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POLIMORFISMO DO GENE DE TGF-1 E A CORRELAÇÃO COM A 

SUSCEPTIBILIDADE E PROGRESSÃO DA DOENÇA DE CHAGAS 

 

RESUMO 

 

Estudos desenvolvidos pelo grupo nos últimos anos demonstram o envolvimento do fator 

transformador de crescimento beta (TGF-) na cardiopatia chagásica, com exacerbação dos 

seus níveis plasmáticos e da ativação da sua via de sinalização celular como aspectos 

desenvolvidos por pacientes nos estágios mais avançados da doença, associado também a 

níveis elevados de fibrose. Pacientes que apresentavam altos níveis de TGF- circulantes, 

após 10 anos de acompanhamento, evoluíram com pior prognóstico da doença. 

Recentemente, o polimorfismo no códon 10 do gene que codifica o TGF-1 foi descrito por 

influenciar na produção desta citocina. Também foi observado que, em populações da 

Colômbia e do Peru, o mesmo polimorfismo pode estar envolvido na susceptibilidade à 

infecção pelo T. cruzi. O presente trabalho avaliou o polimorfismo dos alelos do gene do 

TGF-1 em pacientes na fase crônica da doença de Chagas; incluindo a forma 

indeterminada e os diversos estágios da forma cardíaca e correlacionou a expressão dos 

diferentes alelos do TGF-β1 com os níveis séricos desta citocina e a manifestação clínica da 

doença de Chagas. Para isso, 181 indivíduos entre pacientes com forma indeterminada ou 

cardíaca e indivíduos controle foram convidados a participar do trabalho. Foram realizadas 

análises de cinco polimorfismos de base única (-800 G>A, -509C>T, +10T>C, +25G>C e 

+263C>T) por PCR e sequenciamento das regiões de interesse. Além disso, os níveis 

séricos desta molécula e do peptídeo natriurético cerebral (BNP) foram dosados por ELISA. 

Ao analisar a frequência genotípica nos diferentes polimorfismos, observamos que a 

frequência do polimorfismo na posição -509 e no códon 10 eram maiores em pacientes 

portadores da doença que em indivíduos controle. Além disso, os genótipos CT e TT na 

posição -509 estão associados com altos níveis séricos do TGF-1. Observamos que 

pacientes nos estágios mais graves apresentam maiores níveis circulantes de BNP, mas, 

não observamos qualquer relação entre os níveis de TGF- e BNP. Desta forma, nossos 

resultados sugerem que os polimorfismos genéticos na posição -509 e no códon 10 do gene 

TGF-1 podem estar envolvidos na susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi na doença de 

Chagas.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

TGF-1 GENE POLYMORPHISMS AND CHAGAS DISEASE SUSCEPTIBILITY 

AND PROGRESSION 

 

ABSTRACT 

 

Studies developed by our group have shown the involvement of TGF- in Chagas heart 

disease, with exacerbation of their plasma levels and the activation of its cell signaling 

pathway, as aspects developed by patients in later stages of the disease, also associated 

with high levels of fibrosis. Patients with higher levels of circulating TGF-, after 10 years of 

follow up, progressed with worse prognosis. Recently, the polymorphism at codon 10 in the 

TGF-1 gene has been described to influence the production of this cytokine. It was also 

noted that in populations from Colombia and Peru, the same polymorphism may be involved 

in susceptibility to T. cruzi infection. The present study assessed the polymorphism of the 

alleles of the TGF-1 gene in patients with chronic Chagas disease: indeterminate and the 

different stages of cardiac forms, correlating the expression of different alleles of TGF-β1, 

serum levels of this cytokines and the clinical outcome of Chagas disease. For this, 181 

control and patients of different stages in the chronic phase of Chagas disease were invited 

to participate in the study. We investigated, five single nucleotide polymorphisms (-800 G> A, 

-509C> T + 10T> C + 25G> C and + 263C> T) by PCR and sequencing of fragments were 

performed. In addition, serum levels of TGF-1 and BNP were measured by ELISA. We 

observed a significant difference in the frequency at positions -509 and codon 10. These 

genotypes represent a risk for susceptibility to the development of Chagas disease. 

Furthermore, CT and TT genotypes at position -509 are associated with higher serum levels 

of TGF-1. We found a significant association between circulating levels of BNP with the 

stage of CCC, but, no relationship between the levels of TGF- and BNP was observed. 

Thus, our results suggest that genetic polymorphisms at position -509 and codon 10 of the 

TGF-1 gene may be involved in the susceptibility to the development of Chagas disease. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A doença de Chagas 

1.1.1. A descoberta 

  Em 1907, encarregado de executar uma campanha anti-palúdica na 

região norte do estado de Minas Gerais, o pesquisador Carlos Chagas 

observou a existência de um hematófago nas habitações visitadas. Retornando 

ao laboratório e analisando o intestino dos exemplares coletados, Carlos 

Chagas identificou a presença de numerosos flagelados, hoje classificados 

como Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Nesse período, Carlos Chagas caracterizou 

o agente causador e o ciclo biológico da tripanossomíase americana, assim 

como os principais sintomas clínicos associados a esta doença (Chagas, 

1909). Em 1910, em homenagem ao pesquisador, a infecção foi então 

intitulada como “doença de Chagas”. (Livro: Carlos Chagas, A ciência para 

combater doenças tropicais).  

1.1.2. Epidemiologia 

   A doença de Chagas é uma doença negligenciada causada pelo 

protozoário parasita T. cruzi, sendo considerada endêmica de 21 países da 

América Latina (Figura 1.1). A principal forma de transmissão da doença de 

Chagas aos seres humanos se dá pelo contato com as fezes dos vetores, os 

triatomíneos. Estima-se que cerca de 7-8 milhões de pessoas possam estar 

infectadas em todo o mundo (OMS, 2014), e que mais de 25 milhões de 

pessoas vivem em áreas de risco de contaminação. Só em 2008, pesquisas 

avaliaram que a doença de Chagas ocasionou a morte de aproximadamente 10 

mil pessoas em todo o mundo (OMS, 2012). Já no Brasil, em 2012, dados do 

Sistema de Informação sobre Mortalidade do Ministério da Saúde indicam 

mortalidade de 4.650 indivíduos portadores da doença de Chagas (DATASUS, 

2012). Mesmo com mais de um século após a sua descoberta, a doença de 
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Chagas ainda é um grande problema econômico e de saúde pública na maioria 

dos países latino-americanos (Rassi Jr. e cols., 2009). Atualmente, o valor 

líquido global utilizado com cuidados médicos para indivíduos portadores da 

doença de Chagas é de 24-73 bilhões de dólares. A conversão desse encargo 

sobre o valor disponibilizado por pessoa resulta em gasto anual de $4660, e ao 

longo da vida um indivíduo é capaz de gerar $27684 em gastos para os cofres 

públicos (Lee e cols., 2013).  

  

  Apesar de ser considerada uma doença com distribuição geográfica 

limitada, se estendendo do Sul dos Estados Unidos até o Sul da Argentina e 

Chile. Desde os anos 80 há uma preocupação mundial com os processos de 

migração populacional associados à doença de Chagas, já que os imigrantes 

podem ser fonte de introdução da doença em países não-endêmicos. 

Transfusão de sangue, doação de órgãos e infecção congênita são os modos 

primários de infecção nos países de destino dos imigrantes infectados pelo T. 

cruzi (Revisto por Schmunis e Yadon, 2010). Sendo assim, atualmente 

podemos observar um grande número de casos da doença em países não-

endêmicos, como a Austrália, Canadá e Espanha (Schmunis, 2007) (Figura 

1.2).  

 

Figura 1.1: Distribuição da doença de Chagas nas Américas destacando as 

áreas endêmicas e enzoóticas (adaptado de Coura e Dias, 2009). 
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Figura 1.2: Distribuição global de indivíduos infectados pelo T. cruzi, 

evidenciando a existência de casos da doença em países não-endêmicos 

(adaptado de Ribeiro e cols., 2012).  

 

1.2. O parasito: T. cruzi 

  O T. cruzi, agente etiológico causador da doença de Chagas, é um 

protozoário digenético e polifilético pertencente ao Filo Protozoa, Subfilo 

Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida, Família Tripanosomatidae. É 

amplamente distribuído na natureza e tem como circulação primária os insetos 

vetores (Triatominae, Hemíptera, Reduviidae) (Dias, 2006) e mamíferos 

silvestres e domésticos pertencente às ordens, Edentata, Chiroptera, 

Marsupialia, Carnivora, Lagomorpha, Rodentia e Primates (OMS, 2002). 

Estima-se que este parasita exista há mais de 150 milhões de anos no planeta. 

Por possuir grande diversidade genética, os clones e populações de T. cruzi 

têm sido agrupados, mediante a estudos de perfil molecular e isoenzimático, 

em seis grandes linhagens denominados TcI a TcVI (revisto por Zingales e 

cols., 2012). Recentemente, foi identificado um novo genótipo associado a 

morcegos das espécies: Noctilio spp., Myotis spp. e Artibeus spp. nomeadas 
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como TcBat. Mas o papel do TcBat em infecções humanas não é claro (revisto 

por Ramírez, 2014).  

1.2.1. Formas evolutivas e Ciclo de vida 

  Desde a descrição inicial por Carlos Chagas, a morfologia dos vários 

estágios do desenvolvimento do T. cruzi tem sido alvo de intensa investigação 

(de Souza, 2002; Elias e cols., 2006; Zacks e cols., 2007; Romano e cols., 

2012). O T. cruzi foi uma das primeiras células a ser analisada por microscopia 

eletrônica de transmissão e vários grupos de pesquisa têm utilizado diferentes 

técnicas microscópicas para obter informações detalhadas sobre os vários 

estágios de desenvolvimento encontrados no ciclo de vida do parasita 

intracelular (revisto por de Souza e cols., 2009). Estes estágios são conhecidos 

como: amastigota, epimastigota e tripomastigota (metacíclico e sanguíneo). As 

duas primeiras formas são capazes de se dividir, e as formas tripomastigotas e 

amastigotas são capazes de infectar as células dos hospedeiros (Marin-Neto e 

cols., 2009).    

 

  Entre os tripanosomatídeos, o T. cruzi é o que apresenta um dos ciclos 

de vida mais complexos, envolvendo diversos estágios de desenvolvimento: 

sendo encontrados em hospedeiros vertebrados e invertebrados, na corrente 

sanguínea e no interior de células hospedeiras (de Souza e cols., 2010). A 

Figura 1.3 mostra uma visão geral do ciclo de vida deste protozoário. O inseto 

triatomíneo ao sugar o sangue de um vertebrado com doença de Chagas, se 

infecta ingerindo as formas tripomastigotas sanguíneas (formas infectantes do 

parasita). Uma vez dentro do vetor, na porção média do intestino do barbeiro, o 

parasita se diferencia em formas epimastigotas e se multiplicam ativamente por 

divisão binária longitudinal. Antes de emergir às fezes, na porção distal do 

intestino do inseto, o parasita se diferencia na forma infectante tripomastigota 

metacíclica. Durante este processo de diferenciação (chamado de 

metaciclogênese), o parasita sofre modificações morfológicas e bioquímicas 

complexas que lhe permitem sobreviver no hospedeiro vertebrado (Dias e cols., 

2006; Clayton e cols., 2010; Osorio e cols., 2012).  
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  Quando o triatomíneo se alimenta novamente, ele defeca sobre a pele 

do indivíduo, depositando as formas infectantes do T. cruzi.  O parasita é capaz 

de penetrar no novo hospedeiro através de lesões, pela conjuntiva dos olhos e 

mucosa da boca. Desta forma, ele toma a corrente sanguínea podendo infectar 

todas as células dos mamíferos, principalmente os macrófagos (Teixeira e 

cols., 2012). No interior da célula do hospedeiro as formas tripomastigotas 

metacíclicas se diferenciam em formas arredondadas, as amastigotas, que se 

submetem a ciclos de multiplicação por fissão binária. Este processo, em 

média, tem duração de 96 horas. Após este período, há a diferenciação das 

formas amastigotas em tripomastigotas sanguíneas. Frente ao grande número 

e à intensa movimentação destas últimas formas, há a ruptura da membrana 

plasmática da célula hospedeira e consequente liberação dos parasitos para o 

ambiente extracelular. Assim, as formas tripomastigotas liberadas podem 

infectar outras células ou atingir a corrente sanguínea, infectando outros 

tecidos ou então ser ingeridas pelo inseto vetor, mantendo assim o ciclo da 

doença de Chagas (Teixeira e cols., 2006). 
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Figura 1.3: O ciclo de vida do T. cruzi evidenciando suas formas evolutivas 

(epimastigota, tripomastigota e amastigota) e principais hospedeiros e 

reservatórios.  (adaptado de Teixeira e cols., 2012).  

Estágios no hospedeiro invertebrado

Estágios no hospedeiro vertebrado
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1.3. Fases da Doença 

  A doença de Chagas pode ser dividida em duas fases distintas: a fase 

aguda e a fase crônica (Prata, 2001). 

1.3.1. Fase Aguda 

  A fase aguda tem duração média de 1-2 meses, sendo geralmente 

assintomática ou se manifesta pela presença de sintomas comuns a outras 

doenças, como febre e dores no corpo (Rassi Jr e cols., 2009). Uma das 

características principais da fase aguda é a alta carga parasitária na corrente 

sanguínea do indivíduo infectado (Chagas, 1909). Em alguns casos, observa-

se a presença de edemas no local da porta de entrada do T. cruzi, o chagoma 

de inoculação e o sinal de Romaña. Não é comum a manifestação da doença 

de Chagas aguda grave, mas em casos de pacientes sintomáticos nesta fase, 

as manifestações incluem adenopatia generalizada, edema, 

hepatoesplenomegalia e miocardite. Contudo, sintomas ainda mais graves 

como a mortalidade por encefalomielite, insuficiência cardíaca grave ou ramo 

do pericárdico podem ocorrer, mas representam 5% dos casos, nos quais a 

maioria dos indivíduos infectados são crianças de regiões endêmicas (revisto 

por Ribeiro e cols., 2012). Há também a fase aguda desenvolvida por 

indivíduos infectados pela via oral, que tem sido considerada uma importante 

via de transmissão e possui uma variedade de sintomas. A infecção pelo T. 

cruzi por via oral está associada a alta mortalidade, 8-35% dos casos, podendo 

estar relacionada com insuficiência cardíaca aguda, miocardite, e 

meningoencefalite (Coura e cols., 2002). Além disso, estudos demonstraram 

uma grave inflamação na mucosa gástrica e no mesentério adjacente após 14 

dias de infecção (Hoft e cols., 1996). 

1.3.2. Fase Crônica 

  Após a fase aguda, a doença de Chagas não tratada evolui para fase 

crônica, que possui duas formas: indeterminada e determinada. Na forma 
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indeterminada, os indivíduos apresentam sorologia positiva e não são 

observados sintomas ou sinais clínicos de acometimento de órgãos-alvo da 

doença de Chagas comprovados por exames complementares (Marin-Neto e 

cols., 2002).  Após um período de tempo (10-30 anos), cerca de 30% dos 

pacientes evoluem para a forma determinada da doença de Chagas, que 

compreende as formas cardíacas, digestiva e mista (Coura, 2007). 

