chagasica cronica (MCC) é bem descrito por Ferreira et al., 2014),
mostrando que na fase crénica, apds exacerbacdo do padrdo Thl de resposta imune,
IFN-y leva a destruicdo inflamatoria direta, modulagdo da expressdo génica do

cardiomidcito e progressdo para MCC.
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Néo h4 duavidas da importdncia do TNF-a como mediador e marcador de
atividade inflamatoria do sistema imunologico. TNF-a é detectdvel em coracdes
inflamados com MCC (D'Avila Reis et al., 1993), produzido por células T derivadas de
biopsia do endomiocérdio (Abel et al., 2001). De fato, moléculas derivadas do T. cruzi,
incluindo mucinas glicosilfosfatidilinositol-ancoradas, vém sendo mostradas como
indutoras da producdo de TNF-o (Ropert et al., 2002). Isso sugere que o TNF-a pode
estar envolvido na manutencdo da miocardite cronica, gerando uma atividade pro-
inflamatdria juntamente com IFN-y no miocardio para combater e controlar a infecgcdo
pelo T. cruzi. Entretanto, a inflamacdo gerada pela resposta imune geralmente é
exagerada e leva a destruicdo tecidual concomitantemente. Como descrito acima, na
fase crbnica da MCC ha uma exacerbacdo do padrdo Thl, que culmina com dano
inflamatério direto ao tecido e modulacdo da expressdo génica do cardiomidcito
(Ferreira et al., 2014). Ja foi demonstrado que pacientes chagasicos crénicos com
disfuncdo ventricular esquerda tém duas vezes mais niveis de TNF-a do que pacientes
sem disfuncdo ventricular (Ferreira et al., 2003). Em nosso estudo, TNF-a, como
descrito acima, foi 0 melhor marcador para diferenciar os grupos tratados e ndo tratados,

sendo maior nos tratados, um achado surpreendente para nés.

IL-17 é produzida principalmente por células Th17, uma inovadora linhagem de
células as quais sua descoberta levou a "quebra™ do paradigma Thl-Th2 de dicotomia
na producdo de citocinas. Essa citocina tem propriedades pré-inflamatorias e induz
fibroblastos, células endoteliais, macréfagos e células epiteliais a produzirem
mediadores inflamatorios, como GM-CSF, IL-1, IL-6 e TNF-a, além de algumas
quimiocinas, levando ao recrutamento de neutrofilos e inflamacéo (Nakae et al., 2003).
Todavia, Santarlasci et al. (2012) propdem que as células Th1l7 possuem autocontrole na
sua atuacdo, ao mostrarem que células Thl7 humanas diferenciadas in vitro possuem
uma capacidade reduzida de proliferagcdo em resposta a estimulacdo do receptor de
células T, e também apresentam déficit na producéo de IL-2, fator de crescimento vital
de células T, quando comparadas com outros padrdes de diferenciacdo de células
TCD4+. Deste modo, o padrdo de resposta de células Thl7 consegue controlar a
resposta imune, diminuindo os danos aos tecidos do hospedeiro. Um estudo feito por
Guedes et al. (2010) mostrou que IL-17 tem um importante papel de controlar a resposta
inflamatoria e a diferenciagdo Thl em ratos infectados por T. cruzi. N&do foram

encontrados estudos que relacionassem niveis de IL-17 com tratamento prévio com
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benznidazol. Nossos resultados mostram que o IL-17 foio melhor marcador, juntamente
com TNF-a para diferenciar os grupos tratados € ndo tratados, estando aumentado nos
tratados. Considerando que IL-17 tenha um papel de controlar a resposta inflamatéria e
a diferenciacdo Thl, ela pode estar envolvida de alguma forma na acdo do benznidazol,
controlando inflamacdo, dano tecidual e progressdo da doenga. Entretanto, nossos
resultados mostram também um maior padrdo inflamatério Thl para os tratados
(aumento dos niveis circulantes de TNF-a, IL-12, CCL2, IL-1p).

