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Resumo

Fundamento: As caracteristicas histopatolégicas da doenca de Chagas (DCC) sao: presenca de miocardite, destruicao
das fibras cardiacas e fibrose miocardica. A Galectina-3 (Gal-3) é um biomarcador envolvido no mecanismo de fibrose
e inflamacao que pode ser iitil para a estratificacao de individuos com DCC por risco.

Objetivos: Nosso objetivo foi avaliar se niveis elevados de Gal-3 estao associados a formas graves de cardiomiopatia
chagasica (CC) e sao preditivos de mortalidade.

Métodos: Estudamos doadores de sangue (DS) positivos para anti-T. cruzi: nao-CC-DS (187 DS sem CC com
eletrocardiograma [ECG] e fracao de ejecao do ventriculo esquerdo [FEVE] normais); CC-Nao-Dis-DS (46 DS com CC e
apresentando ECG anormal, mas FEVE normal); e 153 controles negativos correspondentes. Esta amostra foi composta
por 97 pacientes com CC grave (CC-Dis). Usamos as correlacdes de Kruskall-Wallis e Spearman para testar a hipétese
de associacoes, assumindo um p bicaudal <0,05 como significativo.

Resultados: O nivel de Gal-3 foi de 12,3 ng/mL para nao-CC-DS, 12,0 ng/mL para CC-Nao-Dis-DS, 13,8 ng/mL para
controles e 15,4 ng/mL para CC-Dis. FEVE <50 foi associada a niveis mais elevados de Gal-3 (p=0,0001). Em nosso
modelo de regressao linear ajustado, encontramos associacao entre os niveis de Gal-3 e os parametros do ecocardiograma
em individuos positivos para T. cruzi. Nos pacientes CC-Dis, encontramos uma associacao significativa de niveis mais
elevados de Gal-3 (=15,3 ng/mL) e morte ou transplante cardiaco em acompanhamento de cinco anos (Hazard ratio —
HR 3,11; 1C95% 1,21- 8,04; p=0,019).

Conclusdes: Em pacientes com CC, niveis mais elevados de Gal-3 estiveram significativamente associados a formas
graves da doenca e maior taxa de mortalidade em longo prazo, o que significa que pode ser um meio efetivo para
identificar pacientes de alto risco. (Arq Bras Cardiol. 2021; 116(2):248-256)

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Cardiomiopatia Chagasica; Mortalidade; Galectina 3; Biomarcadores; Eletrocardiografia/
métodos; Insuficiéncia Cardiaca.

Abstract

Background: The histopathological characteristics of Chagas disease (ChD) are: presence of myocarditis, destruction of heart fibers, and
myocardial fibrosis. Galectin-3 (Cal-3) is a biomarker involved in the mechanism of fibrosis and inflammation that may be useful for risk
stratification of individuals with ChD.

Objectives: We sought to evaluate whether high Gal-3 levels are associated with severe forms of Chagas cardiomyopathy (CC) and whether
they are predictive of mortality.
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Methods: We studied anti-T. cruzi positive blood donors (BD): Non-CC-BD (187 BD without CC with normal electrocardiogram [ECG] and left
ventricular ejection fraction [LVEF]); CC-Non-Dys-BD (46 BD with CC with abnormal ECC but normal LVEF); and 153 matched serum-negative
controls. This cohort was composed of 97 patients with severe CC (CC-Dys). We used Kruskall-Wallis and Spearman’s correlation to test
hypothesis of associations, assuming a two-tailed p<0.05 as significant.

Results: The Gal-3 level was 12.3 ng/mL for Non-CC-BD, 12.0 ng/mL for CC-Non-Dys-BD, 13.8 ng/mL for controls, and 15.4 ng/mL for CC-Dys.
LVEF<50 was associated with higher Gal-3 levels (p=0.0001). In our linear regression adjusted model, we found association between Gal-3
levels and echocardiogram parameters in T. cruzi-seropositive subjects. In CC-Dys patients, we found a significant association of higher Gal-3
levels (=15.3 ng/mL) and subsequent death or heart transplantation in a 5-year follow-up (Hazard ratio — HR 3.11; 95%CI 1.21-8.04; p=0.019).

Conclusions: In ChD patients, higher Gal-3 levels were significantly associated with severe forms of the disease and more long-term mortality,

which means it may be a useful means to identify high-risk patients. (Arq Bras Cardiol. 2021; 116(2):248-256)

Keywords: Chagas Disease; Chagas, Cardiomyopathy; Mortality; Galectin-3; Biomarkers; Electrocardiography/methods; Heart Failure.