1.4. Tratamentos etiológicos disponíveis 

  Na doença de Chagas aguda o tratamento é tripanossomicida. O 

tratamento reduz a gravidade, a duração dos sintomas e também a mortalidade 

dos indivíduos infectados. A taxa de cura é de até 81% dos casos. Apenas 

duas drogas, benznidazol (BZ) e nifurtimox, são mundialmente recomendadas 

para o tratamento da doença de Chagas. O BZ tem sido mais analisado em 

estudos clínicos e tem melhores resultados quanto à segurança e eficácia, 

portanto é geralmente utilizado para o tratamento de primeira linha. O efeito 

adverso mais comum do BZ é dermatite alérgica que afeta cerca de 20-30% 

dos pacientes. Outro efeito adverso, que ocorre em cerca de 5-10% dos 

pacientes é neuropatia periférica dose-dependente, que afeta principalmente as 

partes distais dos membros inferiores. Outros efeitos colaterais relatados 

incluem náuseas, vômitos, anorexia, perda de peso, insônia e perda do 

paladar. O efeito do BZ na fase crônica da doença de Chagas está sendo 

avaliado em um estudo clínico randomizado chamado BENEFIT, envolvendo 

diversos centros de pesquisa (revisto por Rassi Jr. e cols., 2012). 

 

  Já o nifurtimox, está associado a vários efeitos adversos, que 

geralmente desaparecem quando o tratamento é interrompido. Os sintomas 

gastrointestinais são os efeitos colaterais mais comuns relatados em estudos 

clínicos, ocorrendo em cerca de 50% dos pacientes, e incluem anorexia, 

náuseas, vômitos, desconforto abdominal e diarréia. Outros efeitos colaterais 

comuns são os sintomas de toxicidade do sistema nervoso central, tais como 

insônia, irritabilidade, desorientação, dores de cabeça, mialgia, tontura e 

alterações de humor (revisto por Rassi Jr. e cols., 2012). Tais efeitos adversos 
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observados em ambos tipos de tratamento incentivaram pesquisas mundiais no 

intuito de se obter um composto alternativo menos nocivo. 

1.5. A cardiomiopatia chagásica crônica (CCC) 

  A forma cardíaca é a manifestação mais grave da doença de Chagas 

crônica, devido à sua alta morbidade, mortalidade e seu significativo impacto 

médico e social (Parra e cols., 2008; Henao-Martínez e cols., 2012). A CCC 

também é a causa mais comum de cardiomiopatia na América Latina e em 

áreas endêmicas é a principal causa de morte cardiovascular em pacientes 

com idade de 30-50 anos (Rassi e cols., 2000). As alterações encontradas no 

eletrocardiograma (ECG) e/ou ecocardiograma (ECO) são os primeiros indícios 

do desenvolvimento de CCC (Dubner e cols., 2008). 

 

  Algumas hipóteses para a fisiopatogenia têm sido implicadas ao dano 

miocárdico,  variando desde a disautonomia simpática e parassimpática, 

alterações microvasculares coronarianas, processos autoimunes até a 

agressão direta pelo parasita (Pereira Jr. e cols., 2014).  Durante a CCC, o 

parasita permanece no interior das células cardíacas do hospedeiro, causando 

danos teciduais, envolvendo processos inflamatórios extensos e fibrose 

irregular (Higuchi e cols., 1993). A inflamação e a destruição progressiva do 

tecido cardíaco, seguida de intensa fibrose levam a alteração da condução dos 

impulsos elétricos no coração, arritmias, dilatação e disfunção sistólica. 

Fenômenos tromboembólicos também podem ocorrer. O tratamento utilizado 

nesta fase é apenas sintomático e a possibilidade de realização de transplantes 

cardíacos é bem menor do que a demanda. Dessa forma, a CCC pode ter 

curso fatal levando o paciente à morte súbita. (Teixeira e cols., 1990; Rassi Jr, 

e cols., 2009). 

 

  Sendo assim, alguns estágios são observados na CCC. De acordo com 

o Consenso Brasileiro para doença de Chagas (2005), a fase crônica cardíaca 

é classificada da seguinte forma: estágio A, os pacientes apresentam 

eletrocardiograma (ECG) alterado e ecocardiograma (ECO) normal; estágio B, 
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os pacientes possuem ECO com alteração global ou segmentar da função 

sistólica do ventrículo esquerdo sem clínica de insuficiência cardíaca (IC), 

subdivido em B1: com fração de ejeção (FE) do ventrículo esquerdo (VE) > 

45% e B2: FE < 45%; estágio C, os pacientes apresentam IC não refratária; e 

estágio D, os pacientes possuem IC refratária. 

 

  Apesar destas definições, o quadro clínico varia muito de acordo com a 

duração da doença e a extensão do dano cardíaco. Manifestações precoces da 

CCC são geralmente leves, muitas vezes caracterizada pela presença de 

anormalidades assintomáticas no ECG ou em outros exames complementares, 

como por exemplo: monitoramento com Holter por 24 horas, ressonância 

magnética ou ECO. Este último é extremamente útil na avaliação de pacientes 

com CCC. A técnica é utilizada principalmente para avaliar a função ventricular, 

que fornece dados importantes para a orientação terapêutica e prognóstico 

(revisto por Ribeiro e cols., 2012).  

 

  Análises laboratoriais também auxiliam na identificação dos pacientes 

que poderão evoluir para um pior prognóstico. A dosagem do peptídeo 

natriurético cerebral (BNP), ao lado dos dados clínicos, tem se mostrado útil na 

avaliação prognóstica. Quanto mais elevados os níveis do peptídeo, pior será o 

quadro e evolução do paciente, uma vez que os níveis de BNP sofrem 

influência direta da situação funcional cardíaca dos pacientes (revisto por 

Pereira-Barretto e cols., 2013).  

1.5.1. Fibrose 

  O achado histopatológico mais importante na CCC é a fibrose, tanto em 

humanos quanto em modelos experimentais (revisto por Rossi, 1998). Este é 

um processo onde há substituição do tecido danificado, frente à resposta 

inflamatória, por tecido conjuntivo que leva ao comprometimento funcional do 

órgão (Pohlers e cols., 2009). Uma variedade de modificações estruturais no 

sistema cardiovascular tem sido descrita em pacientes com CCC (Andrade, 

1999). Mas a principal alteração ocorre no processo reparativo e fibrótico, no 
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qual há acúmulo difuso e denso de colágeno intersticial que envolve fibras 

individuais ou até mesmo um grupo inteiro de fibras (Rossi e cols., 1991). 

 

  O processo fibrótico, encontrado na CCC, é caracterizado pela formação 

de cicatriz excessiva devido à exacerbada produção e deposição de matriz 

extracelular. Este processo ocorre ao longo de muitos meses ou anos e pode 

conduzir à disfunção de órgãos ou até mesmo a morte do indivíduo (Pohlers e 

cols., 2009). Algumas moléculas participam na formação de processos 

fibrinogênios, mas uma em especial desempenha papel fundamental neste 

processo induzindo a síntese de componentes de matriz extracelular. Essa 

molécula é o fator transformador de crescimento beta (revisto por Leask e 

Abraham, 2004). 

1.6. O Fator Transformador de Crescimento Beta (TGF-β) 

  Em 1981, Roberts e cols. identificaram pela primeira vez um fator de 

crescimento que induzia fenótipo proliferativo em fibroblastos nos rins de ratos. 

Atualmente, sabe-se que o TGF- é uma proteína homodimérica que faz parte 

da superfamília TGF-. O TGF- é encontrado na maioria dos organismos 

eucarióticos, incluindo C. elegans, Drosophila, Xenopus, ratos e seres 

humanos. É expresso em praticamente todos os tipos de células, em quase 

todas as fases de desenvolvimento. O TGF- desempenha papel importante na 

regulação de várias respostas biológicas e celulares, incluindo a proliferação e 

diferenciação celular, produção da matriz extracelular, desenvolvimento 

embrionário, crescimento de células epiteliais, carcinogênese e apoptose 

(Boesen e cols., 2002; Kamato e cols., 2013).  

 

  Em células de mamíferos, há três subtipos de TGF-β: 1, 2 e 3. Estas 

isoformas são bem caracterizadas como pequenas proteínas secretadas (25 

kDa), homodiméricas (revisto por Massague, 1998), que são codificadas por 

genes distintos que estão localizados em diferentes cromossomos. Estas 

moléculas possuem homologia de 80% e são quase 100% conservadas entre 

as espécies. In vitro, os subtipos mostram funções muito semelhantes. Mas, 

http://www.fasebj.org/search?author1=ANDREW+LEASK&sortspec=date&submit=Submit
http://www.fasebj.org/search?author1=ANDREW+LEASK&sortspec=date&submit=Submit
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estudos in vivo têm demonstrado que estas moléculas são expressas de forma 

diferenciada ao longo da embriogênese, na reparação de tecidos e na 

carcinogênese, sugerindo diferentes funções para essas isoformas. Apesar 

disto, as isoformas do TGF- utilizam a mesma via de sinalização intracelular 

(Kim e cols., 2005; Golg e cols., 2000). 

 

  Devido à sua ampla função biológica o TGF- está sob rigoroso controle. 

Ele é sintetizado e secretado como um complexo de proteínas biologicamente 

inativo, sendo então considerado como proteína percussora dimérica, por estar 

associado ao LAP (proteína associada à latência) (Figura 1.4). Esta proforma é 

clivada na região amino-terminal em um pró-peptídeo e um fragmento carboxi-

terminal, que constitui o TGF- maduro (Saharinen e cols., 1996; Massague e 

Chen, 2000a). Para desempenhar suas atividades biológicas, o TGF- 

depende da sua interação com os receptores de superfície do tipo I (TRI), do 

tipo II (TRII) e do tipo III (TRIII), já identificados em praticamente todos os 

tipos celulares (Massague e Gomis, 2006). 

 

Figura 1.4: Proposta para o modelo do TGF- associado ao LAP (adaptado de 

Brunner e Blakytny, 2004).  

 

  Uma vez ativado e reconhecido pelos seus receptores de superfície, 

ocorre a ativação da via de sinalização do TGF-. Já foram descritos na 

literatura dois tipos de via: a via clássica (através da fosforilação de proteínas 

SMADs) e a via alternativa (através da fosforilação de outras proteínas, tais 

como: proteínas quinases ativadas por mitógenos (ERK), C-Jun N-terminal 

quinase (JNK), proteínas quinases ativadas por mitógeno p38) (Massague e 
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Wotton, 2000b; Massague e Gomis, 2006).  Este processo resulta no 

recrutamento de cofatores ou corepressores transcricionais que levam a 

ativação ou repressão da transcrição dos genes responsivos ao TGF- (Shi e 

Massague, 2003). 

1.7. Envolvimento de citocinas na doença de Chagas 

  Os mecanismos que direcionam o desenvolvimento da doença de 

Chagas ainda não são totalmente compreendidos, mas há um consenso sobre 

o importante papel do sistema imune do hospedeiro. Sendo assim, as citocinas 

possuem papel fundamental nesse processo, já que estão envolvidas na 

regulação hematopoiética, linfopoiética e atividade de todos os tipos celulares 

envolvidos na resposta inflamatória (Higuchi e cols., 1997). 

 

  Algumas moléculas possuem grande importância no desenvolvimento da 

doença de Chagas, por exemplo: o fator de necrose tumoral (TNF), o interferon 

gama (IFN-) e o TGF-. Estudos desenvolvidos com o TNF têm sugerido a sua 

participação no desenvolvimento de danos no tecido cardíaco do hospedeiro, já 

que o TNF participa de mecanismos citotóxicos durante a resposta inflamatória 

na infecção pelo T. cruzi (Pereira e cols., 2014). O TNF também tem 

participação na modulação da expressão de moléculas de adesão que auxiliam 

no recrutamento de linfócitos para os locais de inflamação, contribuindo para a 

progressão da resposta inflamatória na cardiopatia chagásica (revisto por 

Laucella e cols., 1996). Já o IFN- é descrito como uma linfocina protetora 

ativando macrófagos. Este processo resulta na liberação de espécies reativas 

de oxigênio e óxido nítrico, conferindo ao IFN- uma característica 

tripanossomicida (Golden e Tarleton, 1991).  

 

  Em relação ao TGF-, trabalhos têm demonstrado a participação desta 

molécula em alguns processos durante as fases aguda e crônica da doença, 

tais como: na invasão do T. cruzi nos fibroblastos e cardiomiócitos, no ciclo 

intracelular do parasita, na regulação da inflamação e da resposta imune, no 
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desenvolvimento da fibrose e remodelamento do tecido cardíaco (Araújo-Jorge 

e cols., 2008 e 2012). Desta forma, o TGF- medeia processos diferentes que 

influenciam no desenvolvimento da cardiomiopatia na doença de Chagas.  

 

1.7.1. TGF- e infecção experimental: in vitro e in vivo 

 

  O primeiro estudo relacionando o TGF- na doença de Chagas foi 

realizado em 1991 por Silva e cols.. Foi observado que quando macrófagos 

peritoneais de camundongos e macrófagos de humanos eram tratados com 

TGF-, a capacidade tripanossomicida do IFN- era inibida. Além disto, o 

tratamento de macrófagos humanos com TGF- resultou no aumento da 

replicação do parasita nestas células, e in vivo o efeito do TGF- levou ao 

aumento da parasitemia e morte dos animais. Assim, foi possível sugerir pela 

primeira vez que o TGF- produzido durante a infecção aguda pelo T. cruzi é 

um potente inibidor das respostas geradas por macrófagos mediadas por INF-

.      

 

  Em 1995, a participação do TGF- na invasão do T. cruzi em células de 

mamíferos foi descrita utilizando células epiteliais mutadas para os genes dos 

receptores de TGF- (TRI e TRII) (Ming e cols., 1995). Foi observado que a 

via de sinalização de TGF- é um meio importante para o sucesso da invasão e 

replicação do T. cruzi na célula hospedeira. Neste trabalho, foi observado que o 

T. cruzi não conseguiu penetrar e se multiplicar no interior das células 

mutantes, e através da transfecção com os genes dos receptores, a invasão 

nestas células era restaurada. Assim, Ming e cols. relataram pela primeira vez 

um possível mecanismo de invasão envolvendo o TGF- e sua via de 

sinalização. 

       

  Além disso, Zhang e cols. (1996) observaram que os níveis de TGF- 

estão aumentados precocemente mediante a infecção pelo T. cruzi em 

corações de camundongos. Um estudo utilizando primatas infectados pelo T. 

cruzi demonstrou que o TGF- é produzido já na primeira semana da fase 
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aguda e é constantemente expresso durante a fase crônica da infecção 

(Samudio e cols., 1999).  

 

  Trabalhos in vitro demonstraram que o TGF- desempenha papel 

importante na modulação da infecção na doença de Chagas. Nosso grupo 

demonstrou que a utilização de anticorpo anti-TGF- inibe a infecção de 

cardiomiócitos pelo T. cruzi e que estes parasitos eram capazes de ativar o 

TGF- latente. Sugerindo assim que o TGF- e sua ativação são necessários 

para a internalização do parasito nas células de mamíferos (Waghabi e cols., 

2005a). Outro estudo do grupo demonstrou que as formas amastigotas captam 

e internalizam o TGF- do hospedeiro, estocando-o. Estas observações 

representam o primeiro exemplo de um novo mecanismo pelo qual um 

protozoário primitivo pode utilizar moléculas de células hospedeiras, como o 

TGF-, para controlar o seu próprio ciclo de vida intracelular (Waghabi e cols., 

2005b). 