Revelli et al. (1999) demonstraram, num experimento usando ratos e analise in
vitro de cultura de células, que o tratamento com benznidazol fez down-regulation na
sintese de nitrito intracelular, 1L-6, e em menor expressdo IL-1p e IL-10. E conhecida a
participacdo de IL-6 na geracdo de resposta mediada por linfocitos T e B, e pode ser
pensada a sua participacdo primaria na génese da resposta de fase-aguda a injuria
(Snick, 1990; Akira et al., 1993). Assim, os efeitos de bloqueio da producgéo de IL-6
induzidos pelo benznidazol podem ser importantes in vivo (Revelli et al., 1999). De
fato, IL-6 era pensado por nosso grupo como uma importante citocina a ser analisada,
com a hipotese que haveria importancia na distincdo dos grupos e, consequentemente,
da resposta imune de cada grupo, sendo pior nos ndo tratados. Entretanto, nossos
resultados ndo mostraram nenhuma diferenca entre 0s grupos quanto aos niveis
circulantes de IL-6. A analise da literatura mostra um papel semelhante do benznidazol
na inibicdo da produgéo IL-1B (Revelli et al., 1999). De fato, IL-1p ¢ uma citocina
produzida primariamente por mondcitos e macréfagos ativados que exerce multiplos
efeitos biologicos como atividade pro-inflamatoria e regulacdo da resposta do
hospedeiro para infeccdo (Dinarello, 1996; Arend 1993). Porém, nossos resultados
mostram um aumento dos niveis circulantes de IL-1B nos pacientes tratados com
benznidazol, em comparacdo com 0s ndo tratados, com diferenca estatisticamente
significante. Apesar de descricdo de down-regulation pelo benznidazol na producédo de
IL-10 descrita por Rewvelli et al. (1999), nossos achados ndo mostraram diferencas

estatisticamente significativa entre 0os grupos tratados e ndo tratados.

Existem poucos estudos que investigaram e encontraram uma associacdo entre
concentracdo plasmatica de quimiocinas e o grau de funcdo cardiaca em pacientes com
diversas patologias (Filippatos et al, 2003; Parissis et al., 2002, Aukrust et al., 1998;
Lehmann et al., 1998). Nesses estudos, CCL2 e CCL4 sdo mostrados como associados a

uma disfuncdo cardiaca e seus niveis parecem normalizar depois do tratamento de
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insuficiéncia cardiaca. Algumas quimiocinas, a dizer CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5,
CXCL10 e CCR5, estdo envolvidas na estimulacdo da producdo de IFN-y por células T
especificas para T. cruzi e TNF-a por macrofagos e consequente migragéo de leucdcitos
para o0 local da inflamagdo (Kroll-Palhares et al., 2008). Talvani et al. (2004)
demonstraram que CCL2, assim como TNF-a sdo marcadores ndo sO de disfungdo
cardiaca, mas também da inflamacéo existente no miocardio do paciente chagasico. Nao
foram encontrados estudos que investigassem diferengas nessas quimiocinas a partir do
tratamento com benznidazol, mas o esperado seria uma diminuicdo dos niveis
circulantes, juntamente com todo o padrdo pré-inflamatério da MCC, como descrito
acima. Entretanto, nosso estudo encontrou maiores niveis circulantes das quimiocinas

CCL2 e CCLA4 nos pacientes tratados, em relagdo aos ndo tratados.