Introducao

A cardiomiopatia chagasica (CC), uma das principais
causas de cardiopatia e morte na América Latina, tem um
prognéstico ruim em comparagao as cardiomiopatias nao
inflamatorias.’

O curso natural da doenga de Chagas (DCC) envolve
uma fase aguda, seguida da fase cronica. Ainda nao se sabe,
entretanto, quais pacientes tém maior probabilidade de
progredir para as formas graves. Lesdo direta pelo parasita,
inflamagao desencadeada pelo sistema imunolégico e
disfungao autondmica sao fatores importantes na patogénese
da CC. Quando o tecido cardiaco sofre lesdo, a fibrose
de substituigao parece ser uma causa de desorganizagao
estrutural e geométrica, e prejuizo funcional do coragao.?

A galectina-3 (Gal-3) é secretada por macroéfagos
ativados e estd envolvida na fibrogénese da insuficiéncia
cardiaca (IC). Tal biomarcador foi recentemente associado
ao desenvolvimento de IC e mortalidade. Em um modelo
experimental de DCC, a Gal-3 promoveu infiltragao celular
no coracao e fibrose.**

A falta de um bom marcador de infeccao ativa ou CC
incipiente torna o desenvolvimento de novos tratamentos
nessa populagao um desafio. O uso de biomarcadores que
podem prever com precisao os resultados clinicos na CC teria
o potencial de orientar a terapia, identificando pacientes
com maior risco e que necessitariam de intervengao mais
precoce, intensiva e personalizada.®

O objetivo do nosso estudo foi avaliar se niveis elevados
de Gal-3 estdo associados a formas graves da CC e se trata-
se de um fator preditivo de mortalidade ou necessidade de
transplante cardiaco.

Métodos

Desenho do Estudo

As amostras foram coletadas durante o Retrovirus
Epidemiology Donor Study-I1I (REDS-II),® um estudo
retrospectivo em que doadores de sangue (DS) soropositivos
para T. cruzi foram identificados por triagem em bancos de
sangue em 1996-2002 (233 da cidade de Sao Paulo), além
de 153 doadores-controle soronegativo (pareados por ano
de doagao, idade e sexo). A amostra foi composta por 97
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casos de CC previamente diagnosticados pelo Instituto do
Coracdo (INCOR) da Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo. De julho de 2008 a outubro de 2010,
individuos recrutados (pacientes DS e com CC) preencheram
questionarios de satide e passaram por avaliagbes médicas,
incluindo eletrocardiograma (ECC), ecocardiograma (ECO)
e flebotomia com processamento e criopreservagao de
amostras para subsequentes andlises cegas em lote de
marcadores cardiacos, reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para detecgao de T. cruzi e outros biomarcadores
(ver abaixo).

Primeiro, realizamos um estudo transversal em que
participantes positivos para T. cruzi preencheram um
questiondrio e passaram por uma avaliagdo médica
(parametros laboratoriais, ECG e ECO), resultando em grupos
estratificados pelo status da CC. Em seguida, foi realizado
um estudo de coorte longitudinal, no qual 97 pacientes
soropositivos para T. cruzi, portadores de formas cronicas
e mais graves de CC, foram acompanhados em um servigo
ambulatorial do INCOR, onde havia dados sobre “tempo
até o evento”.

Todas as amostras de sangue foram coletadas em tubos de
EDTA e de soro, processadas para detecgao do parasita ou
submetidas a centrifugacao e divididas em aliquotas. Todas as
amostras foram congeladas no Brasil a -20 °C até o envio ao
Laboratério Central REDS-II (Blood Systems Research Institute,
San Francisco, CA) em gelo seco e mantidas a -70 °C.

Foram criados quatro grupos: um grupo controle
soronegativo e trés grupos soropositivos para T. cruzi: DS
sem cardiomiopatia, apresentando ECG normal e fragdo de
ejecao ventricular esquerda (FEVE) (Nao-CC-DS); DS com
CC e apresentando anormalidades no ECG, mas funcao
sistélica normal (CC-Nao-Dis-DS); e participantes com CC
e disfuncao ventricular esquerda (CC-Dis). A disfuncao foi
definida como FEVE <50% identificada no ECO.

Os dados relativos a andlise de tempo até o evento
estavam disponiveis apenas para os individuos do grupo
CC-Dis. De julho a setembro de 2015, procedemos com
a andlise do prontudrio e ligagbes para os pacientes com
CC-Dis para monitorar eventos e anotar as respectivas datas.

Os comités de ética locais aprovaram o protocolo do
estudo e todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.
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Procedimentos PCR

Coletamos de cada participante 20 mL de sangue
anticoagulado com EDTA que foram imediatamente
misturados com igual volume de solugdo de cloridrato de
guanidina 6M/EDTA -0,2 M. O teste de PCR em tempo real
de captura de alvo utilizado neste estudo foi desenvolvido
com base no método PCR descrito por Virreira et al.,’
visando o DNA do minicirculo mitocondrial do cinetoplasto
T. cruzi. A extragao do DNA foi aprimorada com uma etapa
de captura do alvo usando esferas magnéticas revestidas
com um oligonucleotideo de captura 20-mer especifico
para T. cruzi.

Medidas Cardiacas

Foram registrados ECGs de repouso de 12 derivagdes
(eletrocardiégrafo General Electric MAC 1200; GE
Healthcare, Waukesha, W1) .82

Os ecocardiogramas foram realizados em aparelho
de ultrassom Sequoia™ 512 (Acuson, Mountain View,
CA), de acordo com as diretrizes da American Society
of Echocardiography.’®" Os estudos foram gravados
em formato digital e todas as medidas foram feitas
em loops digitais, em uma estacao de andlise offline
Digisonics (software versao 3.2; Digisonics, Houston,
TX) no laboratério de ecocardiografia do departamento
cardiovascular, no National Heart, Lung, and Blood Institute
(Bethesda, MD)."

Biomarcadores Sollveis

Biomarcadores associados a infeccao por T. cruzi foram
descritos anteriormente.’> Amostras de plasma foram
testadas usando kits Milliplex (Millipore) com granulos
revestidos de anticorpo para detecgao do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) 6 (IL-6), IL-8, IL-10
e interferon gama (IFNy). Curvas e amostras-padrdo foram
testadas em duplicata. Os resultados foram adquiridos em
um analisador Labscan 200 (Luminex) usando o software
gerenciador Bio-Plex v6.1 (Bio-Rad). O IFN- esteve, na
maioria dos casos, abaixo do limiar de deteccao (57%).

As concentracdes de peptideo natriurético do tipo
B (NT-proBNP) e troponina foram medidas em testes
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) no
Sistema VITROS (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ).

Os niveis plasmaticos de Gal-3 foram determinados
por um teste de fluorescéncia ligada a enzima e medidos
em um sistema BioMerieux Vidas 30 (BioMerieux, Marcy
I'Etoile, Lyon, Franga), seguindo as recomendagoes do
fabricante.

Analise Estatistica

A normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk. As varidveis continuas sem distribuicao normal
foram: idade, niveis de Gal-3, fracao de ejecdo e outros
biomarcadores cardiacos e inflamatérios, todos expressos
em mediana e intervalo interquartil. As diferencas entre os
grupos quanto as varidveis foram comparadas com o teste
de Kruskal-Wallis, enquanto o teste do qui-quadrado ou
de Fisher e a regressao logistica foram usados para avaliar
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o tipo e a distribuigao das varidveis. As classificagdes na
analise de varidncia de um critério e andlise post-hoc
foram feitas por meio do teste de Dunn para avaliar as
diferencas de valores medianos entre os grupos com
ajuste de Bonferroni para comparagbes miultiplas. As
correlagoes foram analisadas pela correlagdo de Spearman,
reportando-se valores de p.

Curvas de caracteristicas de operagao do receptor
(curva ROC) foram criadas para as varidveis Gal-3 e
NT-proBNP para otimizar a definicado do ponto de
corte que melhor discriminaria o evento durante o
acompanhamento, e foi identificada uma drea sob a
curva ROC (AUC). Ambas foram comparadas pelos testes
Delong e qui-quadrado.

Para a andlise de tempo até o evento, o grupo CC-Dis foi
dividido em dois perfis em relacdo aos valores de corte para
Gal-3 e NT-proBNP: Gal-3 ou NT-proBNP baixos (< valor
de corte) e Gal-3 ou NT-proBNP altos (= valor de corte).
A incidéncia de eventos cumulativos nos estratos Gal-3 e
NT-proBNP e o valor aditivo de Gal-3 em relagao ao NT-
proBNP foram analisados por um método semelhante a
Kaplan-Meier, seguido do teste log-rank.

Modelos de regressao de risco proporcional de Cox
bivariados e multivariados foram construidos para avaliar
a associagao dos valores de Gal-3 e NT-proBNP (abaixo
versus acima ou igual ao valor de corte) com incidentes
e eventos. Os modelos foram ajustados para sexo,
idade, creatinina sérica, classificagio da New York Heart
Association (NYHA) e FEVE; Intervalos de confianca de
95% (IC) foram usados para representar a associagao de
cada marcador com os eventos no modelo final de risco
proporcional de Cox ajustado. A sensibilidade foi analisada
usando os valores de Gal-3 e NT-proBNP como varidveis
continuas. Valor de p<0,05 bicaudal foi considerado
significativo.