 

  Tendo em vista o amplo envolvimento do TGF- na infecção pelo T. 

cruzi e consequente evolução da doença de Chagas, iniciou-se o 

desenvolvimento de trabalhos com o objetivo de avaliar a ação de inibidores de 

TGF- e das proteínas envolvidas na via de sinalização do TGF-. Em 2007, 

Waghabi e cols. analisaram o papel do inibidor do TRI (SB-431542) em um 

modelo de infecção in vitro. Foi observado que o composto é capaz de diminuir 

a invasão dos cardiomiócitos pelo T. cruzi, reduzir o número de parasitas por 

células infectadas e reduzir a diferenciação das formas amastigotas em 

tripomastigotas ao final do ciclo, demonstrando que o SB-431542 poderia ser 

testado como fármaco para o tratamento da doença de Chagas (Waghabi e 

cols., 2007).  

   

  A atividade dos inibidores do TGF- também foi demonstrada no modelo 

de infecção animal. Foi avaliada a ação terapêutica dos inibidores SB-431542 e 

GW788388 durante a fase aguda da doença de Chagas experimental. Foi 

observado que os tratamentos com os compostos diminuem a parasitemia, a 

mortalidade, a fibrose e a disfunção elétrica no coração dos animais infectados. 
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A inibição da via de sinalização de TGF- in vivo, parece atenuar 

significativamente a infecção evitando danos agressivos ao coração dos 

animais infectados (Waghabi e cols., 2009a; de Oliveira e cols., 2012).  

  

  Outro estudo in vivo desenvolvido pelo grupo, analisou a cinética da 

atividade da via de sinalização de TGF-, envolvendo os seus receptores e as 

proteínas sinalizadoras durante a fase aguda da doença de Chagas 

experimental. Foi observado que a infecção pelo T. cruzi aumentou 

significativamente a expressão dos receptores: TRI e TRII; e a fosforilação 

das proteínas da via de sinalização clássica: Smad2/3 e, alternativa: JNK, p38, 

ERK. Esse aumento coincidiu com a maior expressão de proteínas responsivas 

ao TGF-: CTGF e fibronectina; e com o aumento da deposição de colágeno. 

Estes dados confirmam mais uma vez a importância do TGF- no 

desenvolvimento e manutenção do dano cardíaco em resposta à infecção pelo 

T. cruzi (RR Ferreira, Monografia de final de curso, 2012).  

1.7.2. TGF- e doença de Chagas crônica: estudos clínicos 

  Araújo-Jorge e cols. (2002) observaram que pacientes portadores da 

doença de Chagas crônica têm níveis mais elevados (em média de 10-20 

vezes) de TGF-1 quando comparados com indivíduos saudáveis. 

Recentemente, nosso grupo demonstrou o importante valor preditivo do TGF-

 como biomarcador de progressão clínica na doença de Chagas, no qual 

pacientes em estágios iniciais da fase crônica que apresentavam altos níveis 

de TGF- circulantes evoluíram com pior prognóstico após 10 anos de 

acompanhamento (Saraiva e cols., 2013). Outro papel importante do TGF- é o 

seu envolvimento na homeostase do tecido cardíaco, atuando como regulador 

da proliferação e morte celular, remodelagem da matriz extracelular e 

angiogênese (revisto por Araújo-Jorge e cols., 2012). Sendo assim, esta 

citocina é uma molécula chave a ser estudada em doenças infecciosas que 

danificam o tecido cardíaco, como é o caso da doença de Chagas. Análises 

imunohistoquímicas de biópsias cardíacas de pacientes portadores da CCC 

com disfunção cardíaca moderada ou grave mostraram intensa marcação para 
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fibronectina na matriz extracelular e Smad 2 fosforilada (um marcador para a 

ativação da via de sinalização de TGF-). Esses resultados sugerem um papel 

importante do TGF- na regulação de processos fibróticos, por ter sua via de 

sinalização ativada sendo associada a uma maior produção de fibronectina em 

pacientes com CCC (Araújo-Jorge, 2002). 

 

  A susceptibilidade ao desenvolvimento da doença de Chagas e suas 

manifestações clínicas podem ser influenciadas por fatores genéticos do 

hospedeiro (Ayo e cols., 2013). Estudos anteriores buscando associação de 

polimorfismos genéticos de citocinas com a evolução da doença de Chagas já 

foram realizados (revisto por Vasconcelos e cols., 2012). Na população 

mexicana, o polimorfismo -511C/T no gene IL-1 teve associação com 

susceptibilidade ao desenvolvimento da doença de Chagas enquanto que o 

SNP na posição -308 do gene de TNF- foi associado a cardiopatia 

(Rodríguez-Pérez, 2005; Cruz-Robles e cols., 2009). Considerando o papel 

fundamental do TGF- no desenvolvimento da doença de Chagas, acima 

relatado, estudos com base genética são necessários para elucidar possíveis 

mecanismos e associações do TGF-1 à susceptibilidade e desenvolvimento 

da doença.  

1.8. O gene: TGF-1 

  Este gene codifica um importante membro da família TGF-: o TGF-1, 

que é peptídeo multifuncional. O mapeamento do gene TGF-1 foi realizado 

em 1986 por Fujji e cols. Eles observaram por hibridação de células somáticas 

e por hibridização in situ, que o gene de TGF-1 está localizado em humanos, 

no braço longo do cromossomo 19 na posição q13.1 (Figura 1.4). E em 1987, 

Derynck e cols. através da análise da sequência de duas bibliotecas de DNA 

genômico humano, identificaram que o gene de TGF-1 possui sete exons 

distintos e seis regiões intrônicas. 
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  Mais de dez diferentes polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) já 

foram descritos tanto para a região promotora quanto para a região codificante 

no gene de TGF-1. E mais de cem SNPs e outras variantes genéticas foram 

identificadas nos genes envolvidos na via de sinalização do TGF-: TRI, 

TRII, SMAD2, SMAD3, SMAD4 e SMAD7. Estes polimorfismos têm sido 

associados a doenças humanas (Watanabe e cols., 2002). E recentemente, foi 

observado que a produção de TGF-1 pode ser influenciada por polimorfismos 

na sequência do gene de TGF-1 (Yokota e cols., 2000; Yamada e cols., 

2002). 

 

 

Figura 1.5: Esquema mostrando as regiões do cromossomo 19, evidenciando a 

posição do gene TGF-1. 

 

1.8.1. Principais SNPs no gene de TGF- 

1.8.1.1. Região promotora: -800G>A 

  O polimorfismo na posição -800G>A (rs1800468) pode atuar na 

susceptibilidade ao desenvolvimento de algumas doenças e na regulação da 

transcrição do gene de TGF-1. Este SNP resulta na substituição de uma 

guanina (G) por uma adenina (A). A presença do alelo A nesta posição pode 

diminuir a afinidade de ligação dos fatores de transcrição da família CREB, 

desta forma, regulando negativamente a transcrição gênica (Grainger e cols., 

1999; Syrris e cols., 1998; Amani e cols., 2004). Este polimorfismo está 
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associado ao desenvolvimento de infecção do trato urinário e refluxo vésico-

ureteral (Corea), colite ulcerativa (Irã), câncer colo-retal (Irã), doença pulmonar 

obstrutiva crônica (Turquia) (Yim, 2007 e cols., 2007; Tamizifar e cols., 2008; 

Amirghofra e cols., 2009; Melek e cols., 2013). 

1.8.1.2. Região promotora: -509C>T 

  Outro polimorfismo muito estudado, que influencia na transcrição gênica 

do TGF-1 e está envolvido no desenvolvimento de doenças é o -509C>T 

(rs1800469). Localizado também na região promotora, este SNP resulta na 

troca de uma citosina (C) por uma timina (T). Uma vez que o polimorfismo -509 

está localizado numa importante região reguladora, é possível que a troca C>T 

altere a regulação do gene de TGF- e explique alguns relatos de 

superexpressão do TGF-1 (Luedecking, 2000). Além disto, a presença do 

alelo T pode afetar a ligação do fator de transcrição YY1, o que resulta no 

aumento da transcrição do gene de TGF-1 (Hobbs, 1998). Assim, indivíduos 

que são carreadores do alelo C nesta posição podem apresentar menores 

concentrações plasmáticas de TGF-1 (van der Wal e cols., 1993; Grainger e 

cols., 1999). Este SNP está associado ao desenvolvimento de isquemia 

miocárdica silenciosa (México), hepatite C (Egito), câncer de estômago (Índia), 

infarto do miocárdio (Irã), AVC (Roterdã) (Cruz e cols. 2013; Pasha e cols., 

2013, Bhayal e cols., 2011; Najar e cols., 2001; Mark e cols., 2006;). 

1.8.1.3. Exon 1: códon 10T>C  

  No exon 1 do gene do TGF-1, o polimorfismo na posição +869 (códon 

10 - rs1800470) resulta na substituição de uma timina por uma citosina. Dados 

da literatura demonstraram que este SNP leva a uma mudança na estrutura 

primária da proteína. O polimorfismo presente na posição +869 do gene TGF-

1 resulta na mudança do aminoácido leucina (apolar) para prolina (apolar) no 

códon 10. Isto altera a região hidrofóbica do peptídeo, aumentando o seu 

padrão de ligação com o complexo de proteína associado a translocação desta 

proteína (translocon). Essas alterações podem afetar o transporte de TGFβ-1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Melek%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23581259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bhayal%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21761116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Najar%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21685787
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para o retículo endoplasmático, contribuindo para a produção dessa citocina 

(Susianti e cols., 2014b). Este polimorfismo está associado ao desenvolvimento 

de comportamento suicida (Omrani e cols., 2012); leucariose isquêmica (Tao e 

cols., 2011) e púrpura trombocitopênica idiopática (Pehlivan e cols., 2011). 

1.8.1.4. Exon 1: códon 25G>C 

   O polimorfismo na posição +915 (códon 25) do exón 01 (rs1800471) do 

gene TGF-1 é caracterizado pela alteração de uma G por uma C resultando 

na mudança de um aminoácido arginina (básico) para um aminoácido prolina 

(apolar). As alterações na posição 915 do códon 25 pode afetar as 

propriedades do peptídeo inibindo o transporte do TGF-β1 para o retículo 

endoplasmático e, eventualmente, o declínio da produção desta citocina 

(Susiante e cols., 2014a). Este SNP está associado ao desenvolvimento de 

algumas doenças, tais como: osteonecrose e miocardiopatia dilatada idiopática 

na Grécia (Samara e cols., 2012; Adamopoulos e cols., 2011) e hipertrofia do 

VE na China (Ying Xu e cols., 2010). 

1.8.1.5. Exon 5: códon 263C>T 

  Mais um importante SNP existente no gene de TGF-1 é observado no 

exón 5 na posição +788 do códon 263 (rs1800472). Este polimorfismo é 

observado pela mudança do alelo citosina para o alelo timina, resultando em 

uma modificação na cadeia primária da proteína. O polimorfismo na posição 

+788 do codón 263 resulta na troca de aminoácido. A substituição do 

aminoácido treonina (polar) pelo isoleucina (apolar) no códon 263 afeta a 

estabilidade do TGF-β1 (Stoll e cols., 2004; Atilla e cols., 2006). Por estar 

localizado próximo ao sítio de clivagem do peptídeo associado à latência (LAP), 

este polimorfismo pode também estar envolvido nos processos de ativação do 

TGF-1 (Koch e cols., 2006). O comprometimento do processo de ativação do 

TGF-1 pode impedir o reconhecimento pelos seus receptores de superfície, 

inibindo o desempenho de suas funções biológicas. O polimorfismo no códon 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pehlivan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21591983
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263 está associado ao desenvolvimento da fissura lábio-palatina (Alemanha) e 

periodontite crônica (Turquia) (Stoll e col., 2004; Atilla e cols., 2006). 

1.9. Polimorfismo no gene de TGF- e a doença de Chagas 

  Em 2009, foi realizado estudo com pacientes portadores da doença de 

Chagas em coortes do Peru e Colômbia a fim de identificar a associação de 

polimorfismos do gene de TGF-1 com a susceptibilidade ao desenvolvimento 

da doença de Chagas. Calzada e cols. observaram que o alelo T que está 

associado à baixa produção de TGF-1 foi encontrado mais frequentemente 

em indivíduos saudáveis do que nos cardiopatas portadores de doença de 

Chagas. Reciprocamente, a frequência do alelo C no códon 10 foi maior no 

grupo de pacientes infectados pelo T. cruzi, indicando que este alelo seja um 

provável fator de risco para a susceptibilidade ao desenvolvimento da doença 

de Chagas. 

1.10. Justificativa 

  Com mais de uma década de pesquisa envolvendo a doença de 

Chagas, já foi possível identificar forte evidência da influência dos fatores 

genéticos do hospedeiro sobre a evolução clínica da doença. O 

reconhecimento da associação entre os polimorfismos de genes específicos, 

que influenciam na infecção pelo T. cruzi e no desenvolvimento da doença, 

poderia contribuir para o mapeamento de genes de suscetibilidade ou 

resistência à doença de Chagas. Esta caracterização dos genes de 

susceptibilidade e seus SNP têm implicações importantes, não só para uma 

melhor compreensão da patogênese, mas também para o desenvolvimento de 

novas estratégias terapêuticas e de acompanhamento clínico. Portanto, 

estudos investigando a associação entre os polimorfismos do gene de TGF-1 

com diferentes coortes são necessários para esclarecer a relação entre o 

genótipo, o desenvolvimento da doença e suas manifestações clínicas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

  Avaliar se há correlação entre a presença de Polimorfismos de 

Nucleotídeo Único (SNP) no gene do TGF-β1 e a manifestação clínica da 

doença de Chagas na coorte de pacientes do Instituto Nacional de Infectologia 

(INI), Fiocruz (Brasil). 

2.2. Objetivos Específicos 

  Analisar o padrão de frequência dos alelos do gene do TGF-β1 na fase 

crônica indeterminada, nos diversos estágios da fase crônica cardíaca e 

indivíduos controle; 

 

  Correlacionar o padrão de frequência dos alelos do gene do TGF-β1 

entre indivíduos controle e pacientes com doença de Chagas na fase crônica; 

 

  Avaliar a associação do padrão de frequência dos alelos do gene do 

TGF-β1 entre pacientes na forma indeterminada e pacientes com CCC;  

 

  Correlacionar o padrão de frequência dos alelos do gene do TGF-β1 

entre pacientes da forma cardíaca em estágios iniciais e avançados; 

 

  Determinar os níveis séricos do TGF-β1 e BNP em pacientes na fase 

crônica indeterminada e nos diversos estágios da fase crônica cardíaca e; 

  

  Correlacionar os padrões de frequência dos alelos do gene do TGF-β1 

com os níveis séricos do TGF-β1, BNP e FE. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

3.1. Desenho experimental 

 O presente estudo foi realizado de forma seccional. Os pacientes foram 

recrutados, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e em seguida 

realizaram as coletas no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI). As 

amostras de identificadas foram encaminhadas ao Laboratório de Genômica 

Funcional e Bioinformática – IOC/Fiocruz. Pesquisadores cegos para a classificação 

clínica dos pacientes analisaram o padrão de frequência dos alelos do gene TGF-1 

e dosaram os níveis séricos do TGF-1 e BNP. A guarda dos dados clínicos dos 

pacientes ficou exclusivamente restrita ao pesquisador do INI até o término de todos 

os experimentos. Após isso, o cegamento foi quebrado e foram realizadas as 

análises estatísticas correlacionando o padrão de expressão dos alelos do gene do 

TGF-β1 com a apresentação clínica da doença e controle; e os níveis séricos da 

citocina e do neuro-hormônio foram correlacionados com a frequência dos alelos do 

gene do TGF-β1 e com as formas de apresentação da doença. 

3.2. Considerações éticas 

 Os procedimentos realizados no presente trabalho foram avaliados e 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz, CAAE: 

02826212.6.0000.5262, sob responsabilidade do pesquisador Roberto Magalhães 

Saraiva.  Todos os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o termo 

de consentimento livre e esclarecido, seguindo as regras de boas práticas clínicas.   

3.3. Critérios de inclusão e exclusão 

Participaram do estudo pacientes portadores da doença de Chagas com 

sorologia positiva (confirmados pelas técnicas de ELISA e imunofluorescência 

indireta) em forma crônica indeterminada ou crônica cardíaca e indivíduos controle 

com histórico epidemiológico positivo e sorologia negativa para doença de Chagas. 

Foram excluídos do estudo pacientes grávidas, portadores de co-morbidades que 
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interferem na classificação da forma clínica, co-infecção, forma digestiva associada, 

tratamento prévio com BZ e material coletado inadequadamente para análise.  

3.4. Recrutamento dos pacientes 

Os pacientes na fase crônica foram convidados a participar do projeto durante 

a consulta de rotina. Os controles foram recrutados entre os indivíduos que 

procuram a equipe médica com o intuito de esclarecerem se possuem a doença de 

Chagas. Nessa visita, o projeto é apresentado em detalhes, o termo de 

consentimento livre e esclarecido é assinado, seguindo as normas de boas práticas 

clínicas. Em seguida, os pacientes foram encaminhados ao setor de coleta do INI.  

3.5. População do estudo 

 O presente estudo incluiu pacientes portadores da doença de Chagas crônica 

e indivíduos em investigação para doença de Chagas atendidos no INI.  Estes 

pacientes foram estratificados de acordo com o Consenso Brasileiro para doença de 

Chagas (2005), no qual a fase crônica cardíaca é classificada da seguinte forma: 

Estágio A – ECG alterado e ECO normal; Estágio B – ECG alterado e ECO com 

alteração global ou segmentar da função sistólica do ventrículo esquerdo sem clínica 

de IC subdivido em B1: fração de ejeção (FE) do VE > 45% e B2: FE < 45%; Estágio 

C – IC não refratária; Estágio D – IC refratária. A caracterização do quadro clínico foi 

realizada através da coleta de dados no prontuário e entrevistas com os pacientes. 

Assim, foram coletados dados demográficos, idade, sexo, sintomatologia, achados 

do ECG e ECO, co-morbidades, hábitos de vida e medicamentos em uso. Estes 

dados orientaram a classificação dos pacientes nas formas da doença de Chagas.  
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3.6. Coleta e processamento do material biológico  

 O detalhamento das diferentes fases da coleta e locais onde ocorrem os 

processamentos do material biológico encontra-se na figura 3.1. 

 

 

 

Figura 3.1: Fluxograma evidenciando as principais etapas e locais do 

processamento da amostra. 

3.6.1. Coleta do sangue 

Dez mL de sangue total periférico dos pacientes foram coletados por punção 

venosa. Cinco mL em tubos vacutainer (BD Vacutainer® Blood Collection Tubes) 

com anticoagulante para extração do DNA genômico e cinco mL em tubos 

vacutainer (BD Vacutainer® Blood Collection Tubes) sem anticoagulante, para 

obtenção do soro e análise dos valores séricos do TGF-β1 e BNP. Após toda a 

manipulação necessária, as amostras foram aliquotadas em tubos criogênicos de 

2,0 mL e encontram-se armazenados no Banco de Sangue e Soro (-70°) do 

LAGFB/IOC sob responsabilidade da Dra. Mariana Caldas Waghabi e Dr. Roberto 

Magalhães Saraiva.   
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3.6.2. Extração do DNA genômico 

Cem L de cada amostra foram submetidos à extração de DNA com 

DNeasy® Blood & Tissue Kit, segundo protocolo do fabricante (QIAgen Ltda., 

Crawley, Reino Unido). O DNA extraído foi analisado em gel de agarose a 0,8% em 

tampão TBE 1x, com marcador de peso molecular de 1Kb DNA Ladder (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) corado com brometo de etídio. A qualidade e quantidade do 

DNA foi obtida através da excitação por luz ultravioleta no GelDocTM XR+ Systems e 

foto documentada utilizando o Programa Quantity One (Bio-Rad). Além disto, para 

dosagem mais precisa do DNA extraído, a concentração foi mensurada por 

fluorometria utilizando o dsDNA HS Assay Kit e a leitura foi realizada no Qubit® 2.0. 

Fluorometer (Invitrogen, Carisbad, Califórnia, EUA). Desta forma, identificamos que 

as amostras apresentaram concentração aproximada de 20-40ng/mL. Os tubos de 

DNA estoque encontram-se armazenados no Banco de DNA (-70°) do LAGFB/IOC 

sob responsabilidade da Dra. Mariana Waghabi e Dr. Roberto Magalhães Saraiva.   

3.6.3. Obtenção do soro  

Os tubos sem anticoagulante foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos 

e o soro obtido foi aliquotado em tubos criogênicos de 2.0 mL. Estes tubos foram 

armazenados no Banco de Soro (-70°) do LAGFB/IOC sob responsabilidade da Dra. 

Mariana Caldas Waghabi e Dr. Roberto Magalhães Saraiva.   

3.7. Genotipagem 

3.7.1. SNP do gene de TGF-1 

Após busca na literatura, cinco SNPs do gene de TGF-1 relacionados a 

problemas cardíacos e processos fibróticos foram selecionados e avaliados na 

população do estudo: na região promotora: rs1800468 (-800G>A) e rs1800469 (-

509C>T); no exon 01: rs1800470 (+10T>C) e rs1800471 (+25G>C); e exon 05: 

rs1800472 (+263C>T) (Tabela 3.2). 
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Tabela 3.1: Características gerais dos SNP do gene de TGF-1 selecionados. 

 

Região SNP Troca 
Código 

dbSNP 

Promotora 
-800 G>A rs1800468 

-509 C>T rs1800469 

Exon 01 
+10 T>C rs1800470 

+25 G>C rs1800471 

Exon 05 +263 C>T rs1800472 

3.7.2. Desenho dos oligonucleotídeos 

 Baseado na sequência de referência depositada no NCBI (NG_013364 | 

Homo sapiens transforming growth factor, beta 1 (TGF-1)), oligonucleotídeos foram 

desenhados para as regiões de interesse (Tabela 3.2).  

 

Tabela 3.2: Características gerais dos pares de oligonucleotídeos utilizados para 

identificação dos polimorfismos. 

 

Oligonucleotídeo Sequência 
Fragmento 

(pb) 

Região 

promotora 

(S)5`-cagttggcgagaacagttgg-3` 

(AS)5`-agaacggaaggagagtcagg-3` 
594 

Exon 01 
(S)5`-attcaagaccacccaccttc-3` 

(AS)5`-gctcagtgccatcctcttt-3` 
730 

Exon 05 
(S)5`-tttgctccttccttcctcttc-3` 

(AS)5`-gttcttacacccagacctcatc-3` 
700 
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3.7.3. Reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional 

A PCR convencional foi realizada utilizando o kit PCR Master Mix (Promega 

Madison, Wisconsin, USA). Para verificar a temperatura de anelamento ideal para 

cada oligonucleotídeo e para amplificação exponencial da região de interesse. As 

condições da reação da PCR foram: preincubação a 94°C por 5 minutos, seguidos 

de 30 ciclos com temperatura de desnaturação a 94°C por 30 segundos; a 

temperatura de anelamento foi ajustada de acordo com cada oligonucleotídeo 

(Região promotora: 59° / Exon 01: 62° / Exon 05: 61°C) por 30 segundos e a 

temperatura de extensão a 72°C por 30 segundos. Na etapa final da PCR, utilizamos 

uma temperatura a 72°C por 7 minutos. Os produtos finais da PCR (5l) foram 

aplicados em um gel de agarose a 2% em tampão TBE1x e corados com brometo de 

etídeo. 

3.7.4. Purificação dos produtos amplificados e Sequenciamento 

Os fragmentos obtidos com a PCR foram purificados utilizando o Ilustra GFX 

PCR DNA and Gel Band Purification Kits (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino 

Unido). Em seguida, as amostras foram submetidas ao sequenciamento automático 

de 96 capilares ABI-3730xl (Applied Biosystem, EUA) conforme descrito por Otto e 

cols. (2008). Este ensaio foi realizado na plataforma de Sequenciamento de DNA do 

PDTIS/FIOCRUZ. A qualidade das sequências foi observada utilizando o software 

Chromas Lite (Technelysium Pty Ltd) e alinhadas à sequência referência no software 

BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall). 

3.8. Quantificação dos níveis séricos TGF-1 e BNP 

A dosagem das proteínas TGF-1 e BNP foi realizada pelo método de ELISA 

utilizando, respectivamente, os kits Quantikine ELISA Human ImmunoAssay (R&D 

Systems, Minneapolis, MN, EUA) e Peptide Enzyme Immunoassay (Peninsula 

Laboratories Inc., Bachem Group, San Carlos, CA, EUA). Os experimentos seguiram 

conforme as recomendações do fabricante.  As medidas de absorbância foram 

obtidas, contra o branco, em um leitor de microplacas da Molecular Devices com 

filtro de 450nm. As leituras foram obtidas no programa SoftMax Pro Software. Todas 



Casuística e Métodos 

 

29 
 

as amostras foram testadas em duplicata e a média das leituras foi considerada para 

a análise.  

3.9. Análise estatística 

3.9.1. Cálculo do tamanho amostral 

Para o cálculo do tamanho amostral, foi levado em consideração a 

prevalência de 30% do alelo T do TGF-1 em uma população com doença de 

Chagas (Calzada e cols, 2009). Supondo que haja uma prevalência deste alelo 30% 

maior (39%) nos pacientes em estágios avançados da doença de Chagas (estágios 

C e D) e 30% menor (21%) em pacientes na fase indeterminada, calculamos ser 

necessário a inclusão de ao menos 100 pacientes neste estudo (erro α de 5% e erro 

β de 20%; análise feita através do programa MedCalc 9.2.0.2). Foi incluído também 

um grupo controle composto por 29 indivíduos. 

3.9.2. Frequências alélicas e genotípicas 

A associação dos genótipos e alelos à doença de Chagas e sua progressão 

foram realizadas utilizando o teste de Qui-Quadrado. Este também foi utilizado para 

investigar se as frequências genotípicas do grupo de indivíduos controle e pacientes 

estavam em equilíbrio genético de Hardy-Weinberg. Valores de p<0,05 foram 

considerados significativos. Estas análises foram realizadas através do software IBM 

SPSS Statistics 22.0. 

3.9.3. Diferenças entre os parâmetros quantitativos 

As variáveis com distribuição normal foram apresentadas na forma de média e 

desvio padrão (DP). Posteriormente suas diferenças foram testadas entre os grupos 

analisados através do teste t-student. Para a variação dos parâmetros entre os 

diferentes estágios da evolução clínica cardíaca da doença de Chagas foram 

realizados testes One-Way ANOVA e o teste não paramétrico Kruskal-Wallis. 

Valores de p<0,05 foram considerados significativos. Estas análises foram 

realizadas através dos softwares IBM SPSS Statistics 22.0 e GraphPad Prism 5.01. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Descrição da população do estudo 

4.1.1. Pacientes 

Foram recrutados um total de 203 pacientes para o projeto, sendo que 4 

não consentiram, 13 consentiram mas não compareceram ao setor de coleta 

de sangue, e 5 foram excluídos (2 com forma digestiva associada, 1 com 

tratamento prévio com benznidazol, 1 com co-infecção com hepatite C e 1 teve 

o sangue hemolisado). Assim, a população final estudada foi constituída por 

181 indivíduos recrutados no serviço do ambulatório do Instituto Nacional de 

Infectologia Evandro Chagas (FIOCRUZ/RJ): 29 controles, 53 pacientes com a 

forma indeterminada da doença de Chagas e 99 pacientes com a forma 

cardíaca da doença de Chagas (24 no estágio A, 25 no estágio B, 44 no 

estágio C e 6 no estágio D).  

 

Através dos dados obtidos dos pacientes que participaram do estudo, 

realizamos uma análise segmentar da origem, faixa etária e gênero dos 

indivíduos analisados (Figura 4.1). Dessa forma, concluímos que a maioria 

(63,8%) dos indivíduos são naturais da região nordeste do Brasil, seguido da 

região sudeste (27,3%) e pequeno número das regiões norte, centro-oeste e 

sul (4,3%) (Figura 4.1A). A estratificação por faixa etária mostra que 

aproximadamente 29% dos pacientes tem menos de 50 anos, 31% se 

encontram na faixa etária de 51-59 anos e 39% dos indivíduos tem mais de 60 

anos (Figura 4.1B). Em relação ao gênero da população, identificamos que 

58% dos indivíduos são do gênero feminino e, consequentemente, 42% 

masculino (Figura 4.1C).   
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Figura 4.1: Informações obtidas durante a consulta médica no grupo de 

indivíduos controle e pacientes portadores da doença de chagas incluídos no 

estudo: (A) Naturalidade, (B) Faixa Etária e (C) Gênero. 
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Outras características clínicas dos pacientes estão descritas na Tabela 

4.1 Os pacientes dos grupos em estágio A+B e em estágio C+D eram mais 

idosos significativamente que controles e indeterminados (p<0,05). Pacientes 

em estágio A+B eram mais frequentemente oriundos da região Sudeste (43%) 

do que os em forma indeterminada ou nos estágios C+D (24%) (p<0,05). Não 

houve significância estatística entre as análises para a frequência de sexo 

masculino, naturalidade das demais regiões do Brasil, hipertensão, diabetes 

mellitus, coronariopatia, dislipidemia e tabagismo. 

4.1.2. Características eletrocardiográficas e ecocardiográficas 

 Como esperado, as alterações eletrocardiográficas foram mais 

prevalentes nos pacientes com forma cardíaca, devido à classificação seguida 

no projeto, descrita na seção de Metodologia. Os pacientes com a forma 

indeterminada, por definição, não apresentavam nenhuma alteração 

eletrocardiográfica definidora de forma cardíaca da doença de Chagas. Apenas 

1 paciente com forma indeterminada apresentava baixa voltagem e 2 

hemibloqueio anterior esquerdo que quando presentes de forma isolada não 

caracterizam forma cardíaca da doença de Chagas. 

 

Entre os indivíduos controle, também observamos alguns indivíduos com 

alterações eletrocardiográficas e ecocardiográficas, já que o critério de inclusão 

de controles usado neste projeto não excluía pessoas com doença conhecida 

(Tabela 4.2). Dos 29 indivíduos controle recrutados para o presente estudo, 23 

apresentavam algum tipo de acometimento ou disfunção cardíaca, tais como: 

alteração primária da repolarização ventricular e da fração de ejeção, bloqueio 

completo de ramo direito, hemibloqueio anterior esquerdo, entre outros, 

representando 80% do grupo. 
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Tabela 4.1. Características clínicas dos indivíduos analisados 

 Controles 

n=29 

Indeterminados 

n=53 

Estágios A+B 

n=49 

Estágios C+D 

n=50 

Idade 50±16 52±11 61±10*† 58±13*† 

Masculino 9 (31%) 24 (45%) 16 (33%) 26 (52%) 

Naturalidade     

Norte 0 0 0 1 (2%) 

Nordeste 20 (69%) 42 (79%) 27  (55%) 35 (70%) 

Centro-Oeste 0 0 1 (2%) 2 (4%) 

Sudeste 9 (31%) 8 (15%) 21 (43%)† 12 (24%)‡ 

Sul 0 3 (5%) 0 0 

Hipertensão 16 (55%) 25 (47%) 26 (53%) 21 (42%) 

Diabetes 7 (24%) 6 (11%) 4 (8%) 5 (10%) 

Coronariopatia 2 (7%) 1 (2%) 1 (2%) 1 (2%) 

Dislipidemia 7 (24%) 12 (23%) 15 (31%) 13 (26%) 

Tabagismo 0 2 (4%) 3 (6%) 1 (2%) 

Medicamento     

IECA - 15 (28%) 12 (24%) 19 (38%) 

Espirolactona - 0 2 (4%) 30 (60%) 

Carvedilol - 0 10 (20%) 36 (72%) 

Amiodarona - 0 5 (10%) 16 (32%) 

BRA - 4 (8%) 14 (29%) 16 (32%) 

Furosemida - 0 6 (12%) 36 (72%) 

Digoxina - 0 2 (4%) 14 (28%) 

Nitrato - 1 (2%) 0 5 (10%) 

Varfarina - 0 8 (16%) 18 (36%) 

HCTZ - 13 (25%) 15 (31%) 9 (18%) 

Sinvastatina - 16 (30%) 14 (29%) 16 (32%) 

Hidralazina - 0 0 1 (2%) 

*comparação entre grupos A+B e C+D com o grupo controle (p<0,05);  

†comparação entre grupos A+B e C+D com o grupo de pacientes indeterminados (p<0,05);  

‡comparação entre o grupo C+D com o grupo de pacientes A+B (p<0,05). 

 

Já os pacientes portadores da CCC, observamos que as alterações 

eletrocardiográficas mais comuns no grupo de pacientes em estágio A+B eram 

o bloqueio completo do ramo direito (BRD) de 46,9% e o hemibloqueio anterior 

esquerdo (HBAE) presente em 40,8% dos pacientes. No grupo de pacientes 
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dos estágios C+D, além das alterações previamente descritas, também 

identificamos a presença de pacientes com alteração primária da repolarização 

ventricular (APRV) representando 46% dos indivíduos analisados (Tabela 4.2).  

 

Tabela 4.2. Características Eletrocardiográficas dos indivíduos participantes do 

estudo  

 
Controles 

n=29 (%) 

IND 

n=53 (%) 

A+B 

n=49 (%) 

C+D 

n=50 (%) 

MP 0 0 6 (12,2%) 12 (24%) 

BRD 4 (16%) 0 23 (46,9%) 23 (46%) 

BV 0 1 (1,9%) 4 (8,2%) 10 (20%) 

HBAE 3 (10,3%) 2 (3,8%) 20 (40,8%) 23 (46%) 

ZEI 1 (3,4%) 0 5 (10,2%) 7 (14%) 

APRV 4 (16%) 0 17 (34,7%) 24 (46%) 

APRV: alteração primária da repolarização ventricular; BRD: bloqueio completo de ramo direito; 

BV: baixa voltagem; HBAE: hemibloqueio anterior esquerdo; MP: marcapasso; ZEI: zona 

elétrica inativa. 

 

 Em relação aos dados ecocardiográficos, entre os controles (n=29) havia 

um único paciente com disfunção sistólica. Em termos de disfunção diastólica, 

55% dos controles tinham função diastólica normal, 31% déficit de 

relaxamento, 6,9% padrão pseudo-normal e em 6,9% a função diastólica não 

pôde ser classificada devido à fibrilação atrial. O critério escolhido para 

definição de controle visou incluir indivíduos com história epidemiológica para 

doença de Chagas, desta forma esses indivíduos poderiam apresentar 

alterações no eletrocardiograma e ecocardiograma. Assim, a comparação entre 

achados ecocardiográficos de controles e pacientes em forma indeterminada 

não foi realizado. 

 

 Entre os pacientes com forma indeterminada (n=53), todos 

apresentavam função sistólica de VE preservada. A função diastólica era 

normal em 57% dos pacientes enquanto que 36% apresentavam déficit de 

relaxamento e 6% padrão pseudo-normal. Entre os pacientes no estágio A+B 

da forma cardíaca (n=49), 28% tinham disfunção sistólica do VE sendo 20% 

disfunção leve, 4% disfunção moderada e 4% disfunção grave. A função 
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diastólica era normal em 22,4% dos pacientes enquanto que 49% 

apresentavam déficit de relaxamento, 18,4% padrão pseudo-normal e em 

10,2% a função diastólica não pode ser classificada devido a FA. Entre os 

pacientes no estágio C+D da forma cardíaca (n=50), 49 tinham disfunção 

sistólica do VE, sendo 14% disfunção leve, 40% disfunção moderada e 44% 

disfunção grave. A função diastólica era normal em 4% dos pacientes, 

enquanto 26% tinham déficit de relaxamento, 16% padrão pseudo-normal, 44% 

padrão restritivo e em 10% a função diastólica não pôde ser classificada devido 

a FA. 

 

 De acordo com a classificação utilizada no trabalho, observamos que os 

pacientes do estágio A+B apresentavam em média um aumento significativo 

(p<0,05) do diâmetro do átrio esquerdo, do diâmetro sistólico e diastólico do 

ventrículo esquerdo quando comparados com indivíduos do grupo 

indeterminado. Esses pacientes também apresentaram uma importante 

diminuição da velocidade E’ quando comparados com os grupos indeterminado 

e controle. Já os pacientes nos estágios mais graves da doença, estágios C+D, 

as alterações ecocardiográficas foram ainda mais marcantes, dentre estas 

podemos destacar: os diâmetros cavitários do átrio esquerdo e do ventrículo 

esquerdo cerca de 8mm maior em relação aos pacientes controles e 

portadores da forma indeterminada. Já a fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo era aproximadamente 50% menor nos pacientes dos estágios mais 

graves da forma cardíaca que nos demais grupos.  Em relação aos parâmetros 

de função diastólica do ventrículo esquerdo, as razões E/A e E/E’ foram 

maiores e a velocidade E’ foram significativamente menores nos pacientes em 

estágios C+D do que nos demais grupos. A pressão sistólica da artéria 

pulmonar também foi analisada e observamos um aumento importante nos 

pacientes nos estágios mais graves da forma cardíaca do que nos demais 

grupos do estudo (Tabela 4.3). 
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Tabela 4.3. Características ecocardiográficas dos indivíduos participantes do 

estudo 

 Controles 

n=29 

Indeterminados 

n=53 

Estágios A+B 

n=49 

Estágios C+D 

n=50 

AE, mm 37 ± 6 36 ± 4 39 ± 5*† 45 ± 5*†‡ 

VEd,mm 52 ± 8 50 ± 4 54 ± 5† 68 ± 7*†‡ 

VEs, mm 32 ± 8 30 ± 4 35 ± 8† 56 ± 8*†‡ 

FE, % 68 ± 10 71 ±7 63 ± 13† 35 ± 11*†‡ 

Razão E/A 1,2 ± 0,4 1,2 ± 0,5 1,0 ± 0,4 2,1 ± 1,3*†‡ 

TD, ms 168 ± 33 179 ± 59 187 ± 66 159 ± 80 

E’, cm/s 10,5 ± 4,6  9,4 ± 2,8 7,2 ± 2,4*† 5,3 ± 1,9*†‡ 

Razão E/E’ 9,3 ± 3,9 8,2 ± 2,5 11,3 ± 5,7† 18,6 ± 7,9*†‡ 

PSAP, mmHg 26 ± 16 27 ± 9 31 ± 10 41 ± 13*†‡ 

A, velocidade máxima do fluxo mitral na contração atrial; AE, átrio esquerdo; E, velocidade 

máxima do fluxo mitral na fase de enchimento rápido; E’, velocidade máxima do deslocamento 

miocárdio no início da diástole; FE, fração de ejeção; PSAP, pressão sistólica de artéria 

pulmonar; TD, tempo de desaceleração da onda E; VEd, diâmetro do ventrículo esquerdo no 

final da diástole; VEs, diâmetro do ventrículo esquerdo no final da sístole.  

* comparação entre grupos A+B e C+D com o grupo controle (p<0,05);  

† comparação entre grupos A+B e C+D com o grupo de pacientes indeterminados (p<0,05);  

‡ comparação entre o grupo C+D com o grupo de pacientes dos estágios A+B (p<0,05). 

4.2. Avaliação dos polimorfismos com a susceptibilidade ao 

desenvolvimento da infecção e com a progressão da doença de Chagas 

Nesta primeira análise, quando avaliamos os polimorfismos associados 

à suscetibilidade ao desenvolvimento da doença e dos estágios clínicos da fase 

crônica da doença de Chagas foram estabelecidos padrões: os pacientes 

considerados casos foram os IND, estágios A+B e C+D e os pacientes não 

infectados pelo T. cruzi foram considerados controles. 
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4.2.1. Região promotora do gene TGF-1: -800G>A 

  O polimorfismo identificado com o rs1800468, é caracterizado pela 

alteração de uma guanina por uma adenina na posição -800 da região 

promotora do gene TGF-1. Ao avaliar a associação deste polimorfismo com o 

desenvolvimento e progressão para a forma cardíaca da doença (Tabela 4.4 e 

4.5), não encontramos diferenças significativas entre a distribuição das 

frequências genotípicas e alélicas. Desta forma, podemos considerar que o 

polimorfismo -800G>A não está associado ao desenvolvimento da doença, 

assim como não se relaciona com a progressão dos diferentes estágios clínicos 

da CCC. 

 

Tabela 4.4: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo na posição -800 

do gene TGF-1 avaliando a associação com a susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença de Chagas. 

 

 

Caso 
n = 152 (%) 

Controle 
n = 29 (%) 

OR (IC 95%) p 

GG 134 (88.15) 27 (93.10) Referência 

AG 17 (11.18) 2 (6.89) 1,71 (0,39-5,19) - 

AA 1 (0.06) 0 (0.00) 0 (0,05-7,00) - 

Alelo G 19 2 Referência 

Alelo A 285 56 0,54 (0,19-2,25) - 
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Tabela 4.5: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo na posição -800 

na região promotora do gene TGF-1 comparando pacientes A+B, C+D e os 

estágios indeterminado. 

 

 
A+B  

n = 49 (%) 
IND  

n = 53 (%) 
OR (IC 95%) p 

GG 46 (93,88) 45 (84,91) Referência 

AG 3 (6,12) 8 (15,09) 0,37 (0,12-1,40) 0.16 

AA 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,06-16,12) - 

Alelo G 95 (96,94) 98 (92,45) Referência 

Alelo A 3 (3,06) 8 (7,55) 0,39 (0,13-1,43) 0.16 

 
C+D  

n = 50 (%) 
IND  

n = 53 (%) 
OR (IC 95%) p 

GG 43 (86,00) 45 (84,91) Referência 

AG 6 (12,00) 8 (15,09) 0,78 (0,27-2,33) - 

AA 1 (2,00) 0 (0,00) 0 (0,27-35,85) 0,31 

Alelo G 92 (92,00) 98 (92,45) Referência 

Alelo A 8 (8,00) 8 (7,55) 1,07 (0,41-2,80) - 

 
C+D  

n = 50 (%) 
A+B  

= 49 (%) 
OR (IC 95%) p 

GG 43 (86,00) 46 (93,88) Referência 

AG 6 (12,00) 3 (6,12) 2,14 (0,54-7,25) 0.32 

AA 1 (2,00) 0 (0,00) 0 (0,25-36,63) 0.32 

Alelo G 92 (92,00) 95 (96,94) Referência 

Alelo A 8 (8,00) 3 (3,06) 2,75 (0,75-8,42) 0.16 

 

4.2.2. Região promotora do gene TGF-1: -509C>T 

O polimorfismo registrado com o rs1800469 é caracterizado pela 

alteração de uma citosina por uma timina na posição -509 da região promotora 

do gene TGF-1. Quando comparamos as frequências genotípicas e alélicas 

do polimorfismo nesta posição entre os pacientes infectados pelo T. cruzi e os 

indivíduos controle (Tabela 4.6) a fim de identificar a associação com a 

susceptibilidade a desenvolver a doença de Chagas, observamos um 

importante aumento na frequência do genótipo CT (p<0,01) e TT (p<0,05) no 

grupo de pacientes portadores da doença em relação aos indivíduos controle. 

...............................................................................................................................

.............................................................................................................................
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Observamos também que indivíduos portadores dos genótipos CT e TT 

apresentam risco, respectivamente, 4,53 (IC 95% = 1,40-14,19) e 3,17 (IC 95% 

= 1,06-9,53) vezes maior de desenvolver a doença do que indivíduos 

carreadores do genótipo CC. Estas análises sugerem que a presença do 

polimorfismo em heterozigose ou homozigose tem significativa associação à 

susceptibilidade ao desenvolvimento da doença de Chagas. 

 

Tabela 4.6: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo na posição -509 

do gene TGF-1 avaliando a associação com a susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença de Chagas. 

 

 

Caso 
n = 152 (%) 

Controle 
n = 29 (%) 

OR (IC 95%) p 

CC 10 (6.58) 6 (20.69) Referência 

CT 68 (44.74) 9 (31.03) 4,53 (1,40-14,19) 0.01 

TT 74 (48.68) 14 (48.28) 3,17 (1,06-9,53) 0.05 

Alelo C 88 21 Referência 

Alelo T 216 37 1,39 (0,79-2,51) 0.32 

 

Em relação às análises do polimorfismo -509C>T associado aos 

diferentes estágios da forma cardíaca da doença (Tabela 4.7), não 

encontramos diferenças significativas entre a distribuição das frequências 

genotípicas e alélicas entre os grupos A+B, C+D e pacientes indeterminados. 

Desta forma, podemos considerar que o polimorfismo -509C>T não está 

associado com a progressão dos diferentes estágios clínicos da CCC. 
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Tabela 4.7: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo na posição -509 

na região promotora do gene TGF-1 comparando pacientes A+B, C+D e os 

estágios indeterminado. 

 

 
A+B  

n = 49 (%) 

IND  
n = 53 

(%) 
OR (IC 95%) p 

CC 4 (8,16) 3 (5,66) Referência 

CT 24 (48,98) 23 (43,40) 0,78 (0,19-3,39) - 

TT 21 (42,86) 27 (50,94) 0,58 (0,15-2,54) - 

Alelo C 32 (32,65) 29 (24,36) Referência 

Alelo T 66 (67,35) 77 (72,64) 0,78 (0,43-1,41) - 

 
C+D  

n = 50 (%) 

IND  
n = 53 

(%) 
OR (IC 95%) p 

CC 3 (6,00) 3 (5,66) Referência 

CT 21 (42,00) 23 (43,40) 0,91 (0,20-4,11) - 

TT 26 (52,00) 27 (50,94) 0,96 (0,22-4,25) - 

Alelo C 27 (27,00) 29 (27,36) Referência 

Alelo T 73 (73,00) 77 (73,64) 1,02 (0,56-1,86) - 

 

C+D  
n = 50 (%) 

A+B 
n = 49 (%) 

OR (IC 95%) p 

CC 3 (6,00) 4 (8,16) Referência 

CT 21 (42,00) 24 (48,98) 1,17 (0,27-4,73) - 

TT 26 (52,00) 21 (42,86) 1,65 (0,38-6,62) - 

Alelo C 27 (27,00) 32 (32,65) Referência 

Alelo T 73 (73,00) 66 (67,35) 1,31 (0,72-2,39) - 

4.2.3. Exon 01 do gene TGF-1: +10T>C 

O polimorfismo identificado com o rs1800470 é caracterizado pela 

alteração de uma citosina por uma timina no códon 10 do exon 01 do gene 

TGF-1. Analisando as frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo 

neste códon entre os pacientes portadores da doença e os indivíduos controle 

(Tabela 4.8) a fim de identificar a associação com a susceptibilidade com a 

doença de Chagas, identificamos importante aumento na frequência do 

genótipo CT (p<0.008) no grupo de pacientes portadores da doença (61,18%) 

em relação aos controles (44,8%). Além disso, também observamos um 

significativo aumento na frequência dos carreadores dos genótipos TT (p<0.05) 

no grupo de casos em 

...............................................................................................................................
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...............................................................................................................................

relação aos indivíduos controle.  Desta forma, podemos sugerir que indivíduos 

com os genótipos CT e CC no codón 10 do gene TGF-1 possuem, 

respectivamente, 4 (IC 95% = 1,49-11,03) e 3 (IC 95% = 1,05-9,36) vezes mais 

susceptibilidade ao desenvolvimento da doença de Chagas.  

 

Tabela 4.8: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo no códon 10 do 

gene TGF-1 avaliando a associação com a susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença de Chagas. 

 

 
Casos  

n = 152 (%) 
Controle  

n = 29 (%) 
OR (IC 95%) p 

TT 14 (9,21) 8 (27,59) Referência 

CT 93 (61,18) 13 (44,83) 4,09 (1,49-11,03) 0.005 

CC 45 (29,61) 8 (27,59) 3,21 (1,05-9,36) 0.04 

Alelo C 121 29 Referência 

Alelo T 183 29 1,51 (0,87-2,63) 0.16 

 

Em relação às análises do polimorfismo +10T>C associado aos 

diferentes estágios da forma cardíaca da doença (Tabela 4.9), não 

encontramos diferenças significativas entre a distribuição das frequências 

genotípicas e alélicas entre os grupos A+B e C+D e pacientes indeterminados. 

Desta forma, podemos considerar que o polimorfismo +10T>C não está 

associado com a progressão dos diferentes estágios clínicos da CCC. 
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Tabela 4.9: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo no códon 10 do 

gene TGF-1 comparando pacientes A+B, C+D e os estágios indeterminado. 

 

 
A+B  

n = 49 (%) 
IND  

n = 53 (%) 
OR (IC 95%) p 

TT 8 (16,33) 3 (5,66) Referência 

CT 31 (63,27) 31 (58,49) 0,38 (0,11-1,47) 0.32 

CC 10 (20,41) 19 (35,85 0,20 (0,06-1,36) 0.32 

Alelo T 47 (47,96) 37 (34,91) Referência 

Alelo C 51 (52,04) 69 (65,09) 0,58 (0,34-1,02) 0.08 

 
C+D  

n = 50 (%) 
IND  

n = 53 (%) 
OR (IC 95%) p 

TT 3 (6,00) 3 (5,66) Referência 

CT 31 (92,00) 31 (58,49) 1,00 (0,23-4,35) - 

CC 16 (32,00) 19 (35,85) 0,84 (0,18-3,91) - 

Alelo T 37 (37,00) 37 (34,90) Referência 

Alelo C 63 (63,00) 69 (65,10) 0,91 (0,52-1,60) - 

 

C+D  
n = 50 (%) 

A+B  
n = 49 (%) 

OR (IC 95%) p 

TT 3 (6,00) 8 (16,33) Referência 

CT 31 (62,00) 31 (63,27) 2,67 (0,68-8,70) 0.32 

CC 16 (32,00) 10 (20,41) 4,26 (0,94-15,49) 0.08 

Alelo T 37 (37,00) 51 (50,00) Referência 

Alelo C 63 (63,00) 51 (50,00) 1,70 (0,97-2,95) 0.08 

4.2.4. Exon 01 do gene TGF-1: +25G>C 

O polimorfismo identificado com o rs1800471, é caracterizado pela 

alteração de uma guanina por uma citosina no códon 25 do exon 01 do gene 

TGF-1. Quando avaliamos a associação do polimorfismo no códon 25 ao 

desenvolvimento da doença e dos estágios da forma cardíaca entre os 

diferentes grupos (Tabela 4.10 e 4.11), não encontramos diferenças 

significativas entre a distribuição das frequências genotípicas e alélicas. Desta 

forma, podemos considerar que o polimorfismo +25G>C não está associado ao 

desenvolvimento dos estágios clínicos e à susceptibilidade à doença de 

Chagas. 
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Tabela 4.10: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo no códon 25 

do gene TGF-1 avaliando a associação com a susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença de Chagas. 

 

 

Casos 
 n = 152 (%) 

Controle n 
= 29 (%) 

OR (IC 95%) p 

GG 131 (86.18) 27 (93.10) Referência 

CG 20 (13.16) 2 (6.90) 2,06 (0,48-6,15) - 

CC 1 (0.66) 0 (0.00) 0,00 (0,05-7,16) - 

Alelo C 282 56 Referência 

Alelo G 22 2 0,42 (0,16-1,91) 0.31 

 

Tabela 4.11: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo no códon 25 

do gene TGF-1 comparando pacientes A+B, C+D e os estágios 

indeterminado. 

 

 
A+B  

n = 49 (%) 
IND  

n = 53 (%) 
OR (IC 95%) p 

GG 43 (87,76) 47 (88,68) Referência 

CG 6 (12,24) 5 (9,43) 1,31 (0,40-4,14) - 

CC 0 (0,00) 1 (1,89) 0,00 (0,03-4,16) - 

Alelo G 92 (93,88) 99 (93,40) Referência 

Alelo C 6 (6,12) 7 (6,60) 0,92 (0,33-2,67) - 

 
C+D  

n = 50 (%) 
IND  

n = 53 (%) 
OR (IC 95%) p 

GG 41 (82,00) 47 (88,68) Referência 

CG 9 (18,00) 5 (9,43) 0,56 (0,52-3,64) 0.32 

CC 0 (0,00) 1 (1,89) 0,00 (0,11-1,69) 0.32 

Alelo G 91 (91,00) 99 (93,40) Referência 

Alelo C 9 (09,00) 7 (6,60) 1,40 (0,52-3,64) - 

 

C+D  
n = 50 (%) 

A+B  
n = 49 (%) 

OR (IC 95%) p 

CC 41 (82,00) 43 (87,76) Referência 

CT 9 (18,00) 6 (12,24) 1,57 (0,53-4,40) - 

TT 0 (0,00) 0 (0,00) 0,00 (0,06-17,30) - 

Alelo G 91 (91,00) 92 (93,88) Referência 

Alelo C 9 (9,00) 6 (6,12) 1,52 (0,54-4,05) - 
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4.2.5. Exon 05 do gene TGF-1: +263C>T 

O polimorfismo registrado com o rs1800472 é caracterizado pela 

alteração de uma citosina por uma timina no códon 263 do exon 05 do gene 

TGF-1. Analisando as frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo 

nesta posição relacionando ao desenvolvimento da doença e à progressão aos 

estágios da forma cardíaca (Tabela 4.12 e 4.13), não identificamos aumento na 

distribuição da frequência dos genótipos e alelos. Assim, podemos afirmar que 

o polimorfismo +263C>T não está associado à susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença ou à sua progressão. 

 

Tabela 4.12: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo no códon 263 

do gene TGF-1 avaliando a associação com a susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença de Chagas. 

 

 

Casos  
n = 152 (%) 

Controle 
n = 29 (%) 

OR (IC 95%) p 

CC 145 (95.39) 28 (96.55) Referência 

CT 6 (3.95) 1 (3.45) 1,16 (0,17-4,29) - 

TT 0 (0) 0 (0) 0 (0,01-3,22) - 

Alelo T 6 1 Referência 

Alelo C 296 57 0,87 (0,24-5,87) - 
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Tabela 4.13: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo no códon 263 

do exón 05 do gene TGF-1 comparando pacientes A+B, C+D e os estágios 

indeterminado. 

 

 
A+B  

n = 49 (%) 
IND  

n = 53 (%) 
OR (IC 95%) p 

CC 47 (95,92) 51 (96,23) Referência 

CT 2 (4,08) 2 (3,77) 1,09 (0,21-5,63) - 

TT 0 (0) 0 (0) 0 (0,07-17,82) - 

Alelo C 96 (97,96) 104 (98,11) Referência 

Alelo T 2 (2,04) 2 (1,89) 1,08 (0,21-5,49) - 

 
C+D  

n = 50 (%) 
IND 

n = 53 (%) 
OR (IC 95%) p 

CC 48 (96,00) 51 (96,23) Referência 

CT 2 (4,00) 2 (3,77) 1,06 (0,20-5,51) - 

TT 0 (0) 0 (0) 0 (0,06-17,45) - 

Alelo C 98 (98,00) 104 (98,11) Referência 

Alelo T 2 (2,00) 2 (1,89) 1,06 (0,06-15,47) - 

 

C+D  
n = 50 (%) 

A+B  
n = 49 (%) 

OR (IC 95%) p 

CC 48 (96,00) 47 (95,92) Referência 

CT 2 (4,00) 2 (4,08) 0,97 (0,19-5,09) - 

TT 0 (0) 0 (0) 0 (0,06-16,11) - 

Alelo C 98 (98,00) 96 (97,96) Referência 

Alelo T 2 (2,00) 2 (2,04) 0,98 (0,19-4,97) - 

4.3. Níveis de proteínas circulantes  

4.3.1. TGF-e BNP  

 O soro dos indivíduos que consentiram em participar do estudo (controle 

ou pacientes portadores da doença de Chagas) foi obtido para avaliação dos 

níveis séricos do TGF- e BNP através de ensaios de ELISA. Em relação ao 

TGF-, observamos níveis significativamente mais baixos do TGF- circulante 

nos pacientes C+D quando comparados com os indivíduos pacientes 

indeterminados (Figura 4.3A). Quando correlacionamos os níveis séricos em 

relação ao gênero e a idade dos pacientes (Figura 4.3B e C), não observamos 

significativas diferenças, indicando que os níveis do TGF- não são 

influenciados por estes parâmetros.  
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Figura 4.3: Análise dos níveis séricos do TGF- em relação a classificação dos 

grupos do estudo (A), ao gênero (B) e a faixa etária dos pacientes (C). 

Asterisco indica diferença estatística entre os grupos, *p<0,01. 
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As análises dos níveis de BNP circulante mostraram que esta molécula é 

altamente modulada com a evolução da forma cardíaca da doença de Chagas 

crônica (Figura 4.4A). Observamos que os pacientes crônicos com forma 

cardíaca da doença de Chagas, estágios A+B e C+D, apresentavam os níveis 

séricos do BNP significativamente aumentados (respectivamente, p<0,05 e 

p<0,001) quando comparado com pacientes de forma indeterminada. O grupo 

C+D, em média, apresentou cerca de 10 vezes mais BNP circulante do que 

pacientes indeterminados. Quando avaliamos os níveis desta molécula em 

relação ao gênero e a idade, observamos que o sexo não influencia nos níveis 

de BNP circulantes (Figura 4.4B). Já a análise comparando a faixa etária dos 

pacientes com os níveis séricos, identificamos que pacientes com mais de 40 

anos possuem níveis significativamente (p<0,001) mais altos do que pacientes 

até 39 anos (Figura 4.4C).  

4.4. Análise dos polimorfismos com os níveis séricos de TGF-  

Ao avaliar a associação dos níveis circulantes do TGF-1 com os 

polimorfismos selecionados neste estudo, observamos uma associação 

significativa com o SNP na posição -509. A presença do alelo C nesta região 

do gene do TGF-1, sendo heterozigoto (CT) ou homozigoto (CC), está 

correlacionado significativamente a níveis séricos mais baixos do TGF-1 

circulante quando comparado com indivíduos TT na posição -509. Não 

identificamos associação dos polimorfismos na posição -800, nos códons 10 e 

25 e 263 com os níveis circulantes do TGF-1 (Figura 4.5).  
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Figura 4.4: Análise dos níveis séricos do BNP em relação a classificação dos 

grupos do estudo (A), ao gênero (B) e a faixa etária dos pacientes (C). 

Asterisco indica diferença estatística entre os grupos, *p<0,05 e **p<0,001. 
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Figura 4.5: Associação dos polimorfismos do gene de TGF-1 com os níveis 

séricos do TGF-1: (A) posição -800, (B) posição -509, (C) códon 10 (D) códon 

25 e (E) códon 263. Asterisco indica diferença estatística entre os grupos, 

*p<0,03. 
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4.5. Avaliação dos polimorfismos do gene de TGF-1 com os níveis 

séricos de BNP  

Também realizamos análises a fim de identificar se os níveis do BNP 

circulante no soro dos pacientes estão associados aos polimorfismos 

existentes no gene de TGF-1. Dessa forma, identificamos que os 

polimorfismos da região promotora (-800G>A e -509T>C), dos códons 10 e 263 

do gene de TGF-1 não estão associados aos níveis do BNP no soro dos 

pacientes analisados. Porém, em relação ao códon 25 nós observamos uma 

significante (p<0,02) correlação com este polimorfismo. A presença do alelo C 

no códon 25 no gene de TGF-1 apresentou uma interessante associação com 

níveis séricos mais baixos do BNP (Figura 4.6).   

4.6. Avaliação dos polimorfismos do gene de TGF-1 com a fração de 

ejeção ventricular 

 Em relação às analises associando os polimorfismos estudados com os 

valores da fração de ejeção ventricular obtidos durante o atendimento clínico 

no INI nós não observamos qualquer relação entre eles (Figura 4.7). 
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Figura 4.6: Associação dos polimorfismos do gene de TGF-1 com os níveis 

séricos do BNP: (A) posição -800, (B) posição -509, (C) codón 10 (D) códon 25 

e (E) códon 263. Asterisco indica diferença estatística entre os grupos, *p<0,02. 
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Figura 4.7: Associação dos polimorfismos do gene de TGF-1 com a fração de 

ejeção ventricular: (A) posição -800, (B) posição -509, (C) codón 10 (D) códon 

25 e (E) códon 263. 
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4.7. Avaliação da fração de ejeção ventricular com os níveis de TGF-1 e 

BNP 

Identificamos que o grupo de pacientes que possui FE menor de 35% 

apresentam níveis séricos do BNP significativamente mais altos (~2000pg/ml) 

quando comparados com pacientes com FE maior que 35% (Figura 4.8A). Já 

em relação ao TGF-1, não observamos diferença significativa entre os grupos 

analisados (Figura 4.8B). 

 

 

Figura 4.8: Análise comparativa dos níveis circulantes de BNP (A) e TGF-1 (B) 

com a fração de ejeção ventricular de todos os pacientes analisados, com corte 

em 35% de FE, média encontrada nos estágios mais avançados da CCC. 

