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Resumo

Fundamento: A galectina-3, uma lectina de ligacao a p-galactosidase, foi descrita como um mediador de fibrose cardiaca
em estudos experimentais e um fator de risco associado com eventos cardiovasculares em individuos com insuficiéncia
cardiaca. Estudos prévios avaliaram a susceptibilidade genética para doenca de Chagas em humanos, incluindo
polimorfismos dos genes de citocinas, demonstrando correlacées entre o polimorfismo genético e o desenvolvimento
de cardiomiopatia na fase cronica. No entanto, a relacao entre polimorfismos de nucleotideo tnico (single nucleotide
polymorphism, SNP) e variacées fenotipicas na doenca de Chagas ainda nao foi avaliada.

Obijetivo: O presente estudo teve como objetivo determinar se os polimorfismos genéticos da galectina-3 podem predispor
ao desenvolvimento de formas cardiacas da doenca de Chagas.

Métodos: Cinquenta e cinco individuos com doenca de Chagas foram incluidos neste estudo observacional. A genotipagem
das variantes rs4644 e rs4652 do gene da galectina-3 foi realizada por PCR (reacao em cadeia de polimerase).

Resultados: Para o SNP rs4644, nao houve associacao entre o risco relativo para a forma cardiaca e os genétipos AA
(OR =0,79, p = 0,759), AC (OR = 4,38, p = 0,058), ou CC (OR = 0,39, p = 0,127). Similarmente, para o SNP rs4652, nao
foi encontrada associacao entre os genétipos AA (OR = 0,64, p = 0,571), AC (OR = 2,85, p = 0,105), ou CC (OR = 0,49,
p = 0,227) e a forma cardiaca da doenca.

Conclusao: Nossos resultados nao mostraram associacao entre os diferentes genétipos para ambos SNPs do gene da
galectina-3 e a forma cardiaca da doenca de Chagas. (Arq Bras Cardiol. 2015; 105(5):472-478)

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Galectina 3; Insuficiéncia Cardiaca; Polimorfismo Genético; Cardiomiopatia Chagasica.

Abstract

Background: Calectin-3, a p-galactoside binding lectin, has been described as a mediator of cardiac fibrosis in experimental studies and as
a risk factor associated with cardiovascular events in subjects with heart failure. Previous studies have evaluated the genetic susceptibility to
Chagas disease in humans, including the polymorphisms of cytokine genes, demonstrating correlations between the genetic polymorphism and
cardiomyopathy development in the chronic phase. However, the relationship between the galectin-3 single nucleotide polymorphism (SNP)
and phenotypic variations in Chagas disease has not been evaluated.

Objective: The present study aimed to determine whether genetic polymorphisms of galectin-3 may predispose to the development of cardiac
forms of Chagas disease.

Methods: Fifty-five subjects with Chagas disease were enrolled in this observational study. Real-time polymerase chain reaction (PCR) was used

]

for genotyping the variants rs4644 and rs4652 of the galectin-3 gene.

Results: For the SNP rs4644, the relative risk for the cardiac form was not associated with the genotypes AA (OR = 0.79, p = 0.759), AC
(OR = 4.38, p = 0.058), or CC (OR = 0.39, p = 0.127). Similarly, for the SNP rs4652, no association was found between the genotypes AA
(OR = 0.64, p = 0.571), AC (OR = 2.85, p = 0.105), or CC (OR = 0.49, p = 0.227) and the cardiac form of the disease.

Conclusion: Our results showed no association between the different genotypes for both SNPs of the galectin-3 gene and the cardiac form of
Chagas disease. (Arq Bras Cardiol. 2015; 105(5):472-478)
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Introducao

A Doenga de Chagas (DC), causada por um parasita
intracelular Trypanosoma cruzi, é um importante problema
de sadde pulblica na América Latina e afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo'. Cerca de 30% dos pacientes
apresentam miocardiopatia crénica, a qual é a forma
mais grave da DC, associada a um pior prognéstico
entre as insuficiéncias cardfacas’. Uma vez que nao
existe tratamento efetivo nesse estagio da doenca, é
fundamental a identificagao de biomarcadores que possam
ser utilizados na deteccao precoce de doenga cardiaca e
na estratificacdo prognostica.

