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Cardiomiopatia Chagasica Na Amazonia Brasileira: Baixa

Prevaléncia Ou Subdiagnostico?

Chagas Cardiomyopathy in the Brazilian Amazon Region: Low Prevalence or Underdiagnosis?
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Introducao

A doenca de Chagas (DC) foi descoberta em 1909
pelo médico brasileiro Carlos Chagas, que descreveu o
agente etiol6gico — um protozodrio flagelado denominado
Trypanossoma cruzi — suas caracteristicas morfolégicas
e seu ciclo de vida e de transmissao, bem como
manifestagoes clinicas da doenga.’ Apesar de os insetos
triatomineos serem os vetores primarios de transmissao
da DC, a via oral por meio de alimentos contaminados foi
considerada o meio principal de transmissao na Amazonia
brasileira.

A doenca apresenta duas fases clinicas: uma infecgao
aguda, predominantemente assintomatica com elevada
parasitemia, e uma infecgao crénica dividida em forma
indeterminada assintomética ou forma sintomatica
(digestiva ou cardiaca).?

A cardiomiopatia chagasica crénica (CCC) é
caracterizada por uma cardiomiopatia dilatada causada
por uma inflamagdo cronica, e é a principal causa de morte
entre pacientes com cardiomiopatia nao isquémica na
América Latina.>* A Organizagdo Mundial da Satde estima
que haja oito milhées de pessoas infectadas em todo o
mundo, e aproximadamente 232 mil pessoas com CCC
no Brasil.?Ha poucos estudos publicados com individuos
com DC crénica e CCC na regido da Amazoénia brasileira.
O primeiro relato de casos cronicos foi realizado em
1977,° e o do primeiro caso de CCC em 2003.° Xavier et
al.” e Ferreira et al.* também relataram novos casos de DC
cronica e CCC. Em dez anos, nenhum estudo atualizou as
caracteristicas epidemiolégicas de CCC na regido.
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O diagndstico de DC cronica é feito por dois testes
sorolégicos diferentes: ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
imunofluorescéncia indireta (IFl). Exame parasitologico,
teste de biologia molecular, e western blot sao usados como
métodos complementares. Técnicas de biologia molecular
tém sido amplamente utilizadas para identificar a linhagem
do T. cruzi circulante na regidao.>® O presente estudo teve
como objetivo avaliar a prevaléncia de DC em pacientes com
cardiomiopatia dilatada de causa desconhecida na regiao
da Amazonia brasileira para tentar responder as seguintes
perguntas: a CCC esta sendo subdiagnosticada? Ou, existe
uma baixa prevaléncia da doenga em nossa regiao?

Métodos

Locais do estudo

Este estudo foi um estudo transversal conduzido no
Hospital Universitario Francisca Mendes (Unidade de
Cardiologia) e na Fundagao de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado (doencas infecciosas / unidade
de doenca de Chagas), dois centros de atengao terciaria
especializados no estado do Amazonas, Brasil.

Populacao do estudo

Os participantes foram recrutados de julho 2017 a julho
2018 e foram considerados elegiveis se apresentassem:
1) idade = 18 anos; 2) perfil cardiaco de cardiomiopatia
dilatada idiopatica, em que qualquer outra causa de
cardiomiopatia ja tiver sido excluida; 3) resultado anormal
no ecocardiograma (fragdao de ejecdo do ventriculo
esquerdo [FEVE] reduzido e/ou alteragbes no segmento)
e/ou no eletrocardiograma (bloqueio de ramo, bloqueio
atrioventricular, ou arritmias).

Os seguintes fatores de risco epidemiolégicos foram
considerados: 1) ser originario da regido da Amazonia brasileira;
2) ser originario de dreas rurais; 3) ter habito de ir a floresta; e 4)
consumir frutos de palmeiras e/ou carne de animais silvestres.

Pacientes com qualquer evidéncia de cardiomiopatia
isquémica ou congénita, ou de doenca valvular cardiaca nao
foram elegiveis para inclusdo. Ainda, os participantes que
relataram ter viajado a outra regiao brasileira ou a um pafs
estrangeiro foram excluidos do estudo.
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Coleta de dados e de amostras de sangue

Todos os pacientes que preencheram os critérios
de inclusao foram convidados a participar e, aqueles
que aceitaram, assinaram o termo de consentimento.
Os participantes foram primeiramente avaliados usando
um questionario clinico e epidemiolégico. Em seguida,
as amostras de sangue foram coletadas, centrifugadas,
separadas e armazenadas a -20°C.

Exames sorolégicos

O diagnéstico de DC foi realizado por ELISA (Chagatest
ELISA recombinante v. 4.0, Wiener Laboratorios,
Argentina) e imunofluorescéncia indireta (Imuno-CON
Chagas, WAMA Diagnostica, Brasil), seguindo-se as
instrucoes dos fabricantes.