Asterisco indica diferença estatística entre os grupos, *p<0,0001. 
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5. DISCUSSÃO 

  A doença de Chagas, causada pelo parasita T. cruzi, é um grande 

problema econômico e de saúde pública na maioria dos países latino-

americanos (Rassi Jr. e cols., 2009), por ser uma das principais causas de IC e 

apresentar alta taxa de morbidade e mortalidade (Parra e cols., 2008; Henao-

Martínez e cols., 2012). Esse fato tem motivado o desenvolvimento de diversos 

estudos envolvendo fatores prognósticos de risco de evolução da doença e de 

morte. Após anos de pesquisa, evidências apontam a influência de fatores 

genéticos do hospedeiro sobre a evolução clínica da doença de Chagas, uma 

vez que pacientes cronicamente infectados podem progredir para a forma 

determinada enquanto que outros se mantêm na forma indeterminada. Assim, 

o reconhecimento da associação entre os polimorfismos de genes específicos 

do hospedeiro, que são descritos por influenciarem diretamente na infecção 

pelo T. cruzi e no desenvolvimento da doença, como, por exemplo: o TGF-1, 

poderia contribuir para o mapeamento de genes de susceptibilidade ou 

resistência à doença de Chagas. 

 

  Na etapa inicial do estudo, em que foi realizado o recrutamento da 

população de pesquisa, identificamos que os pacientes compõem uma 

interessante coorte mista, com indivíduos naturais de todas as regiões do 

Brasil. Este fato é importante para um estudo, no Brasil, envolvendo 

polimorfismos genéticos. Além disso, identificamos um número maior de 

pacientes oriundos das regiões nordeste e sudeste. Segundo a Sociedade 

Brasileira de Infectologia (2014), as regiões originalmente de risco para a 

transmissão vetorial são representadas pelos estados: AL, BA, CE, PB, PE, 

RN, PI, SE, MA (Nordeste); DF, GO, MS, MT, TO (Centro-oeste); MG e SP 

(Sudeste); PR e RS (Sul). No presente trabalho, acreditamos que a distribuição 

da transmissão vetorial contribua com o aumento de indivíduos infectados 

naturais das regiões nordeste e sudeste. 

 

  Em nosso estudo, observamos um maior número de pacientes do 

gênero feminino (58%). Outro trabalho, envolvendo pacientes com CCC e 
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polimorfismos no gene de IL-10, também apresentou maior predominância 

deste gênero (~55%) (Costa e cols., 2009). De acordo com Costa-Junior e 

Maia (2009) homens e mulheres têm igualmente possibilidades em desenvolver 

doenças. Porém as mulheres realizam acompanhamento médico mais 

frequente resultando no aumento da procura ao sistema de saúde. A diferença 

na distribuição do gênero talvez possa ser explicada por este fato. Da mesma 

forma, o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas pode ter maior 

frequência de atendimento à mulheres portadoras da doença de Chagas, uma 

vez que outros trabalhos envolvendo pacientes provenientes desse instituto 

também apresentam participação majoritária do gênero feminino (Araujo-Jorge 

e cols., 2002; Lapa e cols., 2012;). Em relação à faixa etária observamos que 

pacientes da forma indeterminada possuem idade média de 52 anos, enquanto 

que pacientes com forma cardíaca apresentam, em média, idade superior a 58 

anos. Costa e cols. (2009) também identificaram um aumento da idade de 

acordo com a evolução da CCC, pacientes em estágios mais avançados 

apresentavam aproximadamente 6 anos a mais do que os pacientes da forma 

indeterminada. Este fato pode está correlacionado com o tempo de infecção e 

provavelmente com a suscetibilidade de indivíduos mais idosos em 

desenvolver os sintomas clínicos mais graves da doença.   

 

  Alterações eletrocardiográficas em indivíduos com sorologia positiva 

para a doença de Chagas precedem ao aparecimento de outros sintomas, 

como anormalidades ao exame físico e ao estudo radiológico do tórax 

(Marques e col., 2006). Devido a fácil execução e ao baixo custo, o ECG é o 

exame mais difundido e executado na prática clínica (Almeida, 2004). O 

ecocardiograma, segundo o Consenso Brasileiro em doença de Chagas (2005), 

é o exame de eleição para avaliação da função miocárdica e do estadiamento 

da CCC por ser um método não invasivo, reprodutível e de grande acurácia.  

 

  Um trabalho visando identificar a função diastólica atrial e ventricular 

esquerda na doença de Chagas crônica, analisou as manifestações 

eletrocardiográficas em pacientes nos diferentes estágios clínicos da CCC 

(Nascimento e cols., 2013). Foi observado que 4% dos 69 pacientes na forma 

indeterminada apresentavam hemibloqueio anterior esquerdo. Em nosso 
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estudo, também identificamos esta mesma proporção: dos 53 pacientes 3,8% 

apresentavam esta alteração. O hemibloqueio anterior esquerdo não é 

classificador da forma cardíaca, como é o caso da APRV e do BRD. Em 

relação a estes parâmetros, 34,7% do grupo A+B e 46% do grupo C+D 

apresentam APRV enquanto que 46,9% do grupo A+B e 46% do grupo C+D 

possuem BRD. Dados da literatura confirmam que essas alterações são 

características dos grupos mais avançados da CCC. Nascimento e cols. (2013) 

avaliaram estes parâmetros e identificaram que 52% do grupo A+B e 42,3% do 

grupo C+D apresentam APRV e 68% do grupo A+B e 73% do grupo C+D 

possuem BRD. Este fato reforça a boa classificação da coorte de estudo 

realizada pela equipe do INI, coordenada pelo pesquisador Roberto Saraiva. 

    

  As análises de acometimento cardíaco, realizadas por ecocardiograma, 

aumentaram a quantidade e qualidade das informações para a investigação da 

doença de Chagas, tanto funcionais como anatômicas. Tendo em vista isto, 

tornou-se um dos exames complementares mais importantes na clínica dos 

pacientes portadores da doença. Através do ECO é possível identificar 

dilatação de cavidades (do VE, podendo ainda reconhecer o comprometimento 

do AE e das cavidades direitas), trombos e disfunção diastólica e sistólica do 

VE (revisto por Pereira, 2011).  

 

     Desta forma, os pacientes dos estágios C+D apresentaram aumento no 

diâmetro cavitário do AE e do VE cerca de 8mm, e queda da FE do VE, sendo 

aproximadamente 50% menor nos pacientes nos estágios mais graves da 

forma cardíaca do que nos indivíduos controle e indeterminados. Estudos 

mostram que pacientes cardiopatas crônicos apresentam, em média, aumento 

de 5 a 10mm do diâmetro do AE e redução de 30% da FE quando comparados 

com indivíduos sadios (Silva e cols., 2005; Pazin-Filho e cols, 2007; 

Nascimento e cols., 2013). Essas modificações estruturais e funcionais já são 

bem caracterizadas e utilizadas na clínica médica, uma vez que a fração de 

ejeção é requisito para a caracterização dos estágios da forma cardíaca. 

 

  Os mecanismos responsáveis pela susceptibilidade à infecção que estão 

envolvidos no desenvolvimento na doença de Chagas crônica ainda não são 
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bem compreendidos. No entanto, há questionamentos crescentes de que as 

diferenças de suscetibilidade em áreas endêmicas podem ser atribuídas a 

fatores genéticos. Estudos anteriores buscando associação de polimorfismos 

genéticos de citocinas com a evolução da doença de Chagas já foram 

realizados (revisto por Vasconcelos e cols., 2012). Na população mexicana, o 

polimorfismo IL-1 RN teve associação à susceptibilidade ao desenvolvimento 

da doença de Chagas enquanto que o SNP na posição -308 do gene de TNF- 

foi associado à cardiopatia (Rodríguez-Pérez, 2005; Cruz-Robles e cols, 2009).  

 

  Os polimorfismos genéticos do gene TGF-1 também têm sido 

associados à gravidade e susceptibilidade ao desenvolvimento de várias 

doenças, tais como: câncer de boca (Cai e cols., 2013), fibrose pulmonar (Son 

e cols., 2013), doença crônica renal (Nabrdalik e cols., 2013) entre outras. Na 

doença de Chagas, a susceptibilidade ao desenvolvimento associada a 

polimorfismos do gene TGF-1, já foi avaliada. Calzada e cols. (2009) 

estudaram cinco polimorfismos já descritos com significado funcional 

conhecido: posições -988, -800, -509, códon 10 e posição +263. Foram 

analisados os genótipos de pacientes portadores da doença e indivíduos 

controle dos países Colômbia e Peru.  Neste trabalho foi identificado que a 

frequência do genótipo CC no códon 10 do gene TGF-1 era maior no grupo de 

pacientes de ambas as populações. Sugerindo, pela primeira vez, que este 

polimorfismo possa estar envolvido na susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi 

nestes pacientes.  

 

  Mais de dez diferentes SNP já foram descritos, tanto para a região 

promotora quanto para a região codificante no gene de TGF-1 (Watanabe e 

cols., 2002). Dentre esses, selecionamos 5: na região promotora (posições -

509 e -800), no exon 01 (códons 10 e 25) e exon 05 (posição +263). 

Dentro da avaliação genética dos polimorfismos no gene de TGF-1 estudados 

e a correlação com a susceptibilidade ao desenvolvimento e evolução da 

doença de Chagas, os nossos achados mais importantes referem-se ao SNP 

da região promotora do gene TGF-1 na posição -509, onde há a troca de 

citosina por uma timina. Avaliando o teste de homogeneidade genotípica entre 
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amostras, observamos um efeito significativo de susceptibilidade, cerca de 3 

vezes para o genótipo TT e 4,5 vezes para o genótipo CT na posição -509 em 

desenvolver a doença de Chagas. Curiosamente, quando analisamos a 

homogeneidade alélica entre as amostras nós não observamos diferença 

significativa. Acreditamos que os pacientes heterozigotos nesta posição tiveram 

importante participação na análise, tornando o alelo C homogêneo em relação 

ao alelo T, dentro da nossa população de estudo.  

 

  O polimorfismo na posição -509 do gene TGF-1 não havia sido 

estudado previamente na literatura e associado com a susceptibilidade à 

infecção e evolução clínica da doença de Chagas. Mas, em outras doenças 

cardíacas e fibróticas, já foi observada a sua associação. Um trabalho 

interessante desenvolvido por Najar e cols. (2011) analisou a frequência alélica 

na posição -509 do gene TGF- em pacientes com infarto agudo do miocárdio 

em uma população do Irã. Foi observada que a presença do alelo T na posição 

-509 era mais frequente em pacientes com infarto agudo (18,3%) do que no 

grupo controle (11,7%). Choi e cols. (2014) avaliaram a frequência genotípica 

na posição -509 em pacientes portadores de câncer gástrico na Coréia. Foi 

observado que o genótipo TC na posição -509 está associado a maior risco de 

desenvolver câncer gástrico (OR = 1,35 / p<0.01). Outro trabalho também 

avaliou a presença deste polimorfismo na região promotora do gene TGF- em 

pacientes portadores de infecção por hepatite C no Egito. Foi identificado que a 

presença do alelo T na posição -509 foi significativamente maior em pacientes 

com hepatite C (44,5% / p<0.001) do que nos indivíduos controles (Pasha e 

cols., 2013).  

 

  Desta forma, é possível identificar a importância do polimorfismo na 

posição -509 do TGF-1 com a susceptibilidade ao desenvolvimento das 

doenças que envolvem diretamente a participação desta molécula. No entanto, 

alguns estudos desenvolvidos não observaram qualquer associação entre a 

presença do polimorfismo na posição -509 do gene TGF-1 com o 

desenvolvimento de algumas doenças, tais como: infecções cervicais 

profundas na Sérvia, obesidade em crianças na Turquia, câncer no pâncreas 
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na Alemanha e endometriose na Coreia do Sul (Jevtović-Stoimenov e cols., 

2013; Kanra e cols. 2011, Wu e cols., 2010; Kim e cols., 2010).  

 

  Este SNP também pode influenciar os níveis de expressão, aumentando 

a secreção do TGF-Grainger e cols., 1999 Yao e cols., 2005; Najar cols., 

2011). Tendo em vista que o polimorfismo -509 está localizado em uma 

importante região reguladora, é possível sugerir que a troca C>T altere a 

regulação do gene de TGF- e explique alguns relatos de superexpressão do 

TGF-1 (Luedecking, 2000). Além disto, o alelo T pode afetar a ligação do fator 

de transcrição YY1, o que resulta no aumento a transcrição do gene de TGF-1 

(Hobbs, 1998).  

 

  A maior transcrição gênica parece estar acompanhada com maiores 

níveis circulantes de TGF-1: dados da literatura demonstram que os níveis de 

TGF-1 estão aumentados em indivíduos carreadores do alelo T comparados 

aos níveis circulantes de TGF- de indivíduos carreadores do alelo C (Grainger 

e cols., 1999; Yao e cols., 2005; Najar cols., 2011). Nossos dados corroboram 

os dados da literatura, observamos que indivíduos que possuem o alelo T na 

posição -509 do gene TGF-1 possuem níveis significativamente mais altos, 

homozigotos (52,5+-9,8) e heterozigotos (44,0+-10,8), quando comparados a 

indivíduos com genótipo CC (40,6+-11,6). Para os demais polimorfismos, não 

identificamos diferenças significativas entre a secreção do TGF-1 e os 

diferentes genótipos analisados.  

 

  Além disso, através de achados imunohistoquímicos, foi demonstrado 

que indivíduos carreadores do alelo T na posição -509, podem apresentar 

aumento da expressão do TGF-1 no centro dos tecidos cancerígenos quando 

comparados com amostras de indivíduos com o genótipo CC. Este fenótipo era 

acompanhado por níveis mais altos de mRNA do TGF-1 em células gástricas 

de indivíduos carreados com alelo T na posição -509 (Choi e cols.,2014).  

 

  Trabalhos anteriores do grupo e outros demonstraram uma direta 

participação do TGF- na infecção pelo T. cruzi:  (i) T. cruzi necessita dos  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kanra%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22389987
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receptores TRI e TRII ativos para infectar células hospedeiras, indicando 

uma dependência da via de sinalização do TGF- (Ming e cols., 1995); (ii) a 

utilização de anticorpo anti-TGF- inibe a infecção de cardiomiócitos pelo T. 

cruzi, sugerindo assim que o TGF- e sua ativação são necessários para a 

internalização do parasito nas células de mamíferos (Waghabi e cols., 2005a) e 

(iii) a inibição da via de TGF- é capaz de diminuir a invasão dos cardiomiócitos 

pelo T. cruzi, reduzindo o número de parasitas por células infectadas e a 

diferenciação das formas amastigotas em tripomastigotas ao final do ciclo 

(Waghabi e cols., 2007).  

 

  Podemos, então, sugerir um mecanismo para entender como pacientes 

carreadores dos genótipos CT e TT podem ser mais susceptíveis à infecção 

pelo T. cruzi. Acreditamos que indivíduos carreadores do alelo C na posição -

509 do gene TGF-1, que afeta negativamente a transcrição gênica, podem 

apresentar menor expressão e secreção desta molécula. Ao ser infectado pelo 

T. cruzi, os baixos níveis do TGF-1 expressos podem influenciar na 

internalização do parasito, dificultando a entrada do T. cruzi nas células do 

hospedeiro vertebrado.  Este processo pode favorecer ao surgimento de uma 

resposta imune mais eficaz, protegendo o indivíduo. Desta forma, carreadores 

do alelo C na posição -509 do gene TGF-1 podem ter um fator genético de 

proteção, enquanto os carreadores do alelo T podem ter maior susceptibilidade 

à infecção pelo T. cruzi (Figura 5.1).  