Todos os graficos e andlises estatisticas foram feitos
no software Stata (versao 13.0, Stata Corp., College
Station, TX).

Resultados

Dos 570 participantes originais do REDS-II, 483
tinham amostras disponiveis para o teste Gal-3; 153 eram
negativos para T. cruzi e os demais foram classificados em
trés grupos: 187 Nao-CC-DS apresentando ECG e FEVE
normais; 46 CC-nao-Dis; e 97 CC-Dis (Figura 1).

Caracteristicas Clinicas e Biomarcadores dos Pacientes

As caracteristicas demograficas e clinicas estdo descritas
na Tabela 1. Os niveis de Gal-3 estavam mais altos nos
pacientes do grupo CC-Dis, em comparagdao com outros
grupos clinicos. Niveis mais elevados de Gal-3 também
foram observados nos controles quando comparados aos
nao-CC-DS. Nao observamos diferencas significativas
nos niveis de Gal-3 entre Nao-CC-DS e CC-ndo-Dis-
DS, ou entre CC-nao-Dis-DS e controles. Marcadores
inflamatérios (TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10), bem como
biomarcadores associados a disfuncao ou dano cardiaco
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I
Sujeito_s com Controles excluidos
amostras disponiveis
(n=483) (n=87)
I I ! I I I
Nao-CC-DS CC-Nao-Dis-DS CC-Dis Controles
(n=187) (n=46) (n=97) (n=153)

Figura 1 - Fluxograma de incluséo.

CC: cardiomiopatia chagasica; Nao-CC-DS: doadores de sangue com sorologia positiva para T. cruzi e sem cardiomiopatia, apresentando eletrocardiograma (ECG) e
fragdo de ejegéo do ventriculo esquerdo (FEVE) normais; CC-N&o-Dis-DS: doadores de sangue com sorologia positiva para T. cruzi apresentando anormalidades no
ECG e FEVE normal em repouso; CC-Dis: pacientes com sorologia positiva para T. cruzi e CC, com disfungdo ventricular esquerda.

Tabela 1 - Achados clinicos, laboratoriais e ecocardiograficos

Nao-CC-DS CC-néo-Dis-DS CC-Dis Controles

n=187 (38,6%) n=46 (9,5%) n=97 (20,2%) n=153 (31,6%) valor de p
Idade (anos) 49 [41-58] 50 [44-59] 48,5 [43-54] 48 [42-55] 0,20
Masculino, n (%) 110 (58,8) 29 (63) 59 (60,2) 89 (58,2) 0,39
Fragdo de ejecdo (%) 63 [60-65] 60 [55-65] 30 [20-40] 64 [60-65] <0,001*
Biomarcadores cardiacos
Galectina-3 (ng/mL) 12,3 [10-15,4] 12,0 [9,5-14,9] 15,4 [11,8-19,8] 13,8 [11,2-16,2] <0,0011
NT-proBNP (pg/mL) 40,6 [23,6-66,8] 59 [35,0-109,1] 748 [379,20-2223,41] 27,5 [19,3-48,1] <0,001*
Troponina 0,012 [0,01-0,012] 0,012 [0,012-0,015] 0,021 [0,12-0,03] 0,012 [0,012-0,012] <0,0018
Marcadores inflamatérios
TNF-a 2,94 [1,64-4,59] 3,02 [1,25-4,69] 3,65 [2,57-5,52] 2,84 [1,62-3,91] 0,002*
IL-6 0,69 [0,32-1,63] 0,77 [0,32-1,8] 1,60 [0,64-3,13] 1,14 [0,32-1,7] <0,001**
IL-8 1,61[0,95-2,79] 1,53 [0,99-2,5] 2,23 [1,38-3,2] 1,44 [0,95-2,54] 0,003t
IL-10 1,28 [0,32-4] 2,02 [0,32-4,11] 4,37 [1,62-8,06] 1,22 [0,32-3,35] <0,001#
IFN-y 0,32 [0,32-0,64] 0,32 [0,32-0,84] 0,32 [0,32-1,07] 0,32 [0,32-0,39] 0,06
Carga parasitaria
Estimativa do parasita por 20mL 0,05 [0-2,5] 0,68 [0,03-5,47] 1,77 [0,16-5] - <0,0018

Valores de p foram reportados para os testes de hipotese post-hoc de Kruskal-Wallis e Dunn.