Estudos prévios avaliaram a susceptibilidade genética a
DC em humanos. Polimorfismos de moléculas envolvidas
no dano ao hospedeiro, induzidas pelo parasita, foram
determinados em individuos com a doenca, tais como
IL-4, 1L-6, 1L-10, 1L-12, TNF-a, e IFN-y, demonstrando a
associagao entre polimorfismo genético e o desenvolvimento
de miocardiopatia na fase cronica da DC*®.

Recentemente, nosso grupo demonstrou a superexpressao
do gene de galectina-3 no coragao de animais cronicamente
infectados com Trypanosoma cruzi®™. A galectina-3 é um
membro da familia galectina que se liga a B-galactosidases
e é produzida por macroéfagos e fibroblastos ativados'.
Estudos experimentais demonstraram que a galectina-3 é
um mediador de fibrose cardiaca'?, e estd relacionada
a eventos cardiovasculares e a gravidade da insuficiéncia
cardiaca'™.

Estudos prévios demonstraram que variantes genéticas
em dois sitios de polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs)
do gene da galectina-3 (rs4644 e rs4652, correspondendo a
LGALS3 +191 A>C e LGALS3 +292 A>C, respectivamente)
sao capazes de alterar os niveis da proteina'®. A galectina-3
exerce um importante papel no processo de inflamacao
e fibrose, e a relagao entre SNPs no gene que codifica a
galectina-3 e variagoes fenotipicas na DC nao foi avaliada.
Nossa hipdtese era a de que SNPs no gene que codifica
a galectina-3 podem influenciar o desenvolvimento de
formas cardiacas da DC. Portanto, o objetivo deste estudo
foi avaliar a correlagdo de polimorfismos genéticos da
galectina-3 e a gravidade da forma cardfaca da DC.

Métodos

Populacao do estudo

Um estudo retrospectivo observacional foi realizado
entre janeiro de 2011 a dezembro de 2013. Uma amostra
de conveniéncia de 55 individuos atendidos no ambulatério
de doenca de Chagas do Hospital Sao Rafael foi estudada.

Os critérios de inclusdao foram: DC confirmada
microbiologicamente por dois testes sorolégicos
(hemaglutinacao indireta e imunofluorescéncia indireta),
e idade entre 18 a 70 anos. Os critérios de exclusao
foram: histéria de infarto do miocardio ou de doencga
arterial coronariana, doenca priméria das valvas cardiacas,
hemodiélise por faléncia renal cronica, doenga hepdtica
ativa, doengas hematolégicas, neoplésicas ou 6sseas, e
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contraindicagdes para realizacdo de exame de ressonancia
magnética (RM). O estudo estava de acordo com os
principios da Declaracao de Helsinki e foi aprovado pelo
Comité de Etica. Todos os individuos assinaram um termo
de consentimento antes de serem incluidos no estudo.
Uma histéria médica estruturada de todos os voluntarios
foi obtida, e todos se submeteram a exame fisico,
andlise de sangue, eletrocardiograma de 12 derivagoes,
radiografia de térax, monitoramento (24 h) com Holter,
ecocardiograma com Doppler convencional, e ressonancia
magnética cardfaca.

Genotipagem do polimorfismo de nucleotideo linico do
gene da galectina-3

Amostras do DNA gendmico foram obtidas de células
mononucleares de sangue periférico. A extracao do DNA foi
realizada utilizando-se o kit comercial Q/Aamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), seguindo-se
as especificagbes do fabricante. As amostras foram
armazenadas em freezer a -20 °C. A genotipagem dos SNPs
rs4644 e rs4652 do gene da galectina-3 foi realizada por
PCR (reacao em cadeia da polimerase) em tempo real com
o sistema TagMan® (Life Technologies, Carlsbad, USA), e
0s SNPs foram amplificados usando o protocolo do sistema
TagMan® Universal PCR (Life Technologies). Os genétipos
de cada SNP foram determinados pelo programa Sequence
Detection System, versao 1.3.1 (Life Technologies).
Os primers e as sondas para identificacao dos SNPs foram
obtidos de uma mesma empresa.