Para resultados indeterminados, utilizou-se o teste de
immunoblotting para anélise de antigenos secretados e
excretados por tripomastigota (TESA, do inglés trypomastigote
excreted-secreted antigen), o TESA-blot. As fragoes de TESA
foram obtidas a partir do sobrenadante de células MK2
infectadas pela cepa Y de T. cruzi, seguindo o protocolo
descrito previamente. '

Deteccao e caracterizacao molecular do T. cruzi

A extragdo de DNA foi realizada a partir de sangue
periférico, seguindo-se o protocolo do kit comercial
PureLink® Genomic DNA Mini (Invitrogen, Life Technologies,
California, EUA). Este método foi realizado como um teste
complementar para soros com resultados indeterminados nos
exames sorolégicos, para aumentar a acurdcia diagnéstica."

As amostras foram submetidas a tipagem do DNA
mitocondrial pela andlise de polimorfismos nos genes
que codificam a subunidade 1I(COII)."> Os produtos de
amplificagdo de PCR foram purificados utilizando-se o
sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-up System kit
(Promega) e o sequenciamento realizado pelo sequenciador
de DNA ABI 3130 (Applied Biosystems). Seguimos o
protocolo do kit de sequenciamento BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems) e sequéncias das cepas padroes:
Tcl (Silvio X10 cl1), Tcll (Esmeraldo clI3), Tclll (M6241 cl6),
TelV (CANIII cl1), TeV (Mn cl2), e TeVI (CL Brener). A andlise
de evolucao foi conduzida no MEGA X."

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Fundagao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(Manaus, AM, Brasil) (nGmero 69904017.9.0000.0005-
2.191.571/28, julho 2017), em concordancia com a resolugao
466/12 do Conselho Nacional de Sadde e diretrizes éticas da
Declaracao de Helsinki de 1975.

Apresentacao e analise dos dados

Os dados clinicos e epidemioldgicos foram organizados
utilizando o Microsoft Excel 2016 e a analise descritiva
realizada utilizando o Stata/MP 13.0. As varidveis categéricas
foram descritas em frequéncias e proporcoes (%), e as variaveis
continuas em médias e desvios padrdes (DP).

Resultados

Prevaléncia da doenca de Chagas

Foram incluidos 53 pacientes, e oito foram excluidos — um
morreu antes da coleta de sangue, dois comentaram ter morado
em outro local, e cinco ndo compareceram a coleta de sangue.

Nas 45 amostras vidveis, foram realizados os dois testes
soroldgicos, o ELISA e a imunofluorescéncia indireta. Uma
amostra foi reagente no teste ELISA mas ndo reagente
na imunofluorescéncia indireta, e 13 foram reativos na
imunofluorescéncia indireta. Essas 14 amostras (31%)
foram submetidas ao teste TESA-blot, e todos deram
negativos. Assim, nenhum dos casos suspeitos de CCC foi
confirmado por método sorolégico.

Deteccao e caracterizacao molecular do T. cruzi

As amostras que apresentaram pelo menos uma reagao
soroldgica positiva foram submetidas a analise molecular; dois
foram positivas e identificadas como Tclll/IV (Figura 1).

Dados clinicos e laboratoriais desses dois pacientes estao
resumidos na Tabela 2.

Discussao

Prevaléncia da doenca de Chagas

Por muito tempo, acreditou-se que nao existiam casos de
DC na Amazonia brasileira. No entanto, isso mudou ao longo
dos anos com relatos de muitos casos de DC aguda e cronica.

De acordo com o consenso brasileiro, o diagnéstico de
DC deve ser confirmado pela combinacao de dois métodos
sorolégicos. Estudos prévios realizados no estado do Amazonas'
relataram uma baixa prevaléncia de baixa morbidade da DC,
e discutiram a provavel baixa eficicia dos testes sorolégicos
comerciais disponiveis para as cepas circulantes, considerando
que esses testes sao realizados com diferentes cepas."

Até o momento, foram relatados oito casos de CCC,*® e
quatro desses pacientes (50%) apresentaram aneurisma apical,
uma frequéncia esperada de acordo com estudos com pacientes
de dreas endémicas." Ferreira et al.® estudaram pacientes
com disfungdo sistélica do ventriculo esquerdo de causa
desconhecida, e encontraram uma prevaléncia de CCC de 8,1%.