Granulocyte colony-estimulating factor (G-CSF) é descrito como uma citocina
que sinaliza a proliferacdo de cardiomidcitos durante o desenvolvimento (Shimoji et al.,
2010), além da mobilizacdo e diferenciacdo de células tronco pos-natal da medula éssea
em modelos de ratos com dano no miocérdio (Srinivas et al., 2009). Aléem disso, G-CSF
foi demonstrado em proteger o tecido cardiaco de atrofia do cardiomiécito, fibrose e
infiltracdo de células inflamatérias em modelos experimentais de miocardiopatia
induzida por drogas (Li et al., 2007). Nesse sentido, G-CSF é conhecido por modular a
producdo de citocinas, aumentando IL-4 e IL-10 e diminuindo IFN-y (Pan et al., 1995),
regulando a resposta imune & infeccdo por T. cruzi. Em nosso estudo, G-CSF foi
encontrado em maiores niveis nos pacientes tratados, em relacdo aos néo tratados, indo
em concordancia com o descrito na literatura. 1L-4, que tem sua produgdo estimulada
por G-CSF como descrito anteriormente, também teve niveis aumentados nos pacientes
tratados. Além disso, um interessante estudo recente feito por Gonzalez et al. (2013)
demonstrou que G-CSF tem um efeito positivo na reducdo do dano cardiaco, quando
administrado ap6s um tratamento com benznidazol, sendo uma opcéo terapéutica de
combinacdo de drogas, uma modulando a regeneracdo cardiaca e a outra reduzindo a
carga parasitaria de T. cruzi. Entretanto, esse estudo obteve resultados in vitro utilizando
ratos e tratamento antiparasitario na fase aguda da infeccdo, o que necessita de

investigag&o posterior para aplicagdo em humanos e na fase cronica.

A despeito dos resultados contraditdrios em alguns aspectos nos resultados do
padrdo inflamatério por analise das citocinas circulantes, a fun¢do cardiaca dos

pacientes deve ser levada em consideracdo. Nosso grupo, em trabalho analisando
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parametros ecocardiograficos deste mesmo grupo de pacientes, encontrou melhor
funcdo cardiaca sistolica no grupo de pacientes tratados (Lessa, 2014). Isto vai de
acordo como estudo feito por Viottiet al. (2006), em que o tratamento com benznidazol
foi associado com menor progressdo da doenca nos parametros ecocardiograficos. De
fato, dispneia foi maior nos ndo tratados, ao passo que a frequéncia de classe funcional |
do NYHA foi maior nos tratados, demonstrando uma tendéncia a melhor situacéo

clinica entre os tratados.

O presente estudo apresenta algumas limitacGes. Primeiramente, o tempo entre o
tratamento e a coleta da amostra sanguinea. Em segundo lugar, hd& uma diferenca
estatisticamente significante entre a duracdo da doenca entre os dois grupos, sendo essa
maior nos ndo tratados, de forma que essa variavel é um fator confudidor no estudo.
Além disso, por ser um estudo de corte transversal, ndo hd medidas seriadas dos

parametros de citocinas utilizados, para eliminar possiveis vieses.
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VII. CONCLUSOES

1. Os resultados desse estudo mostraram uma expressao média de citocinas mais
alta em pacientes tratados do que nos ndo tratados com benznidazol, diferindo do que
vem sendo descrito na literatura em relacdo ao padrdo de resposta inflamatoria. As
citocinas com niveis mais elevados nos pacientes tratados foram: IL-1p, IL-4, IL-8, IL-
12p70, IL-17, TNF-a, CCL2, CCL4 e G-CSF, sendo esperado o0 contrario
principalmente nas citocinas notadamente pro-inflamatorias (TNF-o, 1L-12, CCL2,
CCL4 e IL-1B).

2. TNF-a e IL-17 foram os melhores marcadores pra diferir os grupos de tratados e
ndo tratados com benznidazol. TNF- o, um importante mediador e marcador de
atividade pro-inflamatoria e provavelmente envolvida na manutencdo da miocardite
cronica, esteve maior nos pacientes tratados com benznidazol. IL-17, um modulador da

resposta inflamatoria Thl, também esteve maior nos pacientes tratados.

3. Por outro lado, G-CSF e IL-4, que sdo protetores do cardiomiocito, também
estiveram aumentados nos pacientes tratados em nossos resultados em relacdo aos ndo
tratados. Deste modo, o tratamento pode levar a aumento de moléculas protetoras do
cardiomiocito e ser benéfico aos pacientes. Alem disso, G-CSF vem sendo estudado
como um possivel alvo terapéutico nos pacientes com miocardiopatia, 0 que necessita

de maiores investigacdes.

4. O atual estudo tem sua importancia destacada por abordar uma doenca que,
apesar de muito prevalente na América Latina, € ainda relativamente negligenciada em
termos de salde pulblica e com pouca investigacdo cientifica acerca dos mecanismos
imunes envolvidos para buscar novos alvos terapéuticos sobre a causa fisiopatoldgica da

doenca de Chagas.

5. Os resultados do estudo necessitam de investigacfes posteriores através de
estudos prospectivos para avaliar de modo adequado o impacto do tratamento com
benznidazol sobre o padrdo de resposta inflamatoria, evolucdo dos pacientes e sua

associacdo com desfechos clinicos importantes.
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VIIl.  SUMMARY

TITLE: Inflammatory cytokines in Chagasic Miocardiopathy, according to
previous treatment with benznidazole

INTRODUCTION: Chagas disease has high prevalence in latin-american countries,

mainly in Brazil, which presents important endemic zones in Bahia, where represents a
severe public health problem. The Chagasic Miocardiopathy (MCC) has an
inflammatory nature, whtih relevant production of pro-inflammatory cytokines from
Thl pattern and chemokines. Occurs in about 30% of infected patients by protozoan
abou 5 to 30 years after infection, with high risk to progress to Cardiac Insufficiency
and death. The factors that determine the composition of inflammatory infiltrate and
contribute to migration and accumulation of inflammatory cells inside cardiac tissue in

MCC are yet undiscovered. OBJECTIVES: to investigate the association of the levels of

pro-inflammatory cytokines with evolutive stage of cardiopathy in MCC patients,
relating with or without benznidazole treatment. METHODS:: cross-sectional study with
chagasic patients. Blood samples of patients were used for laboratory analysis of
circulating levels of several pro-inflammatory cytokines. Statistic tests were used for
analysis of data obtained and the patients were stratified in two groups: treated and non-
treated with benznidazole. RESULTS: in hierarchical cluster analysis, the average
expression of cytokines/chemokines of non treated group tended to be lower. Elevated
levels of many immune markers were associated to treated group, in multinominal
regression analysis, with statistically significant difference of some of them.
Interleukin-17 (IL-17) and Tumoral Necrosis Factor (TNF-o) were the best markers to
distinguish individuals with or without previous treatment with benznidazole.

CONCLUSIONS: the cytokines expression was higher in benznidazole treated patients,

surprisingly some of them pro-inflammatory, mainly TNF-o, but also some
inflammatory activity modulator ones, as IL-17 and IL-4. The present study becomes
relevant by being about a neglected in terms of public health with few scientific
investigation about novel therapeutic targets to prevent Chagas disease progression.

Keywords: 1. Chagas disease; 2. Cytokines; 3. Nitromidazoles.
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X. ANEXOS

ANEXO I:
FICHA CLINICA Prontuario

1 Grupo de entrada no estudo 0 I Il 11 DATA:
0 ECG normal (indeterminada) 2 Tratamento especifico CODIGO:
1 ECG anormal Rx e Eco normais Sim N3o Preenchido por:
11 ECG anormal Rx e/ou Eco anormais, sem IC Completo dias Quando?
Il Insuficiencia cardiaca Incompleto dias
Endereco:
Telefone/E-mail:
Data de nascimento: 3Idade
4 Sexo: [1]Masc [2]Fem 5 Naturalidade: [1]Salvador [2]interior da Bahia [3]outro estado
7 Escolaridade/profisséo: 6 Raca/Etnia: [1]negro [2]mulato/moreno [3]branco

8 Tempo do diagndstico da D. de Chagas

Anamnese/Exame Fisico 9 Classe Funcional(NYHA): [T [1I1 [T ]IV

10 Dispnéia de esforco: [1]sim [2]ndo 11 Sincope(e/ou pré-sincope): [1]sim [2]ndo
12 Palpitagdo:[1]sim [2]ndo

13 Edema MMIlI: [1]sim [2]ndo

14 PAS(mmHg): 15 PAD(mmHg): 16 PR(bpm):
Morbidades 17 HAS: [1]sim [2]ndo 18 DAC: [1]sim [2]ndo
19 DM: [1]sim [2]ndo 20 AVE prévio: [1]sim [2]ndo

Exames Complementares
Sorologia Chagas: [ lhemaglutinacdo [ ]JELISA [ Ifix.complemento [ Jimunofluorescéncia [ Jndo
realizado

ECG 21 Ritmo: [1]sinusal [2]fibrilacdo/flutter atrial [3]outros:
_/_J  22FC(bpm): 23 Sobrecarga de cdmaras: [1]sim [2]ndo

24 Extrassistoles supraventriculares: [1]sim [2]ndo

25 Extrassistoles ventriculares: [1]sim [2]ndo

26 BAV:[1]19%rau [2]2%rau, Mobitz 1 [3]2%rau, Mobitz 2 [4]32grau [5]ndo

27 BRD: [1]sim, incompleto [2]sim, completo [3]ndo

28 BRE: [1]sim, incompleto [2]sim, completo [3]ndo

29 HBAE: [1]sim [2]ndo 30 HBPE: [1]sim [2]ndo

31 Alteragao de repolarizagdo ventricular: [1]sim [2]ndo

RX térax
44 Area cardiaca: [1]aumentada

_/_/  [2]normal

45 Cefalizagdo vasos pulmonares: [1]sim
[2]ndo
OBS.:
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ANEXO II:
INiciais: vvvvveiiinnnnn.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
E importante que vocé leia com atencdo as informacbes abaixo. Esta folha
contém informagBes sobre como informacgdes a respeito de sua doenca serdo
publicados na literatura. O responsavel pelo estudo discutira com vocé e
respondera a qualquer davida que vocé possa ter. Sua participacdo no estudo

€ voluntaria e vocé esta livre para retirar-se do mesmo a qualquer momento.

Estudo: Citocinas Inflamatérias e Associagdo com Progressdao da

Miocardiopatia Chagéasica

Instituicdo: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos

Enderegco: Rua Joao das Botas s/n, Canela , 40110-160, Salvador-Bahia-
Brasil.

Investigador Responséavel: Dr. Edmundo José Nassri Camara

Tel: (71) 8872-8585 (71) 3283-8863

Co- Investigador:

Dra. Adriana Lopes Latado Braga Tel: (71) 8845-8662

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que tem como obijetivo
analisar o papel de marcadores inflamatérios como preditores de progressao
da cardiopatia chagasica. Vocé estd sendo convidado porque vocé tem
cardiopatia chagasica ou entdo vocé € um individuo sadio e 0s seus exames de
sangue servirdo como base da variagdo normal em nossa populacdo. O
objetivo € ver se pessoas com esta doenca tem uma resposta diferente de
pessoas sem a doenca (avaliar a influéncia da resposta imune na evolucao).
Para avaliar o seu sistema imune, temos que retirar 15ml de seu sangue. Além
disso, nés vamos aplicar um questionario. Apés explicar a vocé o que contém
este questionario, vocé pode perguntar tudo sobre o estudo a seu medico.
Caso decida participar do estudo, vocé sera solicitado a assinar este formulario
de consentimento. O trabalho apenas divulgara para a comunidade médica
algumas caracteristicas do seu caso. Nenhuma imagem ou informacdo sua
sera divulgada de modo a permitir sua identificagao.

Possiveis riscos:
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A retirada de sangue pode causar dor no local da puncdo com a agulha e,
raramente, pode ocorrer sangramento ou formacédo de hematoma. Se houver
complicagoes da coleta de sangue (muito raro), vocé tera toda a assisténcia
médica necessaria no Hospital Universitario Prof. Edgard Santos em Salvador
para resolver a situagao.

Possiveis beneficios:

A participacdo no estudo ndo mudara o tratamento de sua doenca. Apenas
divulgaremos para comunidade médica para que os médicos conhecam melhor
como se comporta esta doenga.

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) desta
instituicdo em 25/08/10. Sua realizacdo estd de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Saude que assegura protecdo aos voluntarios
envolvidos em pesquisas biomédicas.

Participagdo Voluntaria:

A participagdo do paciente neste estudo é voluntaria. A decisdo de ndo
participar ou de se retirar do estudo depois do mesmo ja ter iniciado, ndo
ocasionara nenhum problema. Sua recusa em participar do estudo ou sua
desisténcia em continuar ndo afetara, de modo algum, o tratamento que vocé
esta recebendo.

Procedimentos:

Caso vocé aceite participar do estudo, um questionario sera aplicado para
saber onde vocé mora, sua ocupacao, seus habitos, a histéria da sua doenga.
Um meédico examinara vocé para ver se existe alteracdo cardiaca, e, se tiver,
poder Ihe orientar. Também, um médico vai pedir para ver seus exames de
laboratério, eletrocardiograma e radiografia de torax, ou outros quando
necessarios. Se vocé concordar em retirar sangue para o estudo, 15ml de
sangue serdo colhidos (equivalente a 1 colher de sopa) por um profissional
capacitado, usando seringas e agulhas descartaveis. Se vocé concordar, estes
exames serao repetidos ao final de cada ano de seguimento, juntamente com
0S seus exames de rotina.

Confiabilidade:

Toda informacéo obtida de sua participacdo neste estudo sera tratada de forma
estritamente confidencial, ficando sua identidade mantida em sigilo, sendo de

conhecimento apenas dos investigadores do estudo.
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7

O Comité de Etica do Hospital Universitario Prof. Edgard Santos é um 6rg&o
que defende a protecdo de seres humanos de procedimentos ou pesquisas
inadequadas. Portanto, a nossa pesquisa foi aprovada e vocé pode confiar.
Custos:

Vocé ndo tera custos com a participacao no estudo e, caso necessite ajuda por
causa de complicacdo de coleta de sangue, esta lhe sera fornecida
gratuitamente. Vocé ndo recebera pagamento por sua participacdo neste
estudo.

Esclarecimentos

Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacdo relacionada
aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Edmundo
Camara (Tel—71-8872-8585).

Consentimento

Se vocé leu o consentimento informado, ou este |lhe foi explicado, e vocé
concorda em participar do estudo, favor assinar seu nome abaixo. Uma cépia

deste consentimento lhe sera entregue.

D ACEITO. Vou participar no estudo e aceito que a amostra seja

armazenada para uso exclusivo de pesquisa em doenca de Chagas.

D Nao ACEITO. Nao vou participar no estudo.

Assinatura ou impresséao digital do participante Data

Nome e assinatura do pesquisador Data

Nome e assinatura da testemunha Data
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PARECER CEP

Parecer Consubstanciado de Projeto

Titulo do Projeto: Proteina C reativa e Citocinas Séricas como Marcadores de Progressio da
Cardiopatia sem Insuficidncia Cardiaca (estagios evolutives | @ Il): Correlacio com
a Funglo Ventricular Analisada pelo Ecocardiograma Bi-dimensional com Doppler tecidual.

| Data da Versao 01/08/2010 | | Cadastro 77/10 | | Data do Parecer 02022011 |
[Grupo ¢ Area Temdtica Il - Projeto fora das dreas tematicas especiais ]
iomaonm

Investigar 3 associacho dos niveis de PCR e de citocinas (IL-6, TNF-a) com a progressio da
| cargiopatia em pacientes nos estagios evolutives | @ B {sem Insuficiéncia cardiaca).

| Sumério do Projeto

| A doenga de Chagas representa um importante problema de satde publica na América
Latina. Mundiaimente, estima-se que 18 mithdes de pessoas encontram-se cronicamente
infectadas pelo T. cruzi e gue ocorrem aproximadaments 200.000 novos casos a cada ano.

Sabe-5¢ que as alteracdes oletrocardiograficas, a dilatagdo de camasas cardiacass, as
alteragdes da contratilidade segmentares ou globais ¢ as arritméss ventriculares sio indices
de pior prognostico para IC e morte (Viotti R 2006; Rassi Jr A et al. 2005, 2007) . Alteragdes
ainda mais precoces da fungdo ventricular podem ser detectadas com técnicas mais
modernas como o Doppler tecidual, o sirain e o strain rate {Silva CES et a1, 2005). Porém nio
existermn estudos prospectivos aplicando estas novas técnicas numa fase Inicial da doenga de
Chagas com seguimento longitudinal a médicJongo prazo.

A inflamacao tem importante papel na patogénese ¢ na progressdo de muitas formas de IC
(Braunwaid E 2008), ¢ na miocardite cronica chagasica é ainda mais evidente. Marcadores da
inflamagdo, como as citocinas pro-inflamatdrias (intereucinas 1, 6 ¢ 18, e o TNF.alfa), bem
como a proteina-C reativa, 10m sido descritos como alterados na IC, bem como dteis na
estratificag3o e na identificagio de individuos assintomiticos com risco de desenvolver IC.
Alguns marcadores de inflamagio como a proteina C reativa (PCR) ¢ a interleucina 6 (IL6)
parecem estar relacionados com a progressdo e com as fases mais avan¢adas da cardiopatia
chagasica (Lopez L ot al. 2006).

Populagdo de estudo: individuos com idade < 50 anos ¢ pelo menos 2 testes soroldgicos
positivos para Chagas {fixsgio de complemento, hemaglutinagdo indirets, imunofiucrescéncia |
indireta ou ELISA), sem sinais de IC,

Os pacientes serao provenicntes dos Ambulatorios de Cardiologia do Complexo Hospitalar |
Universitirio Professor Edgard Santos, de bancos de sangue da cidade de Salvador & de uma
cidade do interior bahiano (taberaba) onde dispomos de uma clinica de referéncia, com um
namero aproximado de atendimento de 50 pacientes chagisicos/més, muitos na fase inicial da

doenga.

Tipo de estudo e n amostral: estudo do tipo coorte prospectiva. N amostral estimado de 150
pacientos chagdsicos baseando-se num risco relativo de 4 para progressio da doenga dos
individuos com niveis elevados dos marcadores inflamatéios e/ou com alteragdo a0 Eco-
Doppler tecidual, respectivaments, aifs de 0,05 ¢ poder do estudo de 80% (vide anexo). Serao
estudados 30 adultos nko chagisicos sadios, com idade < 50 anos, para controle normal dos
parkmetros ecocardiogrificos o dos marcadores inflamatdrios, =}
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Projeto aprovado
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« O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes

qwammnocmononnﬂdoomdomncnsmv.l).énpddo
wo"%ﬂ

39



pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar
notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento. '

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em

/ / e ao término do estudo.
Para projetos do Grupo 1 do fluxograma acrescentar:
Seu ) projeto (Registro Grupo Area tematica
especial ) esta sendo encaminhado a CONEP e s6 podera ser

iniciado apo6s parecer aprovatério desta.

40

P

SISNEP - Sistema Nacional de Etica em Pesquisa

Titulo do Projeto de Pesquisa
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