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RESUMO

A molécula Fas-L € classicamente associada ao ggocde apoptose e morte
celular. Contudo, atualmente sabe-se que estaed@dbhmbém em varios mecanismos de
regulacdo de imunidade adquirida e da respostamafioria, através de ativacéo celular e
da secrecdo de fatores quimiotaticos, por exermfdlem disso, esta molécula também
parece estar envolvida na regulacéo sistémicard@idurenal e cardiaca. Este trabalho tem
0 objetivo de estudar a importancia da intera¢c&/Haas-L na regulacdo inflamatéria da
miocardite aguda e também na evolucdo da insufi@éoardiaca em camundongos
infectados peldl'rypanosoma cruziNossos resultados com animais deficientes enlLFas-
mostraram menor intensidade da miocardite agudarsequentemente, reducéo na morte
de cardiomiocitos. No entanto, houve alta mortdiéddesse animais quando comparados
com camundongos BALB/c. Observamos através dmettia de fluxo que na auséncia da
molécula ha prevaléncia de linfécitos T CDdo tecido cardiaco e uma resposta mista
Th1/Th2. Diferente dos animais selvagens infectadas tém predominio de células T
CD8' e perfil Th1l. Aprofundamos o estudo sobre a caasmorte dos animais deficientes
e observamos um comprometimento da funcao renatdéaca mais grave e mais precoce
possivelmente relacionado ao 6bito. Além disso,vhoalteracdes adicionais na pressao
arterial, na conducéo elétrica cardiaca e na héoggdode ambas as linhagens. Concluimos
assim que a molécula Fas-L ndo esta diretamentelvithey na destruicdo de fibras
musculares cardiacas, mas atua localmente regutaredaiilibrio e padréo de citocinas e
infiltracdo inflamatodria celular. Atua também dernfia sistémica promovendo uma

insuficiéncia cardiaca fulminante por uma sindra@an@io-anémica-renal.
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ABSTRACT

The Fas-L molecule is classically associated wplopsosis and cellular death.
However, it is also known that this molecule isdived in various regulatory mechanisms
of acquired immune and inflammatory responsesutiiiacellular activation and secretion
of quimiotactic factors, for example. In additidhis molecule is also apparently involved
in a systemic regulation of cardiac and renal fiomct This work aims to study the
importance of Fas/Fas-L interaction in the inflanhona regulation of acute myocarditis
and in the progression of cardiac insufficiencymicte infected withTrypanosoma cruzi
Our results using Fas-L deficient mice showed a enag acute myocarditis and,
accordingly, reduction in cardiomyocytes death. deer, there was a high mortality rate
when compared with BALB/c mice. We observed throdighv cytometry that in the
absence of Fas-L there are mostly CD4 cells in the cardiac tissue and a Th1/Th2
response. Differently from the wild type infecteite) which have predominantly CD$
and a Thl biased response. We further studied @beecof death of deficient mice and
observed a more pronounced and earlier cardiacgeral dysfunction possibly related to
death. Moreover, there were additional alterationsarterial pressure, cardiac electric
conduction and hematological evaluation of bothenticeages. We concluded that the Fas-
L molecule is not directly involved in cardiomyoegt destruction, but acts locally
regulating the equilibrium and profile of cytokinead cellular inflammatory infiltration.
Additionally, Fas-L acts systemically promotingunfinant cardiac insufficiency through

a cardio-anemic-renal syndrome.
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INTRODUCAO

1. Adoenca de Chagas:

1.1. Aspectos gerais:

Em 1909, Oswaldo Cruz anunciou formalmente na Acéa&lacional de Medicina
a descoberta da Tripanossomiase Americana, chapmgtariormente denoléstia de
Chagas.O médico sanitarista Carlos Chagas realizou urno f@itico na histéria médica
mundial, onde descobriu 0 parasliypanosoma cruzseu ciclo evolutivo, o vetor e seus
habitos, seus reservatorios, além da prépria doéhpaocesso da descoberta se iniciou em
1907 quando Carlos Chagas, pesquisador de Mangyiohegou ao norte de Minas Gerais
com a missdo de combater a maléria entre os t@baiés da Estrada de Ferro Central do
Brasil. L&, sua atencao foi despertada por umaonge¢ proliferava nas frestas das paredes
de pau-a-pique das casas, alimentando-se a nogardpe de seus moradores. Por atacar
preferencialmente o rosto, era chamadbaleiro pela populacdo local (Coutinho e cols.,
1999).

A distribuicdo geografica da doenca, com transroissitural, inclui todos os 17
paises das Américas Central e do Sul e coloca sto de transmissdo um quarto da
populacdo da América Latina. Estima-se que 12 redhde pessoas estejam infectadas e
cerca de 100 milhBes de pessoas estejam sob riséofatcdo na América Latina. A
doenca de Chagas mata cerca de 50 mil pessoasa®@o®s no continente americano e é
a terceira enfermidade tropical em prevalénciapdeda malaria e da esquistossomose

(sitio: Drugs for neglected diseases innitiativdNDi, 2007).

Estima-se que no Brasil haja quatro milh6es deep#es infectados pela doenca e,
apesar da recente notificacdo da interrupcdo dartiasao pelo vetdfriatoma infestans
(uma das espécies dmrbeiro) no pais, outras espécies de triatomineos coméimua
transmitir a doenca. Varias ocorréncias da doergalthgas tém sido registradas nas duas
Gltimas décadas na Amazébnia através de levantamentoldgicos, diagnésticos de casos

isolados ou as chamadas microepidemias pela irdepgi via oral e existe uma
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preocupacdo cada vez maior com o risco de endefnizé® doenca nessa regido. (Sitio:

Médicos sem Fronteiram line, 2007).

Como parametro de comparacédo, a cada ano morreBrasd cerca de 12 mil
pessoas em consequéncia da infeccdao por HIV, segundmais recente boletim
epidemioldgico do Ministério da Saude (Szwarcwaltbks., 2000). As vitimas da doenca
de Chagas sdo mais que o dobro, correspondendaral 8Bitos. Entretanto, as politicas
adotadas para o combate das duas doencas sao feeemtds. Enquanto sdo destinados
US$ 300 milