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RESUMO

COSTA, Patricia Cristina dos Santos. Desempenho elétrico e mecanico cardiaco
na cardiopatia chagasica crénica : Modulacdo por autoanticorpos contra receptores
acoplados a proteina G. Rio de Janeiro, 2006. Tese (Doutorado em Fisiologia) —
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2006.

Em torno de 25% dos pacientes com doenca de Chagas desenvolvem
a forma cardiaca da doenca. No Brasil, a doenca de Chagas é um dos fatores mais
importantes para o0 desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva. A
dissociacdo entre 0 numero de parasitas no sangue ou no tecido cardiaco e a
ocorréncia de dano no miocardio reforcam a idéia da participacdo da autoimunidade
no desenvolvimento da doenca chagasica. Neste contexto, autoanticorpos contra
receptores cardiacos estdo presentes no soro de pacientes chagasicos cronicos. O
objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho cardiaco frente a ativacdo de
receptores cardiacos pela interacdo com anticorpos de pacientes chagésicos
cronicos. Para tal avaliamos seu efeito na funcdo elétrica, mecanica e energética
cardiaca em modelos in vitro e buscamos associacdo entre a presenca destes
anticorpos com efeito funcional e a presenca de arritmias cardiacas nos pacientes.
Observamos que anticorpos com atividade funcional muscarinica (M) diminuiram a
frequéncia cardiaca, bloquearam a conducao atrioventricular e prolongaram o tempo
de repolarizagdo in vitro. A ativacdo dos receptores [-adrenérgicos pelo soro de
pacientes aumentou a frequéncia cardiaca, aumentou a forca de contracdo e
aumentou a economia contratil muscular, além de promover maior liberacdo de calor
por unidade de pressdo cardiaca gerada. Avaliagdo eletrocardiografica dos
pacientes do grupo M mostrou maior dispersdo da repolarizacdo ventricular,
parametro correlacionado ao aumento do intervalo QT induzido in vitro pelo soro dos
pacientes. Estudo retrospectivo identificou como preditores independentes para
ocorréncia de morte cardiaca nos pacientes chagasicos a dispersado do intervalo QT
e o indice do diametro diastolico do ventriculo esquerdo. Concluimos que a presenca
de anticorpos com atividade funcional contra os receptores acoplados a proteina G
contribui para a patogénese da cardiomiopatia chagasica crbnica.
AUTOANTICORPOS. CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA. DESEMPENHO
CARDIACO. ELETROCARDIOGRAMA. ENERGETICA CARDIACA. RECEPTOR
BETA-ADRENERGICO. RECEPTOR MUSCARINICO.
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ABSTRACT

COSTA, Patricia Cristina dos Santos. Electrical and mechanical cardiac
performance in chronic chagasic cardiopathy: Modulation by autoantibodies
against g-protein coupled receptors. Rio de Janeiro, 2006. Tese (Doutorado em
Fisiologia) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2006.

Among chagasic patients, 25% develop cardiac form of the chronic
disease. In Brazil, Chagas’ disease is one of the more important cause of congestive
heart failure. Autoimmunity participation in Chagas’ disease development is stressed
by dissociation between blood or tissue parasite numbers and myocardium damage
observation. In this sense, autoantibodies against g-protein coupled receptors are
present in chronic patients’ sera. The objective of this work was to evaluate heart
performance after receptor activation by interaction with patients’ antibodies.
Therefore, we observed antibodies effects on electrical, mechanical and energetic
cardiac function in vitro and we sought an association among antibodies with
functional activity presence and cardiac arrhythmias in patients. We observed that
sera with functional muscarinic activity decreased heart rate, prolonged
atrioventricular conduction and ventricular repolarization. -adrenergic activation by
serum increased heart rate, contraction force and contractile muscle economy,
meaning a higher energetic expenditure by each unity of pressure generated.
Electrocardiographic evaluation from chronic chagasic patients with serum with
muscarinic activity showed higher ventricular repolarization dispersion, parameter
associated with the higher QT induced by serum from these patients in vitro.
Retrospective study identified as independent predictors of cardiac death among
chagasic patients higher QT dispersion and left ventricular end diastolic diameter
index. We conclude that antibodies against g-protein coupled receptors contribute to
chronic chagasic pathogenesis.

AUTOANTIBODIES. CHRONIC CHAGASIC CARDIOPATHY. CARDIAC
PERFORMANCE. ELETROCARDIOGRAM. CARDIAC ENERGETIC. BETA-
ADRENERGIC RECEPTOR. MUSCARINIC RECEPTOR.
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1 INTRODUCAO

Esta tese sera apresentada no formato de artigos plenos publicados dos quais
participo como autora ou co-autora. Neste formato o texto em portugués
compreende uma introducéo, objetivos do trabalho seguidos pela descricdo sucinta
da metodologia utilizada nos trabalhos e dos resultados obtidos e demonstrados nos
artigos. O trabalho sera encerrado com uma discussao também em portugués e com
as referéncias bibliograficas utilizadas na tese. Os artigos cientificos que constituem
o0 corpo de dados da tese e estdo anexados ao final da mesma, estdo listados
abaixo:

1. COSTA, P.C.S,, FORTES, F.S.A., MACHADO, A.B., ALMEIDA, N.A., OLIVARES,
E.L., CABRAL, P.R., PEDROSA, GOLDENBERG, R.C., CAMPOS-DE-CARVALHO,
A.C. e MASUDA, M.O.. Sera from chronic chagasic patients depress cardiac
electrogenesis and conduction. Brazilian Journal of Medical and Biological Research
33: 439-446, 2000.

2. SAVIO-GALIMBERTI E, DOS SANTOS COSTA P, CAMPOS DE CARVALHO AC,
PONCE-HORNOS JE. Mechanical and energetic effects of chronic chagasic
patients” antibodies on rat myocardium. American Journal of Physiology - Heart and
Circulatory Physiology. 287(3): H1239-45, 2004.

3. MEDEI, E., PEDROSA, RC, BARBOSA, PRB COSTA, PC, HERNANDEZ, CC,
CHAVES, EA, LINHARES, V, MASUDA, MO, NASCIMENTO, JHM, CAMPOS DE
CARVALHO, AC. Human antibodies with muscarinic activity modulate ventricular

repolarization: basis for electrical disturbance. International Journal of Cardiology in
press.2006.

1.1 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas ou Trypanosomiase Americana foi descrita e
caracterizada pelo médico sanitarista brasileiro Carlos Chagas. Ela é observada
apenas no continente americano e esta presente em todos os paises das Américas

do Sul e Central. A doenca € endémica em vinte e um destes paises, entre 0os quais
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o Brasil esta incluido (WHO, 1991). Atualmente, estimativas dos niveis de infeccéo
giram em torno de 13 milhdes de pessoas infectadas, onde 3-3,3 milhdes seriam de
pessoas com a forma sintomatica da doenca e uma incidéncia anual de 200,000
novos casos em 15 paises (WHO, 2003).

Essa doenca tem como agente etiol6gico o parasito intracelular Trypanosoma
cruzi que durante o seu ciclo bioldgico alterna entre a infeccdo de insetos
hematofagos e mamiferos (CHAGAS, 1909).

Sao descritas na literatura pelo menos seis formas de transmissdo do
parasito. O principal mecanismo é a transmissao natural, ou vetorial, que se faz pela
contaminacédo da pele ou mucosa do hospedeiro (mamifero) com as fezes do vetor
infectado. Além desse, observamos o0s seguintes mecanismos secundarios de
transmissdo: a via materno-infantil, a oral, a acidental - em laboratorios, através de
transfusdo de sangue e por transplante de 6rgaos (SILVEIRA e VINHAES, 1998).

Desde o inicio da década de 80, foram tomadas varias iniciativas mais
efetivas para controlar o transmissor natural da doencga, o barbeiro. Com isto, as
taxas de transmissdo natural vém diminuindo paulatinamente (DIAS, et al, 2002).
Entretanto, ressalta-se a necessidade da vigilancia apés o investimento inicial para
erradicacao efetiva da transmissao vetorial (MONCAYO, 2003). Adicionalmente, a
transmissao pelas formas transfusional e maternal vem diminuindo em consequéncia
de uma melhora nos métodos laboratoriais de deteccdo do parasito e/ou infeccéo
nos bancos de sangue, bem como de deteccdo mais precoce em maes infectadas
(RASSI et al, 2004).

A fase aguda da doenca de Chagas tem inicio logo ap6s a infeccdo do
hospedeiro. A principal caracteristica desta fase é a presenca de altos niveis de

parasitos circulantes no sangue e tecidos. Os pacientes infectados apresentam
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sintomas pouco especificos como febre, tonteiras, dor de cabeca e mal estar. Uma
caracteristica marcante apresentada por parte dos pacientes € o sinal de Romana,
um edema subcutdneo na palpebra, embora também possa ocorrer em outras
regides no corpo apds a picada do inseto vetor. Dentre as alteracdes sistémicas
observadas destacam-se: o aumento do volume dos linfonodos, do figado e do baco.
Manifestacfes de comprometimento cardiaco e a meningoencefalite também podem
ser relatadas nesta fase, mas sao raras (MARCONDES e RASSI, 1994).

Terminada a fase aguda, que tem duracdo entre dois a quatro meses,
observa-se a fase cronica. Esta fase €é marcada inicialmente pelo periodo
indeterminado, onde ndo sdo detectadas alteracfes clinicas nos pacientes através
da utilizacdo de técnicas convencionais como 0 eletrocardiograma, o raio X e 0
exame clinico, ou seja, as alteracdes observadas na fase aguda regridem e deixam
de se manifestar. Este periodo indeterminado pode durar meses, anos, e até a vida
toda da pessoa infectada. Mesmo nédo se observando dano cardiaco evidente, varios
estudos ja detectam neste periodo da doenca, a miocardite focal, bem como leséo
no sistema de conducao cardiaco e deficiéncia de contratilidade no miocardio. Estas
alteracbes podem ser evidenciadas com o uso de testes mais sensiveis como 0
eletrocardiograma de longa duracdo, o teste de esfor¢co, o ecocardiograma e a
bidopsia endomiocéardica (PARADA, et al, 1997; RIBEIRO e ROCHA, 2000;
FUENMAYOR, et al, 2005).

Apbs este periodo indeterminado da fase crbénica, pode ocorrer um retorno a
sintomatologia em aproximadamente 35% dos pacientes infectados, ainda que
poucos parasitos sejam observados nos 6rgaos internos que sdo acometidos como o
es6fago, colon e predominantemente, o coragdo (27%) (BRENNER, 1992). A seguir,

descreveremos com maior detalhe as caracteristicas observadas na cardiomiopatia
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chagéasica em sua forma cronica.

1.2 CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA E MECANISMOS DE

PATOGENESE

A evolucéo da doenca cardiaca crénica ocorre de forma progressiva, lenta e
irreversivel. Essas caracteristicas foram apontadas por Carlos Chagas desde 1928
(CHAGAS apud PRATA, 1928).

Essa forma da doenca induz trés tipos principais de alteracdes, a saber:
arritmias cardiacas, alteracbes da microcirculagcdo e/ou desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca que podem existir associados ou ndo (ACQUATELA, 1998). A
seguir descreveremos com maior detalhe cada uma destas alteracdes.

As principais arritmias cardiacas observadas ao exame eletrocardiogréafico
sdo: o blogueio de ramo direito, o hemibloqueio anterior esquerdo, a bradicardia
sinusal, o bloqueio atrioventricular de primeiro grau ou de graus mais avangados,
bem como extrassistoles multiformes, fibrilagéo atrial e morte subita (ROSENBAUM,
1964; MARIN-NETO et al, 2000).

Varias altera¢des da microvasculatura sdo observadas no tecido cardiaco dos
pacientes chagasicos em sua forma crénica. Dentre elas se destacam a observacao
de microespasmos (FACTOR, 1985), de microtrombos (ROSSI, GONCALVES e
RIBEIRO DOS SANTOS, 1984), da disfuncdo de células endoteliais e do aumento
de atividade plaquetéaria. Estas alteragdes podem estar envolvidas com a ocorréncia
de morte celular de midcitos e consequente formacao de fibrose (MORRIS et al,
1990, ROSSI e PERES, 1992).

Com relacdo a insuficiéncia cardiaca chagésica, ela é geralmente biventricular
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(MARIN-NETO et al, 1999). Contudo, postula-se que o ventriculo esquerdo é
atingido inicialmente, pois se observa dano em maior grau neste lado, e que depois
atinge o lado direito do coracdo (CARRASCO et al, 1983).

Estudos sobre a funcéo ventricular esquerda nos pacientes com a cardiopatia
chagéasica cronica demonstram que ha disfuncdo tanto da contracdo, quanto do
relaxamento da camara cardiaca, que estas alteracdes de funcéo diastdlica estao
presentes desde o inicio do desenvolvimento da doenca cardiaca (CAIERO et al,
1983). Outra alteracdo morfologica que ocorre tipicamente em pacientes chagasicos
com disfuncdo cardiaca é o aneurisma apical, observacdo determinada com a
utilizac&o da técnica do ecocardiograma (OLIVEIRA et al, 1981).

E importante ressaltar que embora sejam encontrados pacientes chagasicos
que apresentam alto grau de arritmias e tém a funcdo ventricular preservada,
geralmente o registro de um aumento de complexidade de arritmias cardiacas tende
a correlacionar-se com o grau de disfuncéo ventricular avancada (MARIN-NETO et
al, 1999). Carrasco e colaboradores sugerem que 0s pacientes chagasicos tém pior
funcdo ventricular quando seu eletrocardiograma apresenta arritmias complexas
(CARRASCO et al, 1990). Este tipo de correlacdo também foi reportado por outros
autores em pacientes que apresentavam lesao na regido apical cardiaca, que
apresentaram nestes estudos alto indice de arritmias e de morte subita (ALBANESI
e GOMES, 1991; BESTETTI et al, 1993). Guerrero e colaboradores selecionaram
pacientes com cardiomiopatia chagasica e dilatada com caracteristicas clinicas
similares. A Unica diferenca observada foi a maior presenca de arritmias complexas
no grupo de pacientes chagasicos, cujo indice de mortalidade relatado foi maior
(GUERRERO et al, 1991). Mazullo e Chuit indicaram que a presenca de bloqueio de

ramo direito e alteragbes primarias de repolarizacdo e/ou presenca de zonas de
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inativacdo também estdo associadas a maior risco de morte em pacientes
chagéasicos (MAZULLO e CHUIT, 1999).

A génese da cardiopatia chagasica cronica € um processo complexo que tem
a participacdo de diversos mecanismos. Dentre eles, podemos ressaltar dois fatores
inflamatorios associados a persisténcia do parasito no hospedeiro e a resposta a
multiplos antigenos do miocardio (ANEZ, et al, 1999; GIRONES e FRESNO, 2003).
Estes fatores atuam de forma preponderante na génese da doenca cardiaca cronica
(MARIN-NETO et al, 1999).

O estudo histolégico cardiaco em modelo cronico experimental demonstra a
presenca de miocardite cronica com degeneracdo e necrose focal de miocitos
associada a presenca de infiltrado inflamatério do tipo mononuclear (ANDRADE,
1984, 2000). Além da necrose como mecanismo da morte celular observada em
cardiomiocitos e células inflamatérias em Chagas (ANDRADE, 1984; ROSSI e
SOUZA, 1999), outro mecanismo importante é a apoptose, a0 menos em pacientes
gue apresentam insuficiéncia cardiaca (TOSTES et al, 2005).

O processo reparativo tecidual, que vem associado a morte celular, induz
alteracbes na matriz extracelular. Em conjunto, estes fatores contribuem para a
formacao da fibrose intersticial no tecido cardiaco (ANDRADE, 2000). As alteragfes
observadas em nivel microvascular podem evoluir para lesdes isquémicas no tecido,
e que também participam da génese de fibrose no miocardio ventricular, nos nodos
sinoatrial e atrio-ventricular e ramo direito do fasciculo antero-superior esquerdo do
feixe de His (ANDRADE, 1984). A ocorréncia de fibrose em regides excitaveis do
coracdo esta fortemente associada a génese de distintas arritmias cardiacas e
também, a ocorréncia de morte subita. Podemos destacar sua participagdo na

génese de bradiarritmias e de fibrilagdo. No segundo caso, 0 mecanismo proposto
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para explicar sua ocorréncia seria 0 aparecimento de heterogeneidades no tecido
cardiaco pela existéncia de regides de fibrose entremeadas por fibras miocardicas
preservadas. Esta distribuicdo heterogénea de regides com caracteristicas distintas
em relacdo a conducado da atividade elétrica do coracéo cria o substrato anatémico
para a génese do fendémeno de reentrada do estimulo elétrico em regido circunscrita
ao ventriculo (MARIN-NETO et al, 2000).

Outro fator importante que participa da génese da patologia cardiaca é a
presenca de disfuncéo do sistema nervoso autonémico. Esta disfuncdo é observada
tanto no ramo simpatico quanto no parassimpatico, sendo o segundo o mais
acometido (OLIVEIRA,1985, AMORIN e MARIN-NETO, 1994). Sugere-se que esta
alteracdo poderia também estar associada a génese de arritmias que s&o
observadas na doenca crénica de Chagas como as bradiarritmias (MARIN-NETO et
al, 2000).

O conjunto de alteragcdes descritas acima evolui para o aparecimento de
camaras ventriculares dilatadas e posteriormente, para o0 aparecimento da
insuficiéncia cardiaca congestiva nos pacientes. Em suma, o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca congestiva é explicado em parte pelos processos reparativo e
inflamatorio desencadeados no tecido cardiaco o que permite um remodelamento
cardiaco, com substituicdo de células mortas por tecido conjuntivo fibrético e
hipertrofia das fibras miocardicas remanescentes. O coragdo ficaria aumentado e
perderia a forma eliptica para assumir uma forma globosa e menos eficiente durante
a contracdo (ACQUATELA, 1998; DAVILLA et al, 2002). Todo este processo estaria
associado, em maior ou menor grau, ao dano do tecido neuronal, as alteracdes da
microvasculatura e da matriz extracelular (HIGUCHI et al, 2003).

Neste contexto de remodelamento cardiaco, a resposta imune contra
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moléculas do hospedeiro € trazida como uma das caracteristicas importantes na

cardiomiopatia chagasica.

1.3 ANTICORPOS CONTRA PROTEINAS CARDIACAS

Como vimos nos tépicos acima, distintos componentes entram em acao na
génese da doenca cardiaca chagasica. Dentre eles, a resposta imune é apontada
como fator importante no desenvolvimento da cardiopatia (HIGUCHI et al, 2003,
GIRONES e FRESNO, 2003). A presenca de infiltrado inflamatorio no tecido
cardiaco, mesmo na auséncia de parasitos, pode ser explicada pela resposta imune
deflagrada por eles, mas perpetuada por outros fatores, contra alvos distintos
presentes no proprio hospedeiro. A autoimunidade se caracteriza pela interacdo dos
auto-anticorpos ou células T auto-reativas com antigenos do hospedeiro (ROSE,
2001).

Dois mecanismos sao citados como importantes para o aparecimento dos
autoanticorpos na doenca de Chagas: o mimetismo molecular e a ativagcéo policlonal
de linfocitos B (GRAUERT et al, 1993; GIRONES e FRESNO, 2003). No primeiro
deles, existe uma homologia entre antigenos do parasito e do hospedeiro que é
responsavel pela producdo e liberagdo de autoanticorpos. Pela segunda teoria,
durante a resposta do sistema imune ao parasito, h4 uma ativagéo indiscriminada de
clones de células B que comegam a produzir anticorpos contra multiplos epitopos,
inclusive préprios. Os principais antigenos cardiacos reconhecidos por estes
autoanticorpos gerados sdo a miosina e 0s receptores acoplados a proteina G
(KIERSZENBAUM, 2003).

A resposta imune contra a miosina cardiaca foi observada tanto em modelos
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animais de infeccdo pelo T. cruzi quanto em modelos de imunizagdo com proteinas
do parasito (PONTES-DE-CARVALHO, 2002). Esses trabalhos sugerem que exista
reacao cruzada entre epitopos do parasito e a miosina, e como foi observado em
modelo de imunizagdo, sugere-se que essa resposta dependa do processo
infeccioso (CUNHA-NETO et al, 1996, ABEL et al 1997). Também foi demonstrado
que existe resposta humoral contra a miosina cardiaca em pacientes cardiopatas
nao chagasicos apdés dano do miocardio (DE SCHEERDER, et al, 1989). Entretanto,
€ importante ressaltar que quando a miosina cardiaca € utilizada para imunizar
animais e é observada resposta humoral e celular contra antigenos do parasito, ndo
se detecta infiltrado inflamatorio no miocardio e tampouco a inducdo de dano
tecidual cardiaco (LEON et al, 2004).

Levin e colaboradores defendem a teoria do mimetismo molecular no
aparecimento de autoanticorpos em pacientes chagasicos. Seu grupo demonstrou a
presenca de anticorpos no soro de pacientes chagésicos com acometimento
cardiaco. Esses anticorpos reconhecem a regido carboxi-terminal de proteina P-
ribossomal do Trypanosoma cruzi (LEVIN et al, 1989, LEVIN et al, 1991).
Posteriormente, 0 mesmo grupo demonstrou que ha reagdo cruzada entre a por¢ao
C-terminal da proteina P-ribossomal de Trypanosoma cruzi e a regido da segunda
alca extracelular do receptor Bl-adrenérgico (FERRARI et al, 1995) e do receptor
colinérgico m2 muscarinico cardiaco (ELIES et al, 1996). Esta hipotese foi
corroborada por nosso grupo em estudo subsequente. Verificamos o bloqueio da
atividade depressora cardiaca por soros de pacientes chagasicos cronicos quando
previamente incubados com peptideo correspondente a regido C-terminal da

proteina P-ribosomal P23 de T. cruzi (MASUDA et al, 1998).

Varios grupos mostram que 0s autoanticorpos contra receptores acoplados a
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proteina G podem induzir alteracfes na funcédo cardiaca tanto na contragdo quanto
na atividade elétrica. Borda e colaboradores descreveram a presenca de anticorpos
contra o receptor B1-adrenérgico (BORDA et al, 1984 e STERIN-BORDA et al, 1988)
e m2 muscarinico (GOIN et al, 1994) em pacientes chagasicos. Estes anticorpos
interagem com 0s receptores como agonistas, em experimentos com preparacdes
de atrio isolado (efeito sobre a contracdo) de rato adulto e ensaios de ligacéo
(binding) realizados com preparacdo de membrana de &trio de rato.

NOsSsO grupo reportou a presenca de anticorpos com atividade funcional em
coracOes isolados de coelho. Estes anticorpos foram isolados de coelhos
cronicamente infectados pelo Trypanosoma cruzi. As fragcbes que exibiram efeito
foram capazes de diminuir a eletrogénese cardiaca ou deprimir a conducao atrio-
ventricular (AV) provocando bloqueio de condugéao AV (CAMPOS DE CARVALHO et
al, 1994).

Posteriormente, observamos o mesmo efeito com o teste de soros de
pacientes chagéasicos na fase cronica da doenca. Do mesmo modo, mostramos a
presenca de anticorpos na fracdo de imunoglobulinas dos pacientes chagésicos,
com atividade agonista sobre o receptor muscarinico, modulando a eletrogénese
cardiaca (FARIAS DE OLIVEIRA et al, 1997). Também demonstramos que 0S
anticorpos com acgéo agonista tipo muscarinica, ao interagir com o receptor e ativa-
lo, eram capazes de modular a atividade de canais de calcio do tipo L, diminuindo
sua atividade (HERNANDEZ et al, 2003).

A ativacdo dos receptores cardiacos pelos anticorpos promove
desdobramentos na atividade celular cardiaca, ativagdo de correntes e modulacéo
da atividade contratil. Esta ativacdo ocorre de maneira similar a de um agonista

atuando sobre o receptor. O anticorpo ao reconhecer o receptor cardiaco, interage
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com ele e promove sua ativacdo. Esta interacdo ocorre na regido da segunda-alca
extracelular do receptor (tanto no caso do receptor adrenérgico, quanto no caso do
muscarinico). E uma regido distinta do sitio de ligacdo do agonista natural do
receptor, que € demarcado pela regido de alcas transmembrana do receptor e alcas
extracelulares. Contudo, o reconhecimento do receptor pelo anticorpo e consequente
ativacdo, ndo promove ativacdo classica agonista-receptor. Esta descrito na
literatura que esta interacdo € mais duradoura, chegando a exercer sua atividade
agonista por periodo prolongado (6 h) sem diminuicdo do efeito maximo
(WALLUKAT et al, 2000). Estas observacbes apontam para a existéncia de
modulacdo no receptor distinta da que normalmente ocorre com diminuicdo da
atividade do receptor e diminuicdo do numero de receptores na membrana
citoplasmatica (desensibilization e down-regulation), modulacées que permitem a
diminuicdo da resposta maxima em poucos segundos ou minutos, ainda na presenca
de ligagcéo do agonista.

Em trabalho recente, nosso grupo traz um novo olhar sobre as caracteristicas
desta interagdo. Demonstramos, através de ensaios de ligacdo e funcionais com
modelo de coracéo isolado, a existéncia de uma interagéo do tipo alostérico entre o
anticorpo e seu receptor alvo. Esta interagdo promove a facilitacdo e a manutencéo
da ativacdo do receptor pelo agonista natural, dados observados por efeitos na
eletrogénese cardiaca ou respostas a ligantes nos ensaios de ligacdo
(HERNANDEZ, 2002).

A utilizacdo de diferentes modelos experimentais tem nos ajudado a elucidar o
possivel papel de autoanticorpos contra receptores na patogénese de doencas
cardiacas. Trabalhos que utilizam imunizacdo de coelhos com os peptideos

correspondentes a segunda alga extracelular de receptores cardiacos m2
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muscarinico e betal-adrenérgico nos mostram que 0s animais imunizados
apresentam cardiopatia. O desenvolvimento da doenca tem curso temporal
comparavel ao aparecimento de titulos altos de anticorpos contra estes receptores
(MATSUI e FU, 2001).

Jahns e colaboradores mostraram um papel direto dos autoanticorpos contra
receptor Bl-adrenérgico na faléncia cardiaca (JAHNS et al, 2004). Estes autores
utilizaram em modelo de transferéncia de anticorpos gerados contra 0 receptor
betal-adrenérgico de animais imunizados para animais ndo imunizados e
observaram o0 desenvolvimento de doenca cardiaca no grupo receptor. Os
anticorpos desenvolvidos neste modelo também tém atividade agonista sobre o
receptor. Este trabalho reforca o papel téxico da ativagdo excessiva do receptor 1-
adrenérgico cardiaco e seu papel como indutor da doenca cardiaca (JAHNS et al,
2004).

Chiale e colaboradores publicaram um importante trabalho que mostra uma
associacao entre a presenca dos anticorpos contra receptores acoplados a proteina
G e a ocorréncia de arritmias em pacientes cardiopatas. A prevaléncia de
autoanticorpos contra o receptor [l-adrenérgico foi maior nos pacientes que
apresentam arritmias ventriculares. Entretanto, a prevaléncia de anticorpos contra o
receptor muscarinico foi maior em um grupo de pacientes que apresentam a
disfuncdo do nodulo sinusal (CHIALE et al, 2001). Este trabalho corrobora a idéia de
participacdo de autoanticorpos como geradores de instabilidade na propagacédo da
atividade elétrica cardiaca nos pacientes chagasicos. Da mesma forma, em estudo
utiizando soros de cinco pacientes chagasicos com arritmias ventriculares
complexas verificou-se que todos exibiam atividade depressora tipo muscarinica

guando testados em modelo de coragao isolado de coelho (FARIAS DE OLIVEIRA et
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al, 1997).

1.4. MODULACAO DO DESEMPENHO CARDIACO

A funcdo primordial do coracdo é a de bombear o sangue por toda a
circulacdo. Esta atividade contratil € precedida pelo processo de propagacédo da

atividade elétrica através do coracéao.

1.4.1 Atividade elétrica cardiaca

A atividade elétrica cardiaca se inicia em um grupo de células especializadas
denominado noédulo sinoatrial ou sinusal. Este sinal gera uma onda de
despolarizacdo que culmina na ativacdo de todo o coracdo. O bom funcionamento
deste processo de propagacdao elétrica é um dos fatores determinantes da contracéo
ritmica, sincrénica e eficiente do coracao.

Durante esta ativacdo, sdo geradas as correntes ionicas despolarizantes,
essencialmente de sodio e calcio, que se propagam por todo o coracdo através de
vias de comunicagdo de baixa resisténcia entre os cardiomidcitos. Desta forma,
ocorre uma transferéncia de corrente entre as células através de canais protéicos

que permitem a passagem de ions e pequenas moléculas, as jun¢gdes comunicantes.

1.4.1.1 Junc¢des comunicantes tipo gap
As jungbes comunicantes ou juncles tipo gap séo constituidas pelas
conexinas (Cx). Esta proteina formadora do poro na membrana plasmatica tem

quatro dominios transmembrana de aminoacidos e duas algas extracelulares que
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sdo altamente conservadas entre seus membros. Também apresenta uma alca
intracelular e regido carboxi-terminal que tem aminoacidos Unicos, ou seja, ndo séo
conservados como 0S segmentos extracelulares, e sequéncias que séao
responsaveis pelos diferentes pesos moleculares e propriedades caracteristicas de
cada canal. O poro é formado por duas estruturas chamadas conexons justapostos
em células adjacentes, estes sédo constituidos de hexameros da conexina (figura 1).
As células do coracdo expressam as conexinas Cx43, Cx45 e Cx40, sendo
que diferentes regibes do tecido cardiaco expressam distintas quantidades e
combina¢des destas isoformas da proteina. A principal isoforma que constitui as
juncdes comunicantes no coracdo € a Cx43. Ela € expressa nos musculos atrial e
ventricular, bem como na parte distal do sistema de conducdo His-Purkinjie (VAN
KEMPEN et al, 1991, KANTER et al, 1993 e DAVIS et al 1994). A Cx43 também foi
identificada no nédulo sinoatrial de coelho e de cdo (ANUMONWO et al, 1992 e
KWONG et al, 1998). A expressdo da Cx40 no coracdo € mais restrita que a da
Cx43. A Cx40 é expressa em midcitos atriais e nas fibras de Purkinjie do sistema de
condugdo atrio-ventricular, todavia esta isoforma ndo foi observada nos miocitos
ventriculares adultos (KANTER et al, 1993; GOURDIE et al, 1993). No coracao
adulto a expressdo de Cx45 parece estar restrita ao sistema de conducgdo atrio-

ventricular (COPPEN et al, 1998).
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Figura 1: Esquema com modelo estrutural das juncoes
comunicantes e do arranjo topoldgico das conexinas na membrana
plasmatica. O esquema representa a interagcdo entre as
membranas plasmaticas de duas células adjacentes. A bicamada
lipidica de cada uma das células (vermelho) é penetrada por
arranjos protéicos chamados conexons (verde), cada qual €
formado por seis subunidades protéicas (conexinas). Dois
conexons unidos formam um canal aquoso continuo conectando as
duas células adjacentes. Abaixo observamos o0 conexon e
conexinas vistos por outro angulo (modificado de ALBERT et al,
1995).
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A Cx43 € uma proteina que contém residuos passiveis de serem fosforilados,
e possui varias formas com graus distintos de fosforilagdo. A fosforilacdo das
conexinas € importante para o arranjo funcional do canal na membrana plasmatica,
assim como para a modulacdo de sua estabilidade e localizacdo protéica. Assim,
existe correlacéo entre a forma fosforilada da conexina e sua distribuicdo nas células
(SAEZ et al, 1997). Os multiplos sitios de fosforilacdo desta proteina séo alvos para
diferentes quinases e fosfatases, uma delas é a proteina quinase A (PKA). O papel
da PKA na regulacdo das juncbes comunicantes ainda esta em discussdo, mas
muitos estudos demonstram que ela medeia aumento do acoplamento juncional,
principalmente em cardiomdcitos (DHEIN et al, 2002). Trabalho recente traz
evidéncias de que a proteina quinase A esta mais envolvida no aumento da
condutancia (gating) da Cx43, enquanto que na verdade uma outra proteina, ativada
por ela, atua na maturacdo das proteinas. Desta maneira, quando ativada, induz

acumulo da proteina juncional na membrana (SOMEWAKA et al, 2005).

1.4.1.2 Propagacéo da atividade elétrica cardiaca

A atividade elétrica cardiaca é gerada num grupo especializado de células
localizado perto da juncdo do atrio direito com a veia cava superior, 0 nédulo sinusal
ou sinoatrial. Este grupo de células apresenta atividade marcapasso, ou seja, tem a
capacidade de gerar espontaneamente potenciais de ag¢do do tipo lento em sua
membrana. O potencial elétrico da célula é o registro da diferenca entre o potencial
elétrico do lado intracelular em relagdo ao extracelular da membrana citoplasmatica.
Variagbes no potencial transmembrana em diferentes tipos celulares do coragao
estdo representadas ma figura 2. Em A da figura 2 observamos uma série de

registros de potenciais de acédo de distintas regides do coracdo e a localizacao
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destas regides no esquema ao lado (figura 2).

O sinal elétrico ai gerado propaga-se para as regides adjacentes, assim, ha a
formacdo de ondas concéntricas na direcdo para baixo e para a esquerda, o que
ativa a massa contratil atrial direita e esquerda, regiao cujo potencial de acéo gerado
é do tipo rapido. A seguir, o sinal chega a regido do nddulo atrio-ventricular, situado
na base do septo interatrial, que tem caracteristicas similares as do nodulo sinusal. A
velocidade de propagacéo da onda de despolarizacdo é diminuida nesta regido. I1sso
ocorre principalmente porque o potencial de acdo destas células € do tipo lento.
Essa diminuicdo na velocidade de propagacdo da atividade elétrica cardiaca
proporciona um intervalo entre a ativacdo atrial e a ventricular, e permite a sua
contracdo apOs a contracdo atrial, e um enchimento cardiaco mais eficiente. A
seguir, o estimulo elétrico atinge uma regido de contato elétrico entre atrios e
ventriculos: o feixe de His, que esta em continuidade com as fibras de Purkinjie, e
juntos constituem um sistema de conducao do sinal elétrico altamente especializado.
Esta regido tem potencial de acéo do tipo rapido e expressa as isoformas 40 e 43 de
conexinas. Estas caracteristicas, somadas a organizacdo estrutural das fibras
permitem a conducdo do sinal elétrico com alta velocidade para a massa contratil
ventricular, onde o sinal passa a propagar-se célula a célula e ocorre a ativacao,

quase que simultanea, dos ventriculos (figura 2).
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Figura 2: Propagacdo da atividade elétrica no coracdo. A.
Potenciais de acao de distintas regides do coragao, assinaladas ao
lado. B. Figura esquemética de coracdo com corte transversal.
Observe algumas regides marcadas que estdo envolvidas na
ativacao elétrica do coracdo e a sequéncia de ativacdo entre elas
(vide texto) .C. ECG - Eletrocardiograma em correspondéncia
temporal com os registros intracelulares das regifes ativadas (em
A). SA — sinoatrial. AV - atrio-ventricular. Modificado de Rang et al
2004.
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O eletrocardiograma (ECG) é o0 registro extracelular da diferenca de
polaridade gerada entre diferentes pontos do coracdo durante a propagacao desta
onda de ativacdo. Um tracado tipico do eletrocardiograma esta exemplificado na
letra C da figura 2. Neste tracado podemos distinguir trés ondas importantes: as
ondas P, QRS e T. A primeira é o registro da onda de ativac&o atrial. E uma onda
que tem forma arredondada e baixa amplitude. Segue-se um intervalo até que se
registre a proOxima onda. Isto ocorre porque neste periodo se da a ativacao do nédulo
atrio-ventricular e sistema de His-Purkinjie, que tém pequena massa para que sua
atividade elétrica possa ser detectada na superficie. Quando se da a ativacéo
ventricular, ha o registro de uma deflexdo predominantemente positiva de grande
amplitude, o complexo QRS, ja que conta com maior massa tecido sendo ativada, e
de pouca duracédo, dada a presenca de sistema de conducédo do sinal elétrico, a rede
de Purkinjie. Esta ativacdo ocorre a partir da regido do endocardio, onde terminam
as fibras de Purkinjie, para o epicardio. No ECG, ap6s o complexo QRS, segue-se
outra regido isoelétrica. Neste momento, as células ventriculares cardiacas estdo
todas despolarizadas assim, ndo existe diferenca de potencial elétrico entre
diferentes regibes do coracdo para que se registre deflexdo elétrica no ECG.
Quando as células cardiacas comecam a voltar para o potencial de repouso, isto
ocorre inicialmente no epicardio e depois no endocardio, gerando uma diferenga de
potencial elétrico entre estas duas regides, responsavel pela onda T do ECG. Esta
onda tem a forma arredonda de grande amplitude e de maior duragéo que a anterior,
pois a propagacdo da repolarizacdo € um processo que ocorre célula a célula. A
seguir, falaremos sobre os potenciais de acdo de distintas regides cardiacas e as

principais correntes idnicas envolvidas.
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1.4.4.3 Potenciais de acao rapido e lento

Como descrito acima, as regides dos nodulos sinusal e atrio-ventricular
cardiacos geram potenciais de acéo do tipo lento. Enquanto as demais regides (feixe
de His-Purkinjie e tecidos contrateis atrial e ventricular) apresentam potenciais de
acao do tipo rapido. A figura 3 nos mostra estes dois tipos de potencial de acdo e
cada fase de sua evolucéo.

Nas células com potencial do tipo rapido, um estimulo supralimiar deflagra o

potencial de acdo por ativacdo dos canais rapidos de sodio (fase 0) e a inativacdo da
corrente lk1 (efluxo), observado por uma deflexdo inicial de inclinacdo bem
acentuada no registro do potencial de acdo. Essa despolarizacdo também ativa os
canais de potassio transientes de efluxo, Iy, € de calcio, Ica . A primeira corrente traz
o0 potencial da membrana para valores menos positivos (fase 1). A seguir, com 0
aumento de Icg. hd um equilibrio entre as correntes de efluxo e influxo (célcio pelo

canal e pelo trocador de sédio e calcio Na/Ca), o que mantém o potencial da
membrana mais ou menos constante, configurando um platdé ou fase de

repolarizacdo lenta (fase 2). Quando os canais de calcio sdo inativados, a corrente
carreada por potassio (Ik, retificador retardado) excede o influxo catiénico e inicia o
processo de repolarizagdo no potencial de membrana. No final da fase 2, kg tem
sua densidade de corrente aumentada. Assim, a voltagem da membrana cai para
valores negativos na etapa de repolarizacdo rapida, fase 3. lx; comeca a ser ativado

no final da fase 3 e predomina na fase 4, quando mantém o potencial de membrana
constante em valores bem negativos, proximos ao potencial de equilibrio do

potassio, potencial de repouso (fase 4).
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Figura 3: Potencial de acdo e suas fases de ativacdo. Potenciais de
acao tipicos registrados em uma célula ventricular, rapido (A) e do
nodulo sinusal, lento (B). A escala de tempo de B é o dobro da
utilizada em A. Para explicagdes vide texto. Retirado de Berne et al,
2004
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E importante ressaltar que existem algumas variacées nas densidades destas
correntes dependendo do tipo celular observado o que pode refletir em variagdes
nas duracdes das fases descritas, embora as caracteristicas gerais se mantenham.

A principal caracteristica do potencial de acéo do tipo lento € a fase inicial de
ativacao (fase 4), a despolarizacéo diastélica lenta, onde o potencial de membrana

nao € estavel. Isto ocorre principalmente porque estas células ndo expressam canais
para lx; € apresentam uma corrente de background néo seletiva. A membrana nao
permanece em um potencial de repouso como nas células acima descritas; e o

potencial diastélico maximo destas células € em torno de -65mV, voltagem em que

0s canais de sodio estdo parcialmente inativos. O processo de desativacdo de
canais de Ik permite que as correntes despolarizantes comecem a levar o potencial
de membrana lentamente para valores menos negativos. Inicialmente se da a
ativacdo de I, carreada por sodio e potassio, e num segundo momento a ativacao

dos canais de calcio tipo T e tipo L (fase 4). O segundo deles tem maior condutancia
e € importante na fase 0, quando o limiar de excitabilidade (-45mV) da célula é
alcancado e o potencial de acéo é deflagrado. A inativacdo destes canais diminui o

influxo de ions positivos. A despolarizacdo do potencial de membrana na fase 0,
ativa os canais de potassio lx. Este fenbmeno associado a inativacao de Icy levam

a membrana da célula a valores negativos de potencial e configuram a fase 3 do

potencial de agao.
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1.4.2 Acoplamento excitagdo-contracao

Numa célula cardiaca os niveis citoplasmaticos de calcio se elevam de uma
concentracdo de 107'M no repouso para 10°M no estado ativo (ALVAREZ et al,
1999). Estas variacbes de concentracdo do calcio sdo essenciais para que a
contracdo e o relaxamento ocorram. A concentracdo deste ion € extensamente
regulada através de proteinas integrais da membrana citoplasmatica e
sarcoplasmatica, dentre elas o trocador sédio e calcio e as bombas de calcio da
membrana citoplasmatica e do reticulo sarcoplasmatico.

Em resposta a despolarizacdo da membrana citoplasméatica os canais de
calcio tipo L se abrem e ocorre o influxo de célcio na célula cardiaca. Este influxo
permite que a concentracdo local de calcio do lado intracelular da membrana
citoplasmatica, proximo aos canais, alcance niveis bem elevados. Este aumento na
concentragéo de calcio ativa o receptor de rianodina, tipo 2, que se abre e permite a
saida de calcio do principal estoque intracelular, o reticulo sarcoplasmatico, para o
citoplasma. O reticulo sarcoplasmatico esta em associacdo intima com a membrana
plasmatica de células cardiacas em estrutura especializada de membrana, o tdbulo
T. Deste modo, este constitui 0 mecanismo classico onde célcio induz a liberacdo de
calcio apos a entrada por canais de membrana voltagem dependente. Assim, 0
reticulo contribui com 75% do célcio para a contragdo e os canais da membrana
contribuem com o restante. Este fenbmeno de liberacdo do calcio € graduado, e
pode intensificar-se quando o reticulo tem mais calcio ou quando a entrada de calcio
pela membrana é acentuada (CALLEWAERT, 1992).

Acredita-se que a despolarizacdo permita que ocorra uma inversao no fluxo

do trocador sédio/ célcio de forma transiente. A entrada de sodio pelos canais
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rapidos de membrana promove um acumulo destes ions na regido proxima a
membrana, assim ocorre a reversdo do trocador e a entrada de célcio na célula
cardiaca é facilitada.

O relaxamento ocorre apos o sequestro do calcio do citoplasma para o limen
do reticulo sarcoplasmatico pela bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico, a
SERCA subtipo 2a. Esta captacao corresponde a 75% do fluxo de calcio que ocorre
para restabelecimento dos niveis de célcio no repouso, os restantes 25% sao
obtidos com a atividade da bomba de calcio da membrana citoplasméatica e do
trocador sodio/calcio. A participacdo da mitocondria neste processo € muito
pequena, em torno de 1%, mas pode se intensificar quando os niveis intracelulares

de calcio aumentam muito.

1.4.3 Energética da contracao

O fluxo total de energia no miocéardio pode ser dividido em dois termos: a
energia liberada durante o metabolismo basal e a energia do processo de excitagéo/
contracao e relaxamento, ou seja, no estado ativo. Normalmente se avalia a energia
total liberada pelo tecido/ 6rgdo em estudo no estado ativo, a energia total, e no
estado de repouso, para obtencdo da energia basal. A energia total liberada menos
o valor no repouso, corresponde ao valor no estado ativo.

O calor liberado pela célula durante o repouso corresponde a dois processos
principais: a) controle da concentracdo i0nica intracelular e b) energia de
recuperacdo, que seria fruto da sintese protéica (manutencdo da integridade
funcional e estrutural do masculo) e da sintese de novo de ATP apds a contracao.

A energia liberada durante o estado ativo do masculo vem de processos: 1)
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dependentes da geracao de forca, e 2) independentes de forca gerada. O primeiro
esta relacionado a ciclagem de pontes actina-miosina ap0s a quebra de ATP e
consequente geracédo de forca. O outro processo que ocorre apos estimulo sem que
seja gerada forca, corresponde a ciclagem de calcio que ocorre durante a contracéo

muscular.

1.4.4 Modulacéo pelo sistema nervoso autbnomo

A ativacdo do sistema nervoso autonémico simpatico confere ao coracao
efeito cronotrépico , dromotrépico , inotrépico e lusitrépico positivos.

O ramo simpatico do sistema nervoso autonémico inerva 0s nodulos
cardiacos e o tecido ventricular. O principal neurotransmissor liberado pelos
terminais sinapticos € a noradrenalina, reconhecida por receptores adrenérgicos
majoritariamente do tipo B1 nos cardiomiécitos. Os receptores cardiacos para 0s
neurotransmissores do sistema nervoso autbnomo s&o receptores transmembrana
associados a proteina G.

A ligacdo do neurotransmissor noradrenalina em seu receptor promove a
dissociacdo da proteina G. A subunidade alfas do complexo protéico interage com a
adenilato ciclase, ativando-a e causando o aumento dos niveis intracelulares de
AMP ciclico. Este segundo mensageiro ativa a quinase A (PKA), que tem varios
alvos na célula cardiaca e medeia a maior parte dos efeitos da noradrenalina.
Existem sitios para fosforilagcdo por PKA nos canais de If, IcaL, Ikr € I

Além da modulagcéo por fosforilacdo, a NE induz seus efeitos através da

interacdo da subunidade alfa estimulatoria da proteina G com os canais de Ic,_ € de
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A ativacao destes canais induz maior velocidade de despolarizacéo diastolica
lenta, parte deste efeito é obtido pela modulacéo de Ic5 (parte final da fase 4). Este
aumento de corrente de influxo, que a principio aumentaria a duracdo do potencial
de acao, € contrabalancado pela modulacédo de Iks e Ig, que diminuem a duracédo do

potencial de acéo e preservam a fase de enchimento diastdlico. I tem potencial de
equilibrio em torno de -50 mV. Sua modulacéo na fase do platé do potencial de acéo
permite que a repolarizacdo seja mais precoce e também aumenta a excitabilidade
da célula cardiaca. Estas variacdes no potencial de acdo das células marcapasso
permitem um aumento na freqiiéncia cardiaca (cronotrépico positivo).

O aumento da condutancia intercelular pela modulacdo das conexinas e a
modulacdo do potencial de acdo no nddulo atrioventricular (assim como nas células
do nddulo sinusal) melhoram a conducéo atrioventricular e resultam num aumento
da velocidade de propagacdo da atividade elétrica cardiaca, ou seja, efeito
dromotrépico positivo.

Nas células de trabalho ventriculares, o aumento da densidade de corrente
através dos canais do tipo L na membrana plasmatica € percebido pelos receptores
de rianodina. Estes receptores que tém sensores para o ion calcio, sofrem mudanca
conformacional, permitem a saida de maior quantidade de célcio dos estoques
intracelulares (maior numero de receptores atuando sincronamente e maior
quantidade Ca®" liberado por receptor de rianodina), e promovem ema contracao
acentuada, tendo efeito inotropico positivo. Adicionalmente, o receptor de rianodina,
um receptor para calcio na membrana do reticulo sarcoplamatico, tem sitio de
fosforilacdo para PKA e pode ter sua atividade modulada frente a uma ativacao beta-
adrenérgica.

A estimulacédo beta-adrenérgica, e consequente ativacao da proteina quinase
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A induz a fosforilacdo da proteina reguladora da atividade da bomba de calcio do
reticulo sarcoplasmatico - SERCA, a fosfolambam, localizada na membrana do
reticulo sarcoplasmatico. Sua fosforilacdo permite uma maior atividade ATPasica
pela SERCA e se reflete em uma captacdo de calcio mais rapida, assim como o
relaxamento (lusitropismo) . Da mesma forma, a maior captacao reflete-se num
reticulo mais carregado de calcio e consequente liberacdo aumentada na contracao
seguinte, contribuindo para o efeito inotropico positivo.

Ja no ramo parassimpatico do sistema nervoso autbnomo, a acetilcolina € o
principal neurotransmissor liberado nos terminais sinapticos. Seus efeitos nas
células cardiacas sao antagbnicos aos efeitos do ramo simpatico do sistema nervoso
autdbnomo.

Seus principais efeitos nas células nodais sao a hiperpolarizacdo da célula e a
diminuicdo na taxa de despolarizacéo celular na despolarizacdo diastélica lenta.

Outro mecanismo de acdo é via modulacdo dos receptores acoplados a
proteina G, subtipo m2. A interacdo do agonista com o receptor induz dissociacdo da
proteina G trimérica que se dissocia nas subunidades alfa e beta/gama. A
subunidade alfa inibitéria modula negativamente a adenilato ciclase, promovendo

efeitos contrarios aos descritos para a noradrenalina. As outras subunidades

interagem com 0s canais de Ixach € modulam sua atividade. As subunidades beta—

gama liberadas atuam diretamente nos canais de potassio (lkach), aumentando sua

condutancia, o que induz a hiperpolarizacdo da membrana e diminui a duracdo do
potencial de acdo. No né SA esta hiperpolarizacdo se traduz na maior negatividade
do potencial diastélico prévio, dificultando a deflagracdo de novo PA. Estes canais
de potassio modulados por acetilcolina sdo expressos nos nodulos sinusal, atrio-

ventricular e nos atrios.
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Ao modular negativamente a atividade de adenilato ciclase, a acetilcolina
produz efeitos inversos ao neurotransmissor noradrenalina e € capaz de diminuir a
frequéncia cardiaca e prolongar a conducao atrioventricular. Seu efeito indireto sobre
a contracdo ventricular é pouco evidente visto que a inervagcao parassimpatica nesta

regido € escassa.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

Utilizando como ponto de partida os trabalhos previamente realizados em
nosso laboratoério, nos propomos a:
Avaliar o desempenho cardiaco durante a ativacado de receptores cardiacos

via interacdo destes com anticorpos de pacientes chagasicos cronicos.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a resposta muscarinica e adrenérgica do soro de pacientes
chagasicos cronicos na funcao elétrica cardiaca;

2. Descrever o desempenho mecéanico e energético ventriculares em
presenca da fracdo de imunoglobulinas de pacientes chagasicos com efeito beta-
adrenérgico;

3. Avaliar a repolarizacdo ventricular na presenca de anticorpos do soro

de pacientes chagasicos crénicos com efeito muscarinico;
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2 METODOLOGIA

2.1 ESTUDO DA FUNCAO ELETRICA CARDIACA

Para avaliar os efeitos produzidos pelo soro na funcédo elétrica cardiaca,
usamos coracoes de coelhos adultos isolados e perfundidos pelo método de
Langendorff modificado. O protocolo experimental consistiu no registro do
eletrocardiograma num periodo inicial de 20 a 30 min com perfusdo de solucéo
controle com ou sem antagonista dos receptores muscarinico e B-adrenérgico,
atropina ou propranolol (10° M), seguido de perfusdo com soro de paciente
chagasico crénico diluido 1:100 na solucéo controle, e finalmente a lavagem com
solugao controle.

Através do registro continuo do eletrocardiograma, analisamos a frequéncia
cardiaca pela presenca de ondas P, a conducéo atrio-ventricular pelo intervalo PR e

a repolarizacéo ventricular pelo intervalo QT.

2.2 ESTUDO DA MECANICA E ENERGETICA VENTRICULAR

Nesta etapa, estudamos o efeito sobre a funcéo contratil cardiaca da fracao
de imunoglobulinas presentes no sangue de paciente chagasico cronico com efeito
-adrenérgico. Para tal, utilizamos modelo de Langendorff modificado. Este modelo
consistiu na perfusdo de ventriculos isolados de ratos com solugéo fisiolégica, a
temperatura controlada de 25°C, dentro de um calorimetro (figura 4). Esta
configuragcdo nos permitiu a avaliagdo das variacbes de calor liberado pelos

ventriculos.
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Figura 4: Modelo para estudo do desempenho cardiaco. A. Camara
de calorimetro. B. Esquema de camara de deteccdo de calor
composto por sensor (unidades de Peltier) separado da amostra
por discos de cobre. O ventriculo fica encaixado no anel no centro
da figura, onde existem saidas para o transdutor de pressao, de
perfusdo e para o estimulador.
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Avaliamos como parametros do desempenho cardiaco, a pressao
desenvolvida (P) e o calor liberado pelo muadsculo nos estados de repouso e de
contracao (artificialmente estimulado).

A fracdo de imunoglobulinas, purificada com o uso de coluna de Sepharose-
proteina A, foi perfundida durante o periodo experimental na concentracdo de 20
pg/ml diluida em solugdo Krebs, cuja composicdo em mmol/L era: 110 NaCl, 5.5,
KCI, 0.5 CaCl,, 1.3 MgCl,, 25 NaHCOg3, 1.2 NaH,PO4, e 6.0 glicose. A solucdo era
mantida constantemente borbulhada com mistura de gas contendo 5% de CO; e
95% de O,.

Realizamos os registros dos para@metros mecanicos e miotérmicos durante os
estados ativo e de repouso estacionario com perfusdo de solugdo controle ou
perfusdo de fragdo de imunoglobulinas (NCh /Ch) (figura 5).

Medidas mecanicas e energéticas:

Presséo desenvolvida: P (mN.mm)

Energia liberada pelo musculo em repouso Hr

Energia total liberada Ht

Energia total liberada por batimento H't = Ht/f

Frequéncia de estimulacéo f = 0,16Hz

Energia estado ativo por batimento H'a = Ht-Hr)/f

Economia muscular global H't/P maxima

Economia muscular contratil H'a/P maxima
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Figura 5: Grafico esquematico de pressao desenvolvida (Pp, eixo y) por
tempo (eixo x) com protocolo experimental para avaliacdo do desempenho
cardiaco. Inicialmente, determinamos o0 estiramento O6timo para
desenvolvimento de pressdo. Segue-se entdo, o periodo de repouso. No
periodo seguinte, coracao € artificialmente estimulado, estes dois estagios
constituem o periodo controle. A transicao para os peridos seguintes é feita
com o cor~¢ad no estagio ativo, ai seguem-se novamente um estagio de
repouso e um estimulado. Assim sao feitas as medidas de presséo
desenvolvida (*) e de calor de repouso (#) e calor total (+) nos momentos
representados.
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2.3 AVALIACAO CLINICA DOS PACIENTES CHAGASICOS

Acompanhamos 32 pacientes chagasicos do dr. Roberto Coury Pedrosa na
Clinica de Cardiomiopatias do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho. O
diagnoéstico da doenca de Chagas foi realizado através da presenca de anticorpos
contra o Trypanosoma cruzi com o0s testes de imunofluorescéncia indireta e
hemoaglutinagcdo. Em caso de divergéncia de resultados foi realizado o teste de
ELISA, utilizando o antigeno cruzipaina. Utilizamos no estudo apenas os pacientes
que apresentaram sorologia negativa para doengas como rubéola, hepatite e AIDS
nos testes de rotina em banco de sangue e que ndo apresentaram doenca cardiaca

de qualquer outra etiologia.

2.3.1 Avaliacdo eletrocardiografica dos pacientes e parametros de

repolarizacao

Avaliamos o eletrocardiograma nas 12 derivagcdes. N&o consideramos a
presenca de defeitos de conducao ventriculares completos ou incompletos, como
critério de exclusdo. Definimos areas eletricamente inativas pela presenca de onda
Q patologica ao exame eletrocardiografico e defeito de condugédo intraventricular
pela presenca de bloqueio de ramo direito e/ou bloqueio fascicular anterior
esquerdo.

Nesse processo de selecdo, excluimos pacientes com ritmo ndo sinusal,
bloqueio atrio-ventricular de alto grau, numero de batimentos ventriculares
prematuros ou supra-ventriculares maior que 30 por hora no registro de longa

duracéo (Holter de 24 hs) caso nao tivessem marcapasso implantado previamente.
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No estudo da repolarizacéo ventricular in vivo utilizamos como parametros de
avaliacdo a dispersédo do intervalo QT (QTd), definida como a diferengca entre o
maior intervalo e o menor intervalo QT medido nas 12 derivagfes; a duragdo maxima
do intervalo QT (QTmax) definida como a mais longa duragao do intervalo QT do
registro eletrocardiografico avaliado e o QT maximo corrigido (QTcmax) pelo

intervalo RR com a férmula de Bazett.

2.3.2 Registro ecocardiografico

Realizamos registro do ecocardiograma bidimensional e no modo M para
cada paciente. Utilizamos como parametros a fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (LVEF, %), calculada pelo método de Simpson e, o indice do diametro
diastélico final do ventriculo esquerdo (LVEDD, mm/m?), calculado pelo quociente do

diametro do ventriculo esquerdo no final da diastole pela area de superficie corporal.

2.3.3 Andlise estatistica

Expressamos as variaveis continuas em meédia + erro padrédo da média (SEM)
e as variaveis categoéricas em razfes ou percentagens. Utilizamos o teste de
Shapiro-Wilks para verificar a normalidade das variaveis. Comparamos as variaveis
continuas pelo teste T de Student ndo-pareado ou pelo teste Kolmogorov-Smirnov.
Realizamos comparacao entre os efeitos dos soros na atividade elétrica com o teste
de ANOVA (one-way analysis of variance) para medidas repetidas, com pos teste de
Newman-Keuls.

Avaliamos a correlacdo entre a dispersdao do intervalo QT observada dos
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pacientes (in vivo) e o intervalo QT medido nos testes in vitro pelo coeficiente de
Pearson e aplicamos o teste T de Student a correlacdo. Quando houve diferenca
significativa entre os sobreviventes ou ndo sobreviventes, ajustamos 0S grupos em
um modelo de regresséo logistica multivariada, utilizando selecdo de variaveis por
stepwise para excluir co-varidveis e identificar preditores de morte cardiaca durante

0 seguimento, validando o resultado. O valor de significancia considerado foi 0,05.
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3 RESULTADOS

31 O SORO DE PACIENTES CHAGASICOS CRONICOS DEPRIME A

ELETROGENESE E CONDUCAO CARDIACAS

Inicialmente, caracterizamos a prevaléncia de anticorpos com atividade
funcional sobre o coragdo. Utilizamos a observacéo eletrocardiografica de coragdes
de coelho isolados pelo método de Langendorff modificado como modelo
experimental. Estudamos a modulacao exercida pelos anticorpos contra receptores
cardiacos acoplados a proteina G na conducdo atrio-ventricular e eletrogénese
cardiacas.

Observamos que dos 58 soros testados, 20 diminuiram a freqiéncia cardiaca,
10 aumentaram e 22 nao alteraram esse parametro (figuras 1 e 2). Dos soros de
pacientes que diminuiram a FC, 12 tiveram seu efeito revertido na presenca de
atropina 10°M (figura 3, tracados superiores), denotando acdo depressora via
ativacado do receptor muscarinico. Os soros que aumentaram a FC tiveram seu efeito
bloqueado pelo antagonista (3-adrenérgico, propranolol (figura 3, tracados inferiores).
20 dos 58 soros testados bloquearam a conducéo AV (figura 4, A). Destes soros, 12
induziram efeito via ativacao do receptor muscarinico. A outra parcela dos soros com
atividade depressora na FC e na condugao AV nao teve seu efeito bloqueado pelo
antagonista atropina.

A modulagéo sobre o acoplamento intercelular pelos soros foi outro ponto
avaliado pelo trabalho. Para tal, testamos soros em culturas de ventriculos de
camundongos embrionarios e avaliamos o efeito sobre o espalhamento de corante
Lucifer yellow injetado nas células. Utilizamos dois soros com efeito tipo B-

adrenérgico sobre a FC nos ensaios funcionais. Observamos a diminuicdo no grau
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de acoplamento intercelular das culturas de cardiomidcitos apos 24 hs de incubacéo

com o0s soros diluidos.

3.2 EFEITOS MECANICOS E ENERGETICOS DE ANTICORPOS DE

PACIENTES CHAGASICOS CRONICOS NO MIOCARDIO DE RATO

Testamos imunoglobulinas isoladas de paciente chagéasico crénico sobre o
desempenho cardiaco. Avaliamos a mecanica (pressao desenvolvida, P) e a
energética cardiaca (Hr calor liberado no repouso, H’a calor liberado no estado ativo
por contracdo, H't calor total liberado por cada contracdo muscular) na presenca
dessas imunoglobulinas que exibiram efeito B-adrenérgico em coracao isolado de
coelho.

Inicialmente, detectamos aumento na pressdo desenvolvida. Esse efeito foi
acompanhado por aumento na velocidade de relaxamento cardiaco e aumento no
calor total liberado pelo musculo, com aumento na relacdo H e P, ou seja, menor
eficiéncia na contracéo.

Essa alteracdo na pressao desenvolvida foi revertida ainda durante a perfusao
da fracdo IgG e chegou a um novo valor de pressao, abaixo do controle. O novo
estado mecanico foi acompanhado pela diminuicdo do calor liberado pelo musculo
cardiaco no estado de repouso (Hrch 4.8 £ 0.9 mW/g) e manutencéo dos valores de
H'a (estado ativo). A energia total liberada pelo musculo no estado ativo também
diminuiu. Assim, as economias global e contratil muscular foram alteradas, com
aumento da quantidade de calor liberado pelo musculo por unidade de presséo
gerada, denotando piora na eficiéncia contratil deste musculo.

Observamos uma diminuicdo na pressao desenvolvida na presenca da fracado
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IgG de doadores normais, acompanhada por queda no calor liberado pelo musculo
durante a contracdo (H’a), enquanto o calor total liberado pelo musculo se manteve
inalterado. Assim, essa variacao reversivel em ambos os parametros, Ha e P,

resultou na manutencao da economia contratil (H'a/P) e global H't/P.

3.3 ANTICORPOS HUMANOS COM ATIVIDADE MUSCARINICA MODULAM A
REPOLARIZACAO VENTRICULAR: BASES PARA A ORIGEM DO DISTURBIO

ELETRICO

Avaliamos, em estudo longitudinal retrospectivo, a relacdo de autoanticorpos
contra o receptor muscarinico com a heterogeneidade na repolarizagao ventricular.

Testamos o efeito direto dos anticorpos contra o receptor muscarinico na
repolarizacdo ventricular em ensaio de coracao isolado de coelho (figura 2).
Verificamos que a repolarizacéo foi prolongada de maneira reversivel na presenca
dos autoanticorpos (p=0,002). Este efeito foi bloqueado quando testado na presenca
de atropina, antagonista do receptor muscarinico.

A dispersao do intervalo QT no grupo de pacientes com anticorpo muscarinico
(75,945,5 ms) foi maior que no grupo que nado tinha anticorpos com atividade
muscarinica (51,3t4ms), entretanto os valores do intervalo QT corrigido e QT
méaximo n&o foram diferentes entre estes grupos (figura 1). E importante ressaltar
gue observamos a correlacao entre a diferenca na duragéo do intervalo QT avaliado
nos ensaios in vitro e o grau de dispersdo do intervalo QT medido no
eletrocardiograma dos pacientes chagasicos, p< 0,0003, r= 0,65 (figura 3).

Ao longo de 10 anos, 10 dos 32 pacientes faleceram, 7 deles apresentavam

anticorpos contra o receptor muscarinico. A analise logistica multivariada stepwise
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permitiu identificar as variaveis intervalo QT maximo corrigido (p<0,03) e indice de
diametro diastélico do ventriculo esquerdo (p<0,02) como preditores independentes
de morte cardiaca na doenca de Chagas cronica.

Em suma, este trabalho mostra a associagcédo entre a presenca de anticorpos
capazes de modular a repolarizagdo in vitro e o aumento na dispersédo da

repolarizacdo ventricular in vivo.
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4 DISCUSSAO

A sequir, pretendemos discutir de forma mais geral o corpo de dados
encontrados nos artigos que compde a tese. Os topicos mais especificos de cada
trabalho estdo debatidos nos mesmos.

Autoanticorpos presentes no soro de pacientes chagasicos cronicos
interagem com a segunda alca extracelular dos receptores cardiacos [31-adrenérgico
e muscarinico subtipo m2, e assim modulam o desempenho cardiaco. Essa
modulacdo produz mudancas elétricas, mecanicas e no metabolismo cardiaco. A
ativacdo dos receptores muscarinicos diminuiu a frequéncia cardiaca, bloqueou a
conducdo atrio-ventricular e prolongou o tempo de repolarizagdo ventricular. Ainda, a
ativacdo dos receptores B-adrenérgicos produziu aumento da frequéncia cardiaca,
aumento da presséo desenvolvida e diminuicdo na eficiéncia contratil.

Encontramos associacdo entre a presenca de autoanticorpos no soro dos
pacientes chagasicos e a existéncia de arritmias nos mesmos. No trabalho de Costa
e colaboradores, observamos que o soro de pacientes chagasicos com arritmias
complexas diminui a freqiiéncia cardiaca in vitro, em contraste com os testes de soro
dos pacientes chagasicos sem arritmias complexas. De forma mais expressiva, no
trabalho de Medei e colaboradores mostramos que no grupo de pacientes cujo soro
ativou apenas o receptor muscarinico existe maior dispersdao temporal da

repolarizacao ventricular (MEDEI et al, 2006).

4.1 ORIGEM DOS AUTOANTICORPOS CONTRA RECEPTORES CARDIACOS
A principal hipotese para explicar o surgimento dos autoanticorpos contra 0s

receptores acoplados a proteina G é a do mimetismo molecular.
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Em 1989, Levin e colaboradores descreveram que a regido C-terminal da
proteina ribosomal P2[3 do cruzi era reconhecida por soros de pacientes chagasicos,
mais especificamente no grupo de pacientes na fase crénica da doenca cardiaca
(LEVIN et al, 1989). Posteriormente, este grupo, identificou polipeptideo de 13
aminoacidos como alvo desta resposta, o peptideo R13 (LEVIN et al 1991).

Anticorpos purificados contra a segunda alca extracelular do receptor B1-
adrenérgico causam aumento de frequéncia de batimento de cardiomiocitos
ventriculares em cultura. Este efeito é bloqueado por pré-incubacdo dos anticorpos
com peptideo PO-B (AESEE) da proteina ribosomal de T. cruzi, que corresponde a
regido de grande homologia com o receptor 1-adrenérgico (AESDE) (Ferrari, 1997).
Da mesma forma, a resposta depressora muscarinica de soro de paciente chagasico
cronico foi revertida por pré-incubacdo dos anticorpos com peptideo R13 de
Trypanosoma cruzi (MASUDA et al, 1998). Assim, estes autores ressaltam a
importancia de aminoacidos com carga negativa no reconhecimento cruzado entre
proteina de T. cruzi e receptores cardiacos acoplados a proteina G.

Ha também a hipotese de que autoanticorpos contra epitopos presentes na
superficie celular ou no citoplasma de células cardiacas, e que estao protegidos do
sistema imune em situacdes fisioldgicas, poderiam ser gerados apos dano do
miocardio. Este dano poderia ocorrer principalmente apds isquemia ou, como no
caso da cardiomiopatia chagasica, infeccdo do miocardio e destruicdo das células
por parasitos (CAFORIO et al., 2002, ROSE, 2001). A liberacdo e apresentacdo de
antigenos do miocardio ao sistema imune ap6s dano das células cardiacas poderiam
entdo, induzir uma resposta autoimune. Esse mecanismo seria responsavel pelo
surgimento das respostas humoral e celular que perpetuariam o reconhecimento dos

autoantigenos (ERIKSSON et al, 2003; ROSE, 2001).
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Existem evidéncias que apoiam a hipotese de que o surgimento de anticorpos
contra receptores cardiacos acoplados a proteina G ndo necessitaria de resposta
especifica contra o Trypanosoma cruzi. Liu e colaboradores mostram a presenca de
anticorpos funcionalmente ativos contra os receptores cardiacos (l-adrenérgico e
m2 muscarinico em dois modelos distintos de inducdo de remodelamento cardiaco:
a ligadura de aorta abdominal e o uso de adriamicina. Nos dois modelos, o
aparecimento dos autoanticorpos estaria associado temporalmente a inducdo de
alteracdes observadas de forma e funcédo cardiacas (LIU et al, 2002). Todavia, nédo
foi avaliado neste trabalho que regido dos receptores seria o alvo da interagcéo. Esta
resposta poderia estar associada ao reconhecimento de outras regides do receptor
além da segunda alca extracelular, como a primeira al¢ca extracelular, epitopo
presente no receptor Bl-adrenérgico e descrito como alvo do sistema imune na
cardiomiopatia dilatada idiopéatica (WALLUKAT et al, 1995). Além disso, hé& relatos
da literatura do reconhecimento do receptor Bl-adrenérgico (segunda alca
extracelular) por anticorpos presentes no soro de pacientes com outras cardiopatias
como a hipertensiva (WALLUKAT et al, 2003) e em pacientes com arritmias
ventriculares (CHIALE et al 2001). Estes dados corroboram esta hipétese, em que o
dano no miocardio seria o fator importante para o aparecimento de titulos de
autoanticorpos na circulagdo sanguinea em contraposicao a importancia do parasito.

O fato de que 10% da populacdo apresentam titulos baixos de anticorpos
contra os receptores Pl-adrenérgico e m2 muscarinico contribui para tornar a
presenca de anticorpos no soro de pacientes cardiopatas menos significativa do
ponto de vista da contribuicdo destes a patogénese (LIU et al, 1999). Todavia esta
prevaléncia cai para apenas 1% quando avaliada a capacidade de interagdo com o

receptor em sua conformacéao nativa (JAHNS et al, 1999).



54

4.2 IMPORTANCIA DOS PARASITOS NA PATOGENESE DA DOENCA

N&o podemos deixar de mencionar o papel do parasito no desenvolvimento e
manutencdo da miocardite e aparecimento da doenca cardiaca chagasica. A
deteccdo de parasitos na fase cronica da doenca € inexpressiva. Entretanto, com o
uso de técnicas cada vez mais avancadas, a presenca de antigenos ou DNA do
parasito é detectada no coracéao, e inclusive pode haver associacao entre a deteccéo
e a presenca de focos de miocardite no tecido cardiaco (REIS et al, 1997; ELIAS et
al, 2003; BUCKNER et al, 1999). Da mesma forma, Mortara e colaboradores, com o
uso de microscopia confocal, mostraram a presenca de formas amastigotas no
coracao e em outros 6rgaos (MORTARA et al, 1999).

A idéia da importancia do parasito na doenca cardiaca é reforcada por
trabalhos que utilizam o tratamento com benzonidazole no estagio cronico da
doenca. Viotti observou em estudo de seguimento que no grupo de pacientes
chagasicos crénicos tratados com benzonidazole havia diminuicdo no namero de
pacientes com reag¢do imunoldgica positiva contra 0 parasito e menor numero de
pacientes que evoluiram o grau de disfuncéo cardiaca ao final do estudo (VIOTTI et
al, 1994). Da mesma forma, houve melhora na funcdo cardiaca de animais
cronicamente infectados quando tratados com benzonidazole. Nesses animais foi
demonstrada a diminuicdo da resposta humoral contra o0 parasito e
interessantemente contra o epitopo da segunda alca extracelular dos receptores
cardiacos PBl-adrenérgico e muscarinico (GARCIA et al, 2005). Talvez a persisténcia
dos antigenos do parasito no organismo seja necessaria para ativar e/ou manter de

alguma forma a producao dos autoanticorpos (ANDRADE, 2000).
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4.3 ESPECIFICIDADE NA INTERACAO ENTRE AUTOANTICORPOS E
RECEPTORES

Na década de 70, a presenca de anticorpos especificos contra endotélio, vaso
e intersticio cardiacos foi demonstrada no soro de pacientes chagasicos
(SZARFMAN et al, 1974). Posteriormente o0 mesmo grupo identificou esta resposta
como resposta ndo especifica contra antigenos cardiacos, mas uma resposta anti-
idiotipo (KHOURY et al 1983). Por isso, existe o questionamento sobre a real
especificidade no reconhecimento e ativagcdo dos receptores cardiacos por
anticorpos de pacientes chagasicos em modelos animais (KIERZENBAUM, 2005).

O efeito observado é especifico e exclusivo da ativacdo de receptores
acoplados a proteina G, pois observamos modulacdo na atividade elétrica dos
nodulos sinusal e atrio-ventricular pelo soro de coelhos cronicamente infectados com
Trypanosoma cruzi (CAMPOS DE CARVALHO et al, 1994) e pelo soro de pacientes
chagéasicos (FARIAS DE OLIVEIRA et al, 1997). Creditamos o efeito observado a
interacdo das imunoglobulinas com o receptor, pois a fracdo do soro restante apés
extracdo de imunoglobulinas ndo produz qualquer alteracdo na frequéncia cardiaca
(FARIAS DE OLIVEIRA et al, 1997). O efeito observado na corrente de calcio tipo L
foi induzido por anticorpos purificados por afinidade contra a segunda alga
extracelular do receptor muscarinico (HERNANDEZ et al, 2003). Além disso, o efeito
funcional observado na eletrogénese cardiaca foi revertido pela pré-incubacdo do
soro com peptideo correspondente & segunda alca extracelular do receptor
muscarinico e com peptideo de T. cruzi (MASUDA et al, 1998). Ainda, os efeitos
descritos nesta tese sdo bloqueados na presenca de antagonistas especificos para
0S receptores B-adrenérgico e muscarinico. Esta ativacdo foi demonstrada em

diferentes modelos experimentais (coracao isolado, ensaios de ligagdo ou binding,
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cultura de cardiomidcito) e animais (coelho, porco, camundongo e rato).

4.4  ATIVACAO DE RECEPTORES MUSCARINICOS

Soros de pacientes chagasicos cronicos modulam a frequéncia cardiaca, a
condugdo atrio-ventricular e a repolarizacdo ventricular in vitro. Todos estes efeitos
sao bloqueados na presenca de atropina, antagonista do receptor muscarinico.

Borda e colaboradores descreveram, em 1991, a presenca de anticorpos que
modulavam o receptor muscarinico no soro de pacientes chagasicos (STERIN-
BORDA et al, 1991). O mesmo grupo descreveu gue estes anticorpos também
modulam negativamente a frequéncia de batimentos de cardiomidcitos ventriculares
de ratos neonatos em cultura e deprimiam a contracdo atrial de ratos adultos (GOIN
et al, 1994, MIJARES et al, 1996).

A diminuicdo da densidade de corrente de calcio tipo L de cardiomidcitos
ventriculares de coelho induzida por anticorpos purificados contra a segunda algca
extracelular do receptor muscarinico pode explicar, em parte, a modulacdo na
conducéo atrioventricular (HERNANDEZ et al 2003).

Todavia, este efeito sobre Ic, parece nado influenciar muito a frequéncia
cardiaca. A ativacao do receptor muscarinico produz a modulagéo direta de canais
através de interacdo com as subunidades beta e gama da proteina g inibitoria
associada ao receptor. Este € 0 mecanismo de agdo proposto para modulacdo de
Ikach @p0s ativacao do receptor muscarinico (KRAPIVINSKY et al, 1995). Foi descrito
que IgG de pacientes chagéasicos ativaram esse canal em modelo de expresséo
heter6loga em células CHO (HERNANDEZ et al, 2002).

Mudancas na condutancia de canais de calcio ou potassio podem modular a

duracéo do potencial de acdo, que por sua vez influenciam a duracéo do intervalo
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QT. A diminuicao de IcaL observada produziria, na verdade, diminuicdo no tempo de
repolarizacdo ventricular e ndo observamos modulacdo de Ito pelos anticorpos
muscarinicos. Acreditamos que um possivel alvo dos autoanticorpos contra o
receptor muscarinico presentes no soro de pacientes chagasicos seriam os canais Ik
(MEDEI et al, 2006).

A modulacdo dos niveis intracelulares de AMPc é trazida como mecanismo
para diminuicdo na frequéncia de batimentos de cardiomiécitos em culturas e da
corrente de calcio tipo L neste tipo celular. Da mesma forma, a diminuicdo da forca
de contracdo atrial € trazida como efeito colinérgico através de modulacdo deste
segundo mensageiro. (GOIN et al, 1994, MIJARES et al, 1996).

Outras vias de sinalizacdo podem estar envolvidas nos efeitos colinérgicos
descritos; sdo as vias de GMPc e fosfatidil-inositideos. Assim, a diminuicdo na
corrente de célcio tipo L por anticorpos monoclonais contra a segunda-alca
extracelular do receptor m2-muscarinico acontece através da modulacdo da via de
sinalizacdo de GMPc (NASCIMENTO et al, 2001). No segundo, caso foi observado
aumento dos niveis intracelulares de fosfatidil inositideos apds interacdo de
autoanticorpos de pacientes chagéasicos em células COS7 em cultura, transfectadas
com o receptor muscarinico e as subunidades alfa-q e alfa-i da proteina G (CHIALE
et al, 2001).

Hernandez e colaboradores mostraram através de ensaios de ligacdo de
agonista (binding) que anticorpos presentes no soro de pacientes chagasicos
interagem com o receptor muscarinico de forma nado competitiva (HERNANDEZ et
al, 2003).

Considerando o reconhecimento de receptores cardiacos pelo soro de

pacientes chagasicos, a resposta contra o0 receptor muscarinico predomina na



58

populacdo chagasica estudada. Elies e colaboradores verificaram que a regido da
segunda alca extracelular do receptor muscarinico subtipo m2, mais especificamente
o epitopo EDGE, foi reconhecida por soros de 77% dos pacientes chagasicos
testados (ELIES et al 1996). Essa regido também € reconhecida como epitopo na
cardiomiopatia dilatada. Anticorpos de pacientes com cardiomiopatia quando
testados em modelo de cultura de cardiomiocitos modularam e frequéncia de
batimentos. A diminuicdo da frequéncia de batimentos observada se manteve por
mais de 5 horas sem que houvesse modulacdo negativa do nimero de receptores
muscarinicos expressos na membrana citoplasmatica, o fenbmeno de down-
regulation (WALLUKAT et al, 1996). Todavia, Perez-Leiros e colaboradores,
utilizando cultura de cardiomiocitos, demonstraram que a ativagcdo continua do
receptor muscarinico por tempos prolongados induzida por autoanticorpos de
pacientes chagasicos promoveu a diminuicdo dos niveis de receptores na membrana

de cardiomiécitos (PEREZ-LEIROS et al, 1997).

4.5 ATIVAQAO DE RECEPTORES BETA-ADRENERGICOS

Observamos no presente trabalho a agc&do agonista induzida por anticorpos
contra o receptor beta-adrenérgico e consequente modulagdo da frequéncia
cardiaca e pressao desenvolvida. A especificidade da interagdo € comprovada pelo
bloqueio do efeito com o0 uso de antagonista do receptor beta-adrenérgico,
propranolol.

A ativacdo do receptor adrenérgico o promove aumento dos niveis
intracelulares do segundo mensageiro intracelular, AMPc, responsavel pela ativacao
da proteina quinase A. Essa proteina, ao ser ativada, tem distintos alvos

intracelulares, dentre eles o canal de célcio tipo L. A modulagéo do canal de célcio
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também acontece quando da ativacdo do receptor do receptor pelos autoanticorpos
de pacientes chagasicos (BARCELLOS, 2001). Este seria um dos principais
mecanismos que modulam a pressao desenvolvida, e acreditamos estar envolvido o
efeito dos autoanticorpos contra o receptor beta-adrenérgico.

A diminuicdo no metabolismo basal pela fracdo IgG de paciente chagasico
observada poderia ser atribuida a depressado na atividade da bomba de sédio e
potassio. Este tipo de modulacdo pode ocorrer como observado no trabalho que
descreve anticorpos contra este transportador na cardiomiopatia dilatada (BABA et
al, 2002). Todavia, este € um efeito contrario a modulagéo exercida pelo receptor
adrenérgico via fosforilacdo da proteina fosfolambam (DESPA et al, 2005).

Elies e colaboradores identificaram o epitopo AESDE na segunda alca
extracelular do receptor betal-adrenérgico como alvo da interacdo com
imunoglobulinas de pacientes chagasicos. Foi detectada resposta contra este
epitopo em 29% dos soros de pacientes chagasicos testados. Esta € uma regido
distinta da regido reconhecida por soros de pacientes com cardiomiopatia dilatada,
epitopo ARRCYND, resposta detectada em 80% dos pacientes. E interessante
ressaltar que neste trabalho também foi constatada resposta contra o receptor
beta2-adrenérgico no soro de 12% dos pacientes chagasicos (ELIES et al, 1996).

Acredita-se que a ativagado dos receptores pelos anticorpos presentes no soro
dos pacientes chagasicos nao sofre os fendmenos de dessensibilizacdo ou down-
regulation. Estes soros exibem efeito na freqiiéncia cardiaca que se mantém durante
aproximadamente 30 minutos de perfusdo dos anticorpos nos coracoes isolados de
coelhos (FARIAS DE OLIVEIRA et al, 1997). Da mesma forma, Wallukat e
colaboradores comprovam ac&o agonista que nao sofre dessensibilizacdo no

receptor betal-adrenérgico em soro de pacientes com cardiomiopatia dilatada
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(WALLUKAT et al, 1991).

Entretanto, Podlowiscky, ao incubar cardiomiocito durante 72 horas com
anticorpos com atividade agonista sobre o receptor adrenérgico, induziu
dessensibilizacdo e diminui¢do tanto do nimero de receptores ha membrana, quanto
dos niveis de RNAm para o receptor (PODLOWISCKY et al, 1998). Esta diminuicédo
também é observada no coracao de pessoas em faléncia cardiaca (UNGERER et al,
1993).

Parece que a ativacdo de longo prazo esta associada a sinalizacdo por
calmodulina quinase, (WANG et al, 2004) mesma via de sinalizacado envolvida em

apoptose (ZHU et al, 2003).

4.6. PAPEL DOS ANTICORPOS ANTI-RECEPTORES ACOPLADOS A
PROTEINA G NA PATOLOGIA DA DOENCA CARDIACA

Em geral, acredita-se que a ativacdo do receptor muscarinico tem um papel
protetor para o miocérdio. Por exemplo, a ativagdo vagal é capaz de prevenir o
desenvolvimento de fibrilagdo atrial em modelo de isquemia cardiaca (VANOLI e
SCHWARTZ, 1990). Assim, a ativagdo do receptor muscarinico pelo soro de
pacientes chagasicos poderia ter um papel protetor na evolucdo das arritmias
cardiacas observadas na doenca chagasica crbnica. Foi proposta recentemente na
literatura a hipGtese de uma resposta autoimune benéfica que poderia
contrabalancar uma reposta imune ou inflamatdria que causa dano (NEVO et al
2004).

Neste contexto, Hoebeke e colaboradores sugerem o uso de anticorpos
contra o receptor muscarinico como ferramenta farmacoldgica nas cardiopatias. Em

trabalho com camundongos imunizados contra a segunda alga extracelular do
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receptor muscarinico ndo foram observadas alteracdes morfolégica e funcional
cardiaca, tampouco houve alteracdo da frequéncia cardiaca e da variabilidade da
frequéncia cardiaca em camundongos imunizados com peptideo correspondente a
segunda alca extracelular do receptor muscarinico. Todavia, a avaliacdo da
variabilidade na frequéncia cardiaca destes animais na presenca de agonista do
receptor muscarinico, carbacol, mostrou resposta cronotropica depressora
pronunciada apenas no grupo de animais imunizados. Da mesma forma, no teste in
vitro, 0s anticorpos purificados de animais imunizados produziram efeito mais
proeminente quando testados na presenca de carbacol. Estes dados mostram que
0s anticorpos gerados no modelo acima descritos comportam-se como agentes
alostéricos, aumentando a atividade do agonista do receptor (PETER et al, 2005).

Como descrito acima, existem trabalhos que sugerem que a ativacao
muscarinica no coracao tenha um efeito protetor sobre o coracdo. Todavia, existem
evidéncias também de que a ativagdo muscarinica de forma acentuada poderia ter
papel patolégico no coragao.

Assim, Gimenez e colaboradores reportaram que o0s coracdes de animais
imunizados com cDNA do receptor M2 muscarinico sofrem dilatacdo. Também foi
observado aumento na densidade de receptores muscarinicos m2 na membrana,
assim como o trabalho em animais cronicamente infectados pelo Trypanosoma cruzi
(GIMENEZ et al, 2005). Todavia, Sterin-Borda ao realizar ensaios para avaliar
densidade de receptores m2 na membrana de tecido cardiaco de animais também
infectados cronicamente (9 semanas) observou diminuicdo na densidade dos
receptores muscarinicos (STERIN-BORDA et al, 1991).

Matsui e colaboradores mostraram que coelhos imunizados com o mesmo

peptideo do receptor muscarinico ndo apresentavam alteracbes morfolégicas no
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coracao, como a presenca de infiltrado inflamatério, fibrose e hipertrofia de ventriculo
(MATSUI et al, 1997). Isto ocorria somente quando se procedia a imunizagdo com o
peptideo da segunda alca do receptor muscarinico e do betal-adrenérgico juntos
(MATSUI e FU, 2001).

Existe alta prevaléncia de anticorpos contra o receptor muscarinico em
pacientes com disfuncdo do ndédulo sinusal na doenca de Chagas e em distintas
cardiopatias (FERRARI et al, 1997; CHIALE et al, 2001). Do mesmo modo, del
Corsso e colaboradores observaram que havia maior prevaléncia de fibrilacao atrial
em grupo de pacientes com cardiomiopatia dilatada cujo soro tinha atividade
agonista muscarinica. Neste trabalho foi observado in vitro: diminuicdo da frequiéncia
cardiaca em coracoes isolados de coelho, aumento da duracdo do potencial de acéo
no ventriculo e diminuicdo da corrente de calcio tipo L por estes anticorpos (DEL
CORSSO et al, 2004). Um mecanismo possivel para explicar a associa¢do entre a
ativacdo muscarinica e a ocorréncia de fibrilacdo atrial poderia ser a ativacdo
diferenciada de IKach expressa em niveis distintos nos dois atrios (SARMAST et al,
2003).

Redfern e colaboradores mostraram maior incidéncia de arritmias
ventriculares complexas e morte em animais transgénicos cuja via da proteina G
inibitéria (Gi) foi ativada excessivamente. O trabalho indicou alteragdo na expressao
de genes relacionados a ativagdo da cascata Gi ap0s analise da expressdo génica
desses animais pela técnica de microarranjo génico de DNA de camundongo. Assim,
os niveis de expressdo da enzima adenilato ciclase encontravam-se aumentados,
enquanto a expressdo de GIRK, subunidade de lxach, €stava diminuida. Os coracdes
desses animais mostravam alteracbes compativeis com as alteragbes observadas

em pacientes com cardiomiopatia dilatada (REDFERN et al, 2000). Adicionalmente,
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verificou-se diminuicao da forca de contracdo do miocardio (60%), e diminuicdo das
velocidades de contracéo e relaxamento (BAKER et al, 2001).

Existem varias evidéncias na literatura que indicam a associacdo entre a
presenca de autoanticorpos contra o receptor beta-adrenérgico e diferentes
patologias no coracdo. Dentre eles podemos ressaltar Chiale, 2001, que mostra
associacdo desses autoanticorpos e a presenca de arritmias ventriculares em
pacientes chagasicos, Iwata e colaboradores, que mostraram esses anticorpos em
pacientes com cardiomiopatia dilatada idiopatica associados a morte subita (IWATA
et al, 2001).

A imunizacdo de camundongos com a regido C-terminal da proteina P-
ribosomal P2B de T. cruzi induz alteracdes cardiacas (taquicardia supra-ventricular e
morte prematura) via ativacdo de receptor beta-adrenérgico (LOPEZ-BERGAMI et al,
2001). Em trabalho posterior, 0 mesmo grupo mostra que trés aminoacidos do
polipeptideo R13 presente nessa proteina sdo importantes para esta resposta
(LOPEZ-BERGAMI et al, 2005).

Apébs a caracterizacdo da presenca de autoanticorpos contra o receptor beta-
adrenérgico em diferentes cardiopatias e da associagdo desta ocorréncia com
distintas patologias, alguns autores comecaram a tratar pacientes com
cardiomiopatia dilatada com a retirada das imunoglobulinas circulantes. Estes
autores observaram melhora dos pacientes que persistiu um ano apos tratamento
(MULLER et al, 2000).

Jahns e colaboradores em 2004 publicaram evidéncias da participacéo direta
dos autoanticorpos na génese de cardiomiopatia. Neste trabalho foi induzida
cardiopatia com hipertrofia, infiltrado inflamatério e fibrose nos cora¢des dos animais

imunizados com peptideo da segunda alca extracelular do receptor beta-
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adrenérgico. A transferéncia passiva destes autoanticorpos foi capaz de induzir o
mesmo tipo de doenca cardiaca em animais ndo imunizados previamente. (JAHNS
et al, 2004).

Em conjunto, esses trabalhos indicam que anticorpos contra receptores
cardiacos acoplados a proteina G poderiam agir nos pacientes chagasicos
modulando a atividade elétrica cardiaca destes pacientes, e, desta forma,

contribuiriam para a patogénese da cardiopatia chagéasica cronica.
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CONCLUSOES

Os autoanticorpos com atividade funcional muscarinica diminuiram a FC,
bloquearam a conduc¢do atrioventricular e prolongaram o intervalo QT in vitro.
Os autoanticorpos com efeito beta-adrenérgico aumentaram a FC e a pressao
desenvolvida in vitro.

Houve diminuicdo na quantidade de calor liberado pelo musculo em repouso
(Hr) e no estado ativo (H’t) por imunoglobulinas, com atividade funcional beta-
adrenérgica na FC. No estado estacionario, houve queda na pressao
desenvolvida pelo musculo acompanhada de piora no desempenho cardiaco
global e contratil.

Observamos uma associagao entre a presenca de anticorpos funcionais
contra o receptor muscarinico e a dispersdo do intervalo QT nos pacientes
chagasicos.

A dispersao do intervalo QT e o indice do diametro diastdlico do ventriculo
esquerdo sao preditores de morte de etiologia cardiaca nos pacientes

chagésicos crénicos.
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Anexo 1

Sera from chronic chagasic patients depress cardiac electrogenesis and conduction
P.C.S. Costa , F.S.A. Fortes, A.B. Machado, N.A.C. Almeida, E.L. Olivares, P.R.
Cabral, R.C. Pedrosa, .C. Goldenberg, A.C. Campos-de-Carvalho and M.O. Masuda.
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Human antibodies with muscarinic activity modulate ventricular repolarization: basis
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