Ecocardiograma com Doppler

O ecocardiograma transtoracico foi realizado
utilizando-se o sistema de ultrassom digital Vivid 7 (GE
Vingmed Ultrasound AS, Horten, Norway). Trés ciclos
cardiacos foram registrados e armazenados digitalmente
para posterior andlise. Medidas do ventriculo esquerdo
(VE) e do ventriculo direito (VD) foram obtidas de acordo
com as recomendacoes da Sociedade Americana de
Ecocardiografia (American Society of Echocardiography)'®.
A fragao de ejecao do VE (FEVE) foi calculada pelo método
de Simpson biplano.

Ressonancia magnética cardiaca

A ressonancia magnética cardiaca foi realizada utilizando-se
o sistema Sigma HDx 1.5-T (General Electric; Fairfield, CT,
EUA). Para avaliagao da fungao do ventriculo esquerdo, foram
adquiridas imagens sincronizadas ao eletrocardiograma,
em apneia expiratéria, nos planos eixo curto, eixo longo e
quatro camaras, em sequéncias diferentes. Os parametros de
aquisicao aplicados para a sequéncia dinamica foram: tempo
de repeticdo (TR) de 3,5 ms, tempo de eco (TE) de 1,5 ms,
angulo de inclinagao (flip angle) de 60°, largura de banda de
125 kHz, campo de visdo de 35 x 35 cm, matriz de 256 x 148,
resolugdo temporal (RT) de 35 ms, e espessura de corte de
8,0 mm, sem intervalo entre os cortes. Imagens por técnica de
realce tardio foram adquiridas a cada batimento cardiaco, 10
a 20 minutos apds a administragdo de um contraste a base de
gadolinio (0,1 mmol/kg), utilizando TR de 7,1 ms, TE de 3,1 ms,
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angulo de inclinagdo de 20°, primeira fase do ciclo cardiaco,
ndmero de linhas por seguimento de 16/32, tamanho da matriz
256 x 192, espessura de corte de 8,0 mm, intervalo entre os
cortes de 2 mm, campo de visdo de 32 a 38 cm, tempo de
inversdao de 150 a 300 ms, largura de banda de 31,25 kHz,
2 NEX (nimero de excitacoes). A técnica de realce tardio foi
usada para investigar a presenga de fibrose miocérdica, a qual
foi estimada por um método visual quantitativo.

Analise estatistica

Os dados categéricos foram expressos em ndmeros
(porcentagens, intervalo de confianga de 95%), e os dados
continuos foram expressos como média = DP ou mediana e
intervalo interquartil. A distribuigdo dos genétipos dos SNPs
rs4644 e rs4652 (AA, AC e CC) nos individuos com a forma
indeterminada da DC foi comparada com a distribui¢ao nos
individuos com a forma cardiaca da DC usando o teste de
chi-quadrado ou o teste exato de Fisher. O percentual de
fibrose miocardica foi comparado entre os grupos com os
3 gendtipos diferentes utilizando o teste de Kruskal-Wallis.
Quando comparados separadamente os genétipos, analisando
a mediana de fibrose miocardica entre individuos com e sem
a presence do SNP, foi utilizado o teste de Mann-Whitney.
A associacao entre a forma cardiaca da DC e cada um dos
gen6tipos (AA, AC e CC) foi estimada pela razao de chances
(odds ratio) e intervalo de confianca de 95%. Os casos com
dados faltantes nao foram incluidos na andlise. As andlises

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos participantes

foram realizadas utilizando o programa SPSS, versao 20.0
(IBM), e valores de p inferiores a 0,05 (teste bicaudal) foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Caracteristicas clinicas e de imagem