Em nosso estudo, os dois pacientes que apresentaram
resultado de DNA positivo ndo apresentaram aneurisma, e um
deles apresentou achados eletrocardiogréficos normais. Um
ECG normal ndo é comum (5%) segundo estudos prévios, mas
é possivel mesmo na presenga de uma doenga cardiaca clinica
ou disfungdo no ecocardiograma.'®'” Vale destacar, no entanto,
que a presenga de DNA do T. cruzi pode ndo ser suficiente para
confirmar CCC, e nao podemos excluir uma possivel coincidéncia
na identificagdo do gendtipo do parasita no paciente com
disfungao ventricular grave, sem aneurisma apical ou diagnéstico
soroldgico, e com um ECG normal. O segundo paciente com
DNA positivo apresentou bloqueio de ramo direito e blogueio
fascicular anterior esquerdo no ECC. Nesse paciente, a presenca
de DNAde T. cruzi e alteragdes tipicas no ECG torna o diagndstico
de CCC possivel mesmo sem diagndstico sorolégico.
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Figura 1 - Posigao filogenética do Trypanosoma cruzi nas amostras 006 e 012 baseada nas sequéncias genéticas da subunidade Il da citocromo oxidase.

Embora o presente estudo nao tenha identificado novos
casos de CCC, como proposto inicialmente, nossos resultados
levantam algumas questdes: a doenca de Chagas cronica, e
consequentemente a CCC, é ainda subdiagnosticada na regiao
da Amazonia brasileira? Os métodos sorolégicos disponiveis tém
se tornado menos eficiente em relacao as cepas circulantes do
parasita nesta regiao?

Deteccao e caracterizacao molecular do T. cruzi

Apesar de técnicas moleculares nao terem sido utilizadas no
diagnostico de DC devido a possiveis resultados falso positivos,
o método foi incluido no estudo com base em estudos prévios
que corroboram sua especificidade em infecgoes cronicas, e
seu papel como um método complementar em casos em que
resultados nos testes sorolégicos persistirem inconclusivos. '
N6s identificamos o DNA do parasita em duas amostras, e
determinamos seu genétipo como Tclll/TclV.

Esta é a primeira vez em que a cepa Tclll/TclV do T. cruzi é
encontrada em uma fase cronica da doenca. Este fato pode estar
relacionado com a presenga de Tclll nos vetores e reservatérios,
e TclV na fase aguda da DC, conforme relatado previamente na
regido.""" Outros estudos mostraram uma reatividade satisfatoria
ao teste sorolégico e TESA-blot em regides endémicas no Brasil
e no Panama.’ No entanto, devido a regido amazonica ainda ter
uma epidemiologia particular, todos os recursos disponiveis foram
usados neste estudo a fim de chegar a um resultado satisfatério
para o paciente, incluindo uma PCR qualitativa reativa.’

Limitacoes do estudo

O pequeno tamanho amostral limitou nossa capacidade de
demonstrar o real cenario da CCC em nossa regiao. Similarmente,
temos visto uma baixa reatividade dos kits sorolégicos comerciais
disponiveis e uma reatividade cruzada moderada com outras
doencas endémicas.
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Conclusoes

Uma baixa prevaléncia de CCC foi observada neste grupo
de participantes. Em duas das 45 amostras (4%), fragmentos
de DNA de T. cruzi foram detectados seguindo-se protocolos
rigidos. No entanto, é importante lembrar que a maioria
das amostras de soro de pacientes desta regiao tem baixa
reatividade sorolégica e moderada reatividade cruzada com
outras doencas, o que torna dificil o diagnéstico. Assim, é
muito importante a continuidade de pesquisas clinicas e
epidemioldgicas para determinar a real situagao da CCC na
regido da Amazonia.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas de todos os casos suspeitos de cardiomiopatia chagasica

Variavel Total (n=45)
Idade (anos) 59,3+ 12,3
Sexo
Masculino 35 (77,8%)
Feminino 10 (22,2%)
Area
Rural 34 (75,6%)
Urbana 11 (24,4%)
Origem
Acre 4 (9,0%)
Amazonas 32 (71,1%)
Maranhdo 1(2,2%)
Para 6 (13,3%)
Roraima 2 (4,4%)

Fatores de susceptibilidade

Agricultura/extrativismo/pescaria 27 (60,0%)
Consumo de carne de caga 32 (71,1%)
Consumo de fruto do agaizeiro 30 (66,7%)
Habito de entrar na floresta 30 (66,7%)
Eletrocardiograma
Bloqueio de ramo direito 2 (4,4%)
Bloqueio de ramo esquerdo 4 (8,9%)
Bloqueio fascicular anterior esquerdo 2 (4,4%)
Fibrilagdo atrial 3(6,7%)
Repolarizagdo ventricular 21 (46,7%)
Normal 13 (28,9%)

Ecocardiograma transtoracico

FEVE (%) 30,3+ 10,7
Diametro diastélico do ventriculo esquerdo (mm) 64,6 £9,1
Acinesia localizada 7 (15,6%)
Parede anterior septal 3 (42,8%)
Parede lateral inferior 2 (28,6%)
Parede septal inferior 1(14,3%)
Parede inferior 1(14,3%)
Hipocinesia difusa 11 (24,4%)

Comorbidades

Diabetes mellitus 9 (20,0%)

Hipertensdo 22 (49,0%)

Dados expressos em média * desvio padrédo e porcentagens; FEVE: fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo.
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