Mediana [intervalo interquartil] reportada para todos os biomarcadores testados. Nao-CC-DS, doadores de sangue sem cardiomiopatia chagdsica; CC-N&o-Dis-
DS, doadores de sangue com cardiomiopatia chagésica; CC-Dis, pacientes com cardiomiopatia chagasica e disfungdo cardiaca; NT-proBNR N-terminal do pro-
horménio do peptideo natriurético do tipo B; TNF, fator de necrose tumoral; IL, interleucina; IFN, interferon.

* Diferenga estatisticamente significativa nos niveis de fragdo de eje¢do entre Nao-CC-DS /CC-Dis (p<0.001); CC-Nao-Dis-DS/CC-Dis (p<0,001); CC-N&o-Dis-DS/
controles (p=0,042); CC-Dis/controles (p<0,001).

tDiferenga estatisticamente significativa nos niveis de Gal-3 entre Nao-CC-DS/CC-Dis (p<0,001); Néo-CC-DS/controles (p=0,010); CC-N&o-Dis-DS/CC-Dis
(p<0,001); CC-Dis/controles (p=0,028).

1Diferenca estatisticamente significativa nos niveis de NT-proBNP entre Nao-CC-DS/CC-Dis (p<0,001); Nao-CC-DS/controles (p=0.004); CC-N&o-Dis-DS/CC-Dis
(p<0,001); CC-N&o-Dis-DS/controles (p<0,001); CC-Dis/controles (p<0,001).

§ Diferenca estatisticamente significativa nos niveis de troponina entre Nao-CC-DS/CC-Dis (p=0,024); Nao-CC-DS/CC-controles (p<0,001); CC-N&o-Dis-DS/CC-Dis
(p<0,001); CC-N&o-Dis-DS/controles (<0,001); CC-Dis/controles (p<0,001).

#Diferenca estatisticamente significativa nos niveis de TNF-a entre Nao-CC-DS/CC-Dis (p=0,019); CC-Dis/controles (p<0,001).

**Diferenga estatisticamente significativa nos niveis de IL-6 entre Nao-CC-DS/CC-Dis (p<0,001); CC-N&o-Dis-DS/CC-Dis (p=0,032); CC-Dis/controles (p=0,004).
t1Diferenca estatisticamente significativa nos niveis de IL-8 entre Nao-CC-DS/CC-Dis (p=0,016); CC-N&o-Dis-DS/CC-Dis (p=0,039); CC-Dis/controles (p=0,001).a
11 Diferenca estatisticamente significativa nos niveis de IL-10 entre Nao-CC-DS/CC-Dis (p<0,001); CC-N&o-Dis-DS/CC-Dis (p=0,001); CC-Dis/controles (p<0,001).
§§ Diferenca estatisticamente significativa na estimativa do parasita por 20mL entre Nao-CC-DS/CC-Dis (p=0,011); Nao-CC-DS/controles (p<0,001).
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(NT-proBNP e troponina) estavam elevados em pacientes
com CC-Dis em comparagao aos outros grupos (Tabela 1).

A PCR positiva para T. cruzi indicou diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos Nao-CC-DS e
CC: CC-Nao-Dis-DS (p=0,010) e CC-Dis. Por outro lado,
ndo foi observada diferenga na parasitemia ao comparar
os grupos CC-Nao-Dis-DS e CC-Dis (Tabela 1). Também
nao encontramos diferenca significativa em pacientes com
CC-Dis entre a PCR para T. cruzi e a ocorréncia do evento.
Nenhuma associagao significativa entre PCR para T. cruzi
e Gal-3 foi encontrada.

A correlagcao de Spearman foi aplicada entre os
individuos infectados por T. cruzi, para avaliar a relagao
entre Gal-3 e biomarcadores cardiacos, mediadores
inflamatérios e carga parasitdria. Houve uma correlagao
fraca para TNF-a (rs=0,25, p<0,001) e IL-8 (rs=0,22,
p<0,001). Nenhuma associacao entre Gal-3 e troponina,
NT-proBNP, IL-6, IL-10, IFNy, ou com carga parasitaria foi
observada.

O ecocardiograma foi realizado, correlagao de
Spearman, para verificar qualquer relacao entre os
niveis de Gal-3 e pardmetros ecocardiogréficos em
pacientes infectados por T. cruzi. Nenhuma correlagao
estatisticamente significativa moderada ou forte foi
encontrada entre os niveis de Gal-3 e o diametro diast6lico
final do ventriculo esquerdo (DDFVE) (rs=0,09, p=0,07),
dimensao sistélica final do ventriculo esquerdo (DSFVE)
(rs=0,11, p=0,03), FEVE (rs=-0,16, p=0,001), diametro
do atrio esquerdo (rs=0,11, p=0,02), volume atrial
esquerdo indexado a drea de superficie corporal (rs=0,09,
p=0,18), drea do atrio direito (rs=0,032, p=0,53) e
relagao E/e’ septal (rs=0,135, p=0,009).