O estudo envolveu 55 individuos, 42% homens, com
idade média de 58 + 9 anos. A prevaléncia de hipertensao,
diabetes, hipercolesterolemia e tabagismo foi de 71, 14, 42
e 27%, respectivamente. Os individuos foram distribuidos
quanto as formas clinicas em: 16 (29%) com a forma
indeterminada (sem evidéncia de envolvimento cardiaco
ou insuficiéncia cardiaca), 16 (29%) com a forma cardiaca
sem disfuncdo ventricular, e 23 (42%) com a forma cardiaca
com disfungao ventricular. Segundo a classificagao da NYHA
(New York Heart Association), 17 individuos encontravam-se
na classe funcional IlI-IV (31%). A FEVE, calculada pelo
método de Simpson biplano, foi de 54 = 15%, e a mediana
do percentual de fibrose miocardica foi de 9,4% (2,2- 17,3).
Caracteristicas demogréficas e clinicas dos individuos
encontram-se descritas na Tabela 1.

Genotipagem dos SNPs do gene LGALS3

A distribuicdo dos genétipos dos SNPs encontra-se na
Tabela 2. Nao houve associagao significativa entre os gendtipos

Individuos (n = 55)

Sexo masculino

|dade (anos)

Forma indeterminada

Forma cardiaca sem disfuncéo ventricular
Forma cardiaca com disfungao ventricular
NYHA Il ou IV

Hipertensao

Diabetes

Tabagismo

Hipercolesterolemia

BRD

Hemoglobina (g/dL)

Creatinina (mg/dL)

FEVE (%)

VSFVE (ml)

VDFVE (ml)

Massa do VE (g)

Myocardial fibrosis (%)

23 (41,8)
589
16 (29)
16 (29)
23(42)
17 (309)
39 (709)
8 (14,5)
15(27,3)
23 (41.8)
27 (49,1)
14,0 £ 097
0,87 +0,16
537+154
7914654
177,3+80,6
1728 +57,3
94 (2.217,3)

Dados expressos como nimero (percentual) para variéveis categéricas, e como média + DP ou mediana (intervalo interquartile) para variaveis continuas; NYHA: New York
Heart Association; BRD: Bloqueio do ramo direito do feixe de His; FEVE: Fragdo de ejegédo do ventriculo esquerdo; VSFVE: Volume sistélico final do ventriculo esquerdo;
VDFVE: Volume diastélico final do ventriculo esquerdo; VE: Ventriculo esquerdo; *n = 40 (ressonéncia magnética cardiaca pela técnica do realce tardio).
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Tabela 2 - Frequéncia dos genétipos e dos alelos dos genes LGALS3 + 191 e LGALS3+292 em 16 individuos com a forma indeterminada e 39

individuos com a forma cardiaca da doenga de Chagas

Polimorfismo do gene Forma indeterminada

Forma cardiaca

LGALS3 (n=16) (n=39) OR (IC 95%) Valor de p
LGALS3+191

AA 3(19, 7-43) 6 (15, 7-30) 0,79 (0,17-3,63) 0,759
AC 2 (12, 4-36) 15 (38, 25-54) 4,38 (0,87-22,02) 0,058
cC 11 (69, 44-86) 18 (46, 32-61) 0,39 (0,11-1,33) 0,127
LGALS3 +292

AA 3(19, 7-43) 5 (13, 6-27) 0.64 (0,13-3,06) 0,571
AC 4 (25, 10-50) 19 (49, 34-64) 2,85(0,78-10,40) 0,105
cC 9 (56, 33-77) 15 (38, 25-54) 0,49 (0,15-1,58) 0,227

Dados expressos em nuimeros (porcentagem, intervalo de confianga de 95%).