   

  No presente estudo, analisamos ainda outros quatro polimorfismos 

presentes no gene TGF-1. Ao realizar os testes de homogeneidade genotípica 

para o polimorfismo no códon 10, nós identificamos outra associação de 

susceptibilidade e proteção. Este polimorfismo consiste na troca de uma 

citosina por uma timina na posição +869 do codón 10. Observamos um efeito 

significativo de 3 vezes mais susceptibilidade à infecção para o genótipo TT e 4 

vezes para o genótipo CT. Já em relação a correlação com os estágios da 

doença, não identificamos qualquer associação com a progressão da doença.  
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  Em relação aos polimorfismos -800 e +263, Calzada e cols. (2009) 

encontraram uma frequência muito baixa destes SNP. Para o polimorfismo -

800, de todos os pacientes apenas 9 eram carreadores do alelo A em 

homozigose e 6 em heterozigose (AG). Nós observamos uma frequência 

superior, mas não significativa, de indivíduos com os genótipos AG e AA, um 

total de 20 pacientes na posição -800 do gene de TGF-1. No presente estudo, 

também não identificamos associação desses polimorfismos tanto com a 

proteção ou susceptibilidade, quanto com os estágios evolutivos da doença de 

Chagas. 

 

  No estudo anterior de Calzada e cols. o polimorfismo na posição +263 

foi considerado como raro, uma vez que na sua população de estudo (Bolívia e 

Peru) não encontraram nenhum paciente que fosse carreador do alelo mutado 

(T). Este SNP está localizado próximo ao sítio de clivagem do peptídeo 

associado à latência (LAP), podendo estar envolvido nos processos de 

ativação do TGF-1 (Koch e cols, 2006). Como descrito na seção de 

Introdução, a atividade do TGF-1 é finamente regulada e desta forma, 

acreditamos que o comprometimento do processo de ativação do TGF-1 

possa impedir o reconhecimento pelos seus receptores de superfície, inibindo o 

desempenho de suas funções biológicas. No presente trabalho, 

supreendentemente, identificamos 7 pacientes em heterozigose nesta posição. 

Avaliando os níveis séricos médios de TGF- destes indivíduos (44,42ng/ml) 

identificamos que eles não diferem do restante da população (45,38ng/ml). 

Porém os níveis séricos analisados são relacionados aos níveis totais do TGF-

1 circulante e não em relação ao TGF-1 ativo. Desta forma, seria 

interessante realizar a dosagem do TGF-1 ativo nestas amostras para 

identificar se estes pacientes que possuem o polimorfismo na posição +263 

apresentam diferentes níveis circulantes desta molécula ativa. 

 

   Outra estratégia que adotamos foi analisar o polimorfismo na posição 

+915 do códon 25 do gene de TGF-1, que resulta na troca de uma guanina 

por uma citosina, uma vez que este SNP altera a estrutura primária da proteína 

reduzindo a polaridade do peptídeo (Perrey e cols., 1998). Dessa forma, podem 
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influenciar no processo de secreção do TGF-1 (Susianti e cols., 2014). Na 

China, pacientes com hipertrofia do VE possuem índice de massa aumentada 

quando são carreadores do alelo G quando comparados com pacientes que 

possuem o alelo C nesta posição do códon 25 (Ying Xu e cols., 2010). Na 

Grécia, pacientes com miocardiopatia dilatada idiopática que são carreadores 

do alelo C nesta posição do códon 25 tem 4,2 vezes mais chances de 

desenvolver o pior grau da doença do que indivíduos não carreadores 

(Adamopoulos e cols., 2011). Porém, nós não observamos qualquer 

associação entre o polimorfismo do códon 25 com a susceptibilidade ao 

desenvolvimento e evolução da doença de Chagas.  

 

  Um estudo utilizando primatas infectados pelo T. cruzi demonstrou que o 

TGF- é produzido já na primeira semana da fase aguda e é constantemente 

expresso durante a fase crônica da doença de Chagas (Samudio e cols., 1999). 

Araújo-Jorge e cols. (2002) também demonstraram diferença importante entre 

os níveis circulantes desta citocina: pacientes portadores da doença de Chagas 

crônica têm níveis mais elevados (em média de 10-20 vezes) do TGF-1 

quando comparados com indivíduos saudáveis. Este dado foi corroborado no 

estudo de Pérez e cols. (2011), no qual os níveis séricos de TGF-1 também 

aumentavam com a evolução da forma cardíaca crônica. Indivíduos controle e 

pacientes indeterminados não apresentavam diferença entre os níveis 

circulantes, enquanto que os pacientes dos estágios mais avançados da forma 

cardíaca apresentavam 2 vezes mais TGF-1 circulante quando comparados 

com indivíduos controle. No nosso estudo, identificamos que 80% do grupo 

controle apresentava algum tipo de acometimento cardíaco podendo, portanto, 

influenciar o aumento dos níveis circulantes do TGF-1. Dessa forma, não 

utilizamos este grupo de indivíduos para as análises dos níveis séricos do TGF-

1. Ao contrário de Araujo-Joge e cols. (2002) e Perez e cols. (2011), nós 

observamos que os níveis do TGF-1 foram significativamente menores em 

pacientes C+D do que em pacientes com forma indeterminada.   

 

  A fim de entender quais mecanismos poderiam estar ligados a este 

resultado, avaliamos quais os possíveis medicamentos que os pacientes nos 
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estágios A+B e C+D fazem uso. De acordo com a I Diretriz latino-americana 

para o diagnóstico e tratamento da cardiopatia chagásica (2011) e o Consenso 

para Doença de Chagas (2005) pacientes nos estágios C e D devem ser 

tratados com medicamentos indicados para IC. Além disso, pacientes nos 

estágios B com disfunção global também devem ser tratados. Estes 

medicamentos incluem substâncias, tais como: inibidor da enzima conversora 

de angiotensina (IECA), espirolactona e carvedilol. De acordo com os dados 

dos prontuários, identificamos 40% do grupo A+B e 82% do grupo C+D usam 

algumas dessas drogas. Segundo a literatura, IECA, espiralactona e carvedilol 

são compostos que modulam a expressão do TGF-1 circulante.  

 

  Os IECA podem ser utilizados como uma potente droga anti-hipertensiva 

e seu uso vem sendo sugerido como opção terapêutica no tratamento de 

doenças musculares progressivas, pela inibição do TGF- (revisto por Silva 

2009). Estudos experimentais também demonstraram que camundongos 

hipertensos tratados com IECA, resultou na menor expressão do mRNA para o 

gene TGF-1 quando comparado com os camundongos não tratados (Kim e 

cols., 1996). A espirolactona, antagonista do receptor de aldosterona, pode 

reduzir de forma eficaz o aparecimento de fibrose atrial e fibrilação em modelo 

animal (revisto por Zhang e cols., 2014). O grupo observou que pacientes com 

doença renal crônica medicados com espirolactona durante 6 meses 

apresentavam níveis reduzidos do TGF-1 na urina (Guney e cols., 2009). O 

carvedilol é um bloqueador vasodilatador-beta com ação antioxidante que vem 

sendo usado com muito sucesso em pacientes com insuficiência cardíaca 

congestiva (Paker, 1996). Ratos tratados com carvedilol apresentaram menor 

expressão de mRNA para TGF-1 no rim (Wong e cols, 2001). Sendo assim, 

acreditamos que estes medicamentos possam ter influenciado na dosagem do 

TGF- circulante, fazendo com que houvesse níveis significativamente mais 

baixos nos grupos C+D quando comparados com pacientes indeterminados.  

 

  Há alguns anos, a dosagem do BNP vem sendo utilizada como 

diagnóstico no acompanhamento da descompensação cardíaca, especialmente 

nos casos de IC (Perreira-Barreto e cols, 2013).  Os níveis de BNP também 
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estão correlacionados com a função diastólica. Quanto maior os níveis séricos 

do BNP maior também é o comprometimento da função sistólica em pacientes 

portadores da doença de Chagas (Garcia-Alvarez e cols, 2010). Em indivíduos 

com insuficiência ventricular esquerda, as concentrações séricas e plasmáticas 

do BNP também aumentam (Melo e cols., 2005). Heringer-Walther e cols. 

(2005) identificaram que os níveis séricos de BNP são significativamente mais 

altos nos pacientes com doença de Chagas das classes NYHA III-IV quando 

comparados com pacientes controles. Sendo então o BNP um importante 

marcador do dano cardíaco, fizemos as dosagens para identificar os níveis 

séricos dos pacientes dos diferentes grupos. 

 

  Assim como Garcia-Alvez (2010), nós também observamos aumento 

dos níveis circulantes do BNP entre os pacientes nos estágios mais avançados 

da forma cardíaca. Pacientes A+B apresentaram níveis séricos aumentados 

aproximadamente 2 vezes maior quando comparados com pacientes da forma 

indeterminada. Já no grupo dos pacientes C+D, os níveis circulantes do BNP 

aumentaram 12 vezes mais comparando aos pacientes indeterminados. 

Demonstrando mais uma vez a importância desta molécula como marcador de 

gravidade da doença de Chagas. Avaliamos se os níveis do BNP estavam 

correlacionados com os níveis do TGF-1 e observamos que não houve 

qualquer relação entre os níveis dessas moléculas.  

 

  Como em outras formas de IC, a gravidade e mortalidade da doença 

aumenta à medida que se há o aumento do comprometimento da função 

miocárdica na doença de Chagas. Sendo assim, a fração de ejeção do VE tem 

demonstrado relação com sobrevida em pacientes com doença de Chagas 

(Mady e cols., 1994), ou seja, quanto menor a fração de ejeção maior a 

mortalidade. Em 2005, Mady e cols. observaram que existe uma associação 

entre a classe funcional e a fração de ejeção em pacientes com CCC, 

sugerindo que esta correlação pode ser útil para o acompanhamento da IC, 

características dos estágios C+D.  

 

  Desta forma, analisamos se os polimorfismos do gene de TGF-1 

estavam associados aos valores de fração de ejeção. Não encontramos 
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qualquer associação entre os SNP analisados com a fração de ejeção. Na 

literatura, até o momento, também não encontramos nenhum estudo 

comparando os polimorfismos do gene TGF-1 com a fração de ejeção. Mas 

Wu e cols. (2014) avaliaram a presença de polimorfismos no gene do BNP com 

a diminuição da fração de ejeção em pacientes com doença coronariana 

(China). Porém, não encontraram nenhuma diferença significativa nas 

frequências alélicas e genotípicas nos grupos estudados com fração de ejeção 

reduzida e preservada. He e cols. (2014) também avaliaram a associação da 

fração de ejeção com outros polimorfismos do gene da adenosina desaminase 

em pacientes com IC crônica na China. Assim como no nosso estudo, também 

não foi identificado nenhuma associação com os polimorfismos avaliados.  

 

  No presente estudo, identificamos que o grupo de pacientes que possui 

FE menor que 35% expressaram níveis séricos de BNP significativamente 

aumentados quando comparados com pacientes com FE maior que 35%. 

Assim como nós, os dados da literatura demonstram que a fração de ejeção 

ventricular é um fator determinante na avaliação dos níveis circulantes do BNP 

(Minai e cols., 2014). No entanto, identificamos que o comprometimento da 

fração de ejeção não teve correlação com os níveis do TGF-1 circulante. 

Diferente dos nossos dados, Ye e cols. (2013) observaram que pacientes com 

fibrilação atrial (NYHA III) com fração de ejeção menor que 50% apresentaram 

mRNA para TGF-1 aumentados quando comparados a pacientes com fração 

de ejeção superior a 50%. Sendo assim, seria importante propor estudos com 

pacientes de forma cardíaca grave que ainda não utilizam medicamentos que 

interfiram na expressão do TGF-1, correlacionando o nível circulante do TGF-

1 com a alteração na fração de ejeção. 

   

  Nosso estudo possui algumas limitações. Os pacientes controle 

apresentam algum tipo de manifestação cardíaca que pode provavelmente 

aumentar os níveis circulantes do TGF-1 e os pacientes dos estágios mais 

avançados da doença de Chagas são acompanhados com tratamento que 

podem modular a expressão do TGF-1. Analisamos alguns polimorfismos que 

são frequentemente encontrados na população estudada. Portanto, é 
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importante que estes dados sejam validados em outras populações endêmicas 

com diferente histórico genético e característica epidemiológica.  

 

  Com este estudo validamos a importância da associação do 

polimorfismo no códon 10 com a susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi na 

coorte estudada. Além disso, observamos outra associação do polimorfismo na 

posição -509 do gene TGF-1 também com a susceptibilidade à infecção. 

Porém, não identificamos diferença na frequência alélica dos polimorfismos do 

gene do TGF-1 entre os pacientes da forma indeterminada e os pacientes da 

forma cardíaca. Desta forma, os polimorfismos na posição -509 e no códon +10 

do gene TGF-1 podem ser considerados um fator de risco importante para a 

susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi. 
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Figura 5.1: Esquema do possível mecanismo envolvendo o polimorfismo na posição -509 do gene TGF-1. (A) Transcrição gênica em indivíduos carreadores do alelo C na posição -509, que afeta 

a ligação de fatores de transcrição, diminuindo a transcrição e consequente secreção do TGF-1 favorecendo a resposta inflamatória.  (B) Transcrição gênica em indivíduos carreadores do alelo T 

na posição -509, favorecendo a ligação de fatores de transcrição, aumentando a transcrição e consequente secreção do TGF-1 favorecendo a infecção pelo T.cruzi. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Indivíduos carreadores dos genótipos CT e TT na posição -509 do gene TGF-

1 apresentam risco, respectivamente, 4,53 e 3,17 vezes maior em desenvolver a 

doença de Chagas, do que indivíduos carreadores do genótipo CC.  

 

Indivíduos carreadores dos genótipos CT e CC no códon 10 do gene TGF-1 

possuem, respectivamente, 4 e 3 vezes mais risco em desenvolver a doença de 

Chagas, do que indivíduos carreadores do genótipo TT.   

 

A presença do alelo T na região -509 do gene TGF-1, está correlacionada 

significativamente a níveis séricos mais altos do TGF-1. 

 

Os polimorfismos -800 G>A, -509C>T, +10T>C, +25G>C e +263C>T do gene 

TGF-1 não estão associados a progressão para a forma cardíaca da doença de 

Chagas; 

 

Os polimorfismos -800 G>A, +25G>C e +263C>T do gene TGF-1 não estão 

associados à susceptibilidade ao desenvolvimento da doença de Chagas; 

 

Os níveis séricos do BNP aumentam conforme a evolução da forma cardíaca 

da doença de Chagas crônica, enquanto os níveis circulantes do TGF-1 não 

aumentam conforme a evolução clínica; 

 

Não há correlação entre os níveis circulantes do TGF-1 e o marcador de 

gravidade de acometimento cardíaco, BNP; 

 

Há correlação entre o polimorfismo no códon 25 do gene TGF-β1 com os 

níveis séricos aumentados do BNP; 
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Não há correlação entre os padrões de frequência dos alelos do gene do 

TGF-β1 com a FE e; 

 

Pacientes com fração de ejeção menor que 35% expressam níveis séricos de 

BNP significativamente aumentados. 
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8. ANEXO 

8.1. Parecer do comitê de Ética 
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8.2. Termo de Consentimento 

 

 

 

 