Sobrevivéncia e Analise de Risco

Os dados sobre tempo até o evento estavam disponiveis para
97 pacientes, com seguimento médio de 51,2 = 10,8 meses e
mediana de 58 meses (variagdo: 8 a 60 meses). Foram observados
eventos em 28 pacientes (29%): trés (10,8%) transplantes
cardiacos e 25 (89,2%) 6bitos por todas as causas. Entre os
pacientes envolvidos em eventos, as concentragbes médias de
Gal-3 e NT-pro-BNP foram significativamente maiores, enquanto
a fragdo de ejecdo foi significativamente menor. Idade, sexo,
classe NYHA>I, fracao de ejecdo na ecocardiografia e dados
laboratoriais de pacientes com evento relatado estao na Tabela 2.

O valor de corte da Gal-3 (<15,3 ng/mL) pela curva ROC foi
usado para dividir os individuos CC-Dis em dois estratos (niveis
baixo e alto), assim como o valor de corte de NT-proBNP (<1278
pg/mL). A curva ROC identificou o potencial de se alcangar um
evento. Embora a AUC do NT-proBNP fosse maior do que a
AUC da Cal-3, ndo houve diferengas (p=0,22).

Apbs o ajuste para sexo, idade, fungao renal, classe funcional
da NYHA> | e FEVE, encontramos uma associagao significativa
de niveis mais elevados de Gal-3 com eventos subsequentes em
acompanhamento de cinco anos (Tabela 3 e Figura 2). Além
disso, o risco de eventos também aumentou a medida que
os niveis de NT-proBNP aumentaram (Tabela 3). Resultados
semelhantes foram observados quando Gal-3 e NT-proBNP (por
aumento de 100 unidades) foram analisados como variaveis
continuas (Apéndice).

Entre os pacientes que apresentam niveis mais elevados de
Gal-3, houve diferengas nos eventos quando dicotomizados com
ambos os estratos de NT-proBNP: os pacientes com niveis de NT-
proBNP adicionalmente elevados tiveram probabilidade maior
de evento do que os pacientes com NT-proBNP baixo. Além
disso, os pacientes nos estratos de Gal-3 mais baixos, quando

Tabela 2 - Informag6es demograficas e laboratoriais dos pacientes com CC-Dis segundo dbito ou transplante cardiaco

Sem eventos Eventos
valor de p
(n=69) (n=28)

Idade (anos) 49 [42-54] 47,5 [44,5-52] 0,96
Masculino, n (%) 42 (61%) 16 (57%) 0,73
Creatinina (mg/dL) 1,01 [0,85-1,14] 1,14 [0,87-1,23] 0,06
Fracdo de ejecdo (%) 35 [25-40] 20 [20-30] 0,001
NYHA >1 29 20 0,009
Galectina-3 (ng/mL) 14,4 [10,9-19,1] 18,5 [14,7-23,4] 0,005
Baixo 39 7
Alto 30 21
NT-proBNP (pg/mL) 542 [281-1337] 2643 [1047-4771]
Baixo 50 7 <0,001
Alto 19 21
Estimativa parasitaria® 1,77 [0,19-4,2] 1,25[0,16-12,61] 0,08

Mediana [25° 75° percentil) por morte ou transplante de coragdo como resultado. CC-Dis: pacientes com sorologia positiva para T. cruzi e CC com disfungédo
ventricular esquerda; NT-proBNP: N-terminal do pré-horménio do peptideo natriurético do tipo B; NYHA: New York Heart Association. Galectina-3 baixa = <15,3 ng/mL;

NT-proBNP baixo = <1278 pg/mL. *Carga parasitéria por 20mL.
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Figura 2 - Curvas de tempo até o evento entre os niveis de Gal-3. Curvas de tempo até o evento entre niveis estratificados de Gal-3 em CC-Dis. Valor

de corte: Gal-3 <15,3 ng/mL.

Tabela 3 - Associacao entre galectina-3 e morte ou transplante cardiaco no subgrupo CC-Dis, analisada por meio de modelos de regressao
Cox e curva ROC, ambos brutos e ajustados para idade, sexo, nivel de creatinina sérica, classe funcional NYHA>I e LVEF, e usando Galectina

-3 e NT-proBNP como variaveis categoricas

Modelo bruto

Modelo ajustado

Valor de Nivel de 0 ,
AuC corte corte RR (1C95%) p RR (IC95%)
0,71 15,3 Baixo
Galectina-3 (ng/mL)
Alto 0,007 3,27 (1,39-7,71) 0,04 2,63 (1,00-6,90)
0,80 1278 Baixo
NT-proBNP (pg/mL)
Alto <0,001 5,69 (2,41-13,42) 0,02 3,44 (1,21-9,78)

AUC: 4rea sob a curva ROC; IC: intervalo de confianga; RR: razdo de risco; FEVE: fragdo de ejegdo do ventriculo esquerdo; NT-proBNP: N-terminal do pré-horménio
do peptideo natriurético do tipo B; NYHA: New York Heart Association; ROC: curva caracteristica de operagao do receptor.

dicotomizados pelos niveis de NT-proBNP, foram mais propensos
aqualquer evento quando o NT-proBNP era mais alto (Figura 3).

Pacientes nos estratos mais altos de Gal-3 e NT-proBNP
tiveram um risco 11 a 16 vezes maior de evento em comparagao
com pacientes com os niveis de biomarcadores mais baixos (RR
nao ajustado, 16,22; 1C95%: 3,71-70,83; p<0,001; RR ajustada,
11,39; 1C95%: 1,97-65,76; p=0,007). Individuos com Cal-3
baixa e NT-proBNP baixo tiveram as taxas de eventos mais baixas.

Discussao

Niveis aumentados de Gal-3 foi um fator significativamente
associado a formas graves de DCC e preditivo de morbidade/
mortalidade subsequente.

Gal-3 é um biomarcador emergente que modula varios
processos fisiolégicos que contribuem para a IC, inflamagao e

fibrose.” "> A inflamagao é um pré-requisito para a recuperacao
do tecido e formagdo de cicatriz,'® e a Gal-3 teve um papel
importante como mediador em infecgdes parasitdrias, virais'*'”
e bacterianas revelado.” Na DCC, estudos experimentais
mostraram que a Gal-3 tem expressao regulada positivamente
apés a infecgao por T. cruzi em células dendriticas, células B'**°
e macréfagos CD68+. Os macréfagos CD68+ representam 50%
do infiltrado de células mononucleares em coracoes com CC.»!

O T. cruzi e varios mecanismos imunomediados tém um
envolvimento direto na CC. Estudos anteriores reportaram
que a Gal-3 se liga ao 45KD, aumentando sua adesdo a
matriz extracelular e até mesmo sua entrada nas células.
Outros estudos ja demonstraram a importancia da Gal-3 no
processo inicial de infeccao pelo T. cruzi, pois ela permite que
o0 parasita se acumule na matriz extracelular antes de invadir
as células hospedeiras.?2%*
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Figura 3 - Taxas de eventos em 5 anos em fungdo das concentragbes de Gal-3 e NT-proBNP entre pacientes com CC. A porcentagem de pacientes que
experimentaram algum evento é mostrada para cada grupo. Gal-3 baixa: valores <15,3 ng/mL; Gal-3 alta: valores >15,3 ng/mL; NT-proBNP baixo: valores <1.278 pg/

mL; NT-proBNP alto: valores >1.278 pg/mL.

Um modelo experimental de infecgao aguda por
T. cruzi mostrou que a indugdo de miocardite estava
associada a suprarregulagdo de Col I, Gal-3, IFN- e IL-
13.21 A Gal-3 foi detectada principalmente em células
intersticiais e em niveis mais altos em dreas fibréticas. Nas
dreas de fibrose miocardica, a intensidade da miocardite
e o remodelamento extracelular significativo da matriz
foram correlacionados com a presenga de Col | e Gal-3.
Além disso, os miofibroblastos podem induzir a fibrose,
que resulta em rigidez miocardica e disfungao cardiaca.
E importante ressaltar que os miofibroblastos também
sao uma fonte significativa de citocinas pré-inflamatérias,
incluindo TNF- e IL-1, que tém um conhecido efeito
deletério no miocardio. No entanto, ndo encontramos
nenhuma associagao significativa entre Gal-3 e marcadores
inflamatérios.

Sabino et al.,* compararam a deteccdo do DNA do T.
cruzi com marcadores clinicos e laboratoriais conhecidos de
gravidade da CC e observaram que a presenca de parasitemia
estava associada a marcadores de progressao da doenga, como
duracao do intervalo QRS e QT, menor FEVE e elevacao de
niveis de troponina e NT-proBNP. Observou-se, também,
que a deteccdo do DNA do T. cruzi foi significativamente
maior nos pacientes com cardiomiopatia em comparagao
ao grupo Nao-CC-DS; entretanto, a PCR para T. cruzi nao
se correlacionou com a Gal-3. Também nao houve diferenca
significativa na deteccao do DNA do T. cruzi entre pacientes
com CC com e sem disfungdao, nem entre pacientes com
CC que experimentaram ou nao eventos. Assim, em nosso
estudo, o parasitismo foi um marcador de alteragdes tipicas
da cardiomiopatia no ECG, mas nao da gravidade da doenca
ou do prognéstico clinico.

De Boer et al.,* sugeriram que a Gal-3 provavelmente
representa um fenétipo Gnico de alto risco para o
desenvolvimento e progressao de IC ou outras doencas
cardiovasculares. Elevagbes cronicas da Gal-3 induzem
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fibrogénese ativa e podem provocar remodelagao cardiaca
patolégica. De Boer et al.*® também levantaram a hipétese
de que pacientes com esse fendtipo de superexpressao
de Cal-3 sdo mais propensos a ter uma via “fibrogénica”
para a remodelagao cardiaca. Em nosso estudo, niveis
elevados de Gal-3 foram associados a forma mais grave de
cardiomiopatia, mas sem uma forte associagdo com parametros
ecocardiograficos. Assim, os niveis de Gal-3 definiram uma
populacdo com doenga mais grave, caracterizada por
disfuncao ventricular sistdlica e diastélica esquerda, maior
diametro diastélico esquerdo e direito e niveis elevados de
NT-proBNP e troponina.

Echeverria et al.,*® examinaram o valor diagndstico de um
painel de biomarcadores para distinguir a gravidade da CC e
nao encontraram associagoes entre os niveis de sST2 e Gal-3.
No entanto, a amostra era pequena e nao incluiu pacientes
com estadio A (T. cruzi positivo, mas ECG e ecocardiografia
normais), o que poderia ter permitido uma analise do papel
dos biomarcadores em pacientes assintomaticos, ja que eles
também ndo fornecem qualquer informagao progndstica de
Gal-3.

Encontramos niveis de Gal-3 mais elevados no grupo
controle em comparacao ao grupo Nao-CC-DS. No entanto,
os valores foram menores em comparagao ao grupo CC-Dis.
Sabe-se, desde os estudos pioneiros de Carlos Chagas,” que
até 60% dos pacientes infectados nao apresentam evidéncias
que sugiram envolvimento cardiovascular ou gastrointestinal.
Acredita-se que esses individuos tenham a forma denominada
“indeterminada”, definida em nosso estudo como Nao-CC-
DS. Como resultado, a sobrevida nesse grupo de pacientes
parece ser comparavel a da populagao geral. Nossos resultados
mostraram baixos niveis de Gal-3 neste grupo, o que suporta
este conceito.

O fendtipo da galectina-3 é um fator importante no inicio

e progressao da IC. Sabe-se que pacientes com IC com baixos
niveis de Gal-3 tém progressao lenta e resultados melhores do
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que pacientes com IC e altos niveis de Gal-3.2>?® Mostrou-se
que a Gal-3 pode prever o desenvolvimento de mortalidade por
todas as causas e IC na populagao geral,*® além de ser usada para
definir e identificar pacientes com IC em risco muito baixo de
mortalidade em 30 e 180 dias, e de reinternagoes por IC ap6s um
episédio agudo.29 Uma metandlise feita por Chen et al.30 relatou
a Gal-3 sérica como fator preditor de mortalidade por todas as
causas e mortalidade cardiovascular em pacientes com IC.3

O achado mais surpreendente de nosso estudo foi a relagao
entre a Gal-3 e o risco de eventos entre pacientes com CC.
Como Gal-3 e NT-proBNP foram preditores independentes de
eventos adversos, também mostramos que o aumento de ambos
os marcadores estava associado as taxas mais altas de morte ou
transplante cardiaco em pacientes com CC.

Limitacoes do Estudo

Este foi um estudo realizado em um dnico centro, com uma
amostra relativamente pequena. Além disso, fizemos apenas
uma medida pontual de Gal-3 e NT-proBNP e, portanto,
ndo avaliamos mudancas dindmicas nesses biomarcadores
ao longo do tempo. Outra limitagao foi a utilizagao de testes
ndo paramétricos para analisar associagdes entre varidveis
continuas, resultando em perda de eficiéncia.

Conclusoes

Niveis elevados de Gal-3 no plasma foram significativamente
associados a disfuncao cardiaca e gravidade da CC. Nossos
resultados sugerem que uma abordagem baseada em
biomarcadores para estratificagao de risco em pacientes com
DCC pode ajudar os médicos a identificar pacientes com maior
probabilidade resultados desfavoraveis e, potencialmente,
guid-los no desenvolvimento de estratégias de tratamento para
este grupo de alto risco.
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*Material suplementar

Para informacao adicional, por favor, clique aqui.
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