do gene LGALS3 (AA, AC, CC) dos SNPs rs4644 e rs4652 e a
presenca da forma cardiaca da DC. Para o SNP rs4644, o risco
relativo da forma cardiaca nao foi associado com o genétipo AA
(OR=10,79,1C95% = 0,17-3,63,p = 0,759), AC (OR = 4,38,
IC 95% = 0,87 — 22,02, p = 0,058), ou CC (OR = 0,39,
IC 95% = 0,11 — 1,33, p = 0,127). Similarmente, para o SNP
rs4652, o gendtipo AA (OR = 0,64, IC 95% = 0,13 - 3,06,
p=0,571),AC(OR = 2,85,1C95% = 0,78 10,40, p = 0,105),
e CC (OR = 0,49, IC 95% = 0,15 - 1,58, p = 0,227) ndo se
associaram com a forma cardiaca da DC.

As frequéncias dos genétipos do SNP rs4644 ndo foram
estatisticamente diferentes entre os individuos com a forma
indeterminada e aqueles com a forma cardiaca da DC
[AA (19% vs 15%, p = 0,710), AC (12% vs 38%, p = 0,106)
e CC (69% vs 46%, p = 0,149)] (Figura 1). Nos individuos
com a forma indeterminada, o genédtipo mais frequente
foi o gendtipo CC, com prevaléncia significativamente
maior que os genoétipos AAe AC (p = 0,011 e p = 0,003,
respectivamente). Em individuos com a forma cardiaca,
dois genétipos foram mais prevalentes, AC e CC, em

70%-

60%-

o

QL

=
1

40%-

30%

Porcentagem dos individuos

20%-

10%

AA AC
LGALS3 rs4644

[EForma indeterminada
MForma cardiaca

cC

Figura 1 - Prevaléncia dos gencdtipos AA, AC e CC do LGALS3 rs4644 na forma indeterminada e na forma cardiaca da Doenga de Chagas. Os valores de p usando
o teste exato de Fisher (bilateral) foram p = 0,710, p = 0,106 e p = 0,149 respectivamente. * p = 0,04 em comparagéao ao genétipo AA; ** p = 0,006 em comparagéo ao
gendtipo AA; *** p = 0,011 em comparagdo ao gendtipo AA; e p = 0,003 em comparagdo ao gendtipo AC.
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comparagao ao genotipo AA, sem diferenga significativa
entre a prevaléncia de AC e CC (p = 0,647).
Resultados semelhantes foram observados para
a distribuicdo dos gendtipos para SNP rs4652 entre
os grupos (Figura 2). Nos individuos com a forma
indeterminada e naqueles com a forma cardiaca da
DC, respectivamente, a prevaléncia do genétipo AA foi
de 19% vs 13% (p = 0,678), de AC foi de 25% vs 49%
(p = 0,138), e a prevaléncia de CC foi de 56% vs 38%
(p = 0,249). Nos individuos com a forma indeterminada,
ndo houve uma diferenga significativa entre os trés
genotipos (AA vs CC, p = 0,066; AAvs AC, p = 1,00; e
AC vs AA, p = 0,149). Similarmente ao SNP rs4644, nos
individuos com a forma cardiaca, os genétipos AC e CC
foram mais prevalentes quando comparados ao genétipo
AA (p = 0,001 e = 0,018, respectivamente), sem diferenca
significativa entre a prevaléncia de AC e CC (p = 0,494).

Fibrose miocardica

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na
mediana de fibrose miocdrdica entre individuos com e sem
a presenga de qualquer um dos genétipos dos SNPs rs4644
e rs4652 (Tabela 3).

A mediana do percentual de fibrose miocardica também nao
foi estatisticamente diferente entre os gendtipos AA, AC e CC
dos SNPs rs4644 (p = 0,508) e rs4652 (p = 0,903, Figura 3).

Discussao

O presente estudo avaliou a associagao entre as variantes
genéticas do gene LGALS3, que codifica a galectina-3, e
a gravidade da doenga em individuos com DC. Uma vez
que a galectina-3 foi previamente correlacionada com
fibrose, também avaliamos a associagao dos trés genétipos
dos SNPs rs4644 e rs4652 com fibrose miocardica.

60%-

Porcentagem dos individuos

AA AC
LGALS3 rs4644

EForma indeterminada
BForma cardiaca

cC

Figura 2 - Prevaléncia dos gendtipos AA, AC e CC do LGALS3 rs4652 na forma indeterminada e na forma cardiaca da doenga de Chagas. Os valores de p usando o teste
exato de Fisher (bilateral) foram p = 0,678, p= 0,138 e p = 0,249 respectivamente. *p = 0,018 em comparagéo ao genétipo AA. ** p = 0,001 em comparagéo ao gendtipo AA.

Tabela 3 - Mediana do percentual de fibrose miocardica em individuos com ou sem polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) por genétipo

Sem SNP Com SNP Valor de p
rs4644 AA 4,3(0,0-14,4) 1,6 (0,0-4,7) 0,261
rs4644 AC 4,4(0,0-9,8) 1,6 (0,0-19,2) 0,969
rs4644 CC 1,6 (0,0-15,0) 5,2 (0,2-18,5) 0,441
rs4652 AA 4,3(0,0-14,0) 2,0(0,3-10,6) 0,743
rs4652 AC 4,4 (0,0-10,0) 1,7(0,0-15,1) 0,862
rs4652 CC 1,9 (0,0-14,1) 4,8(0,0-10,0) 0,681

SNP: Polimorfismos de nucleotideo tnico (single nucleotide polymorphism); dados expressos em mediana (intervalo interquartil); valores de p derivados do teste

de Mann-Whitney.
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Fibrose miocardiaca (%)
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w{ H

50%- B
40%-
30%

20%

Fibrose miocéardiaca (%)

10%-

0%

AA AC cC
LGALS3 rs4644

AA AC cC
LGALS3 rs4652

Figura 3 - Frequéncia de fibrose miocérdica em individuos com os genctipos AA, AC e CC de rs4644 (A) e rs4652 (B) do gene LGALS3 p = 0,508 e p = 0,903, respectivamente

N6s nao encontramos diferenca significativa na prevaléncia
de qualquer dos genétipos entre os individuos com a forma
indeterminada e a forma cardiaca da doenca. Além disso,
nao houve diferenca na mediana de fibrose miocérdica
entre os individuos com os genétipos AA, AC e CC dos
SNPs em questao.

A predisposicao genética para o polimorfismo da
galectina-3 ja foi associada com artrite reumatoide, outra
doenca inflamatéria. Hu e cols.’ descreveram a associagao
entre essa doenca reumatica e o alelo LGALS3 +292C.
Apesar de termos demonstrado que a frequéncia de
LCALS3 +191C e LGALS3 + 292C foi relativamente maior
nos individuos com a forma cardiaca da DC, o genétipo
CC, pelo menos para SNP rs4644, foi relativamente mais
frequente entre os individuos com a forma indeterminada.
Assim, n6s nao confirmamos o possivel papel da presenca
do genétipo CC ou do gendtipo AA para ambos SNPs como
um fator protetor ou de risco para o desenvolvimento da
forma cardiaca da DC. Similarmente, ndo foi observada
relacdo entre os polimorfismos genéticos no gene que
codifica a galectina-3 e a frequéncia de fibrose miocardica.

Conclusao

Estudos a niveis de genes e proteinas contribuem para
o entendimento sobre o papel de variantes genéticas
na etiologia das doengas, bem como seu potencial
papel como alvos terapéuticos, preditores de risco e
marcadores progndsticos.

Os nossos resultados nao conduziram a uma conclusao
significativa sobre o papel do polimorfismo da galectina-3 no
desenvolvimento da forma cardiaca da DC. Estudos adicionais
com longo seguimento sao necessarios para avaliar se outras
variantes genéticas desempenham um papel na inflamagao

Arq Bras Cardiol. 2015; 105(5):472-478

e fibrose na forma indeterminada da DC, para identificar
possiveis variantes associadas com a progressao da doenca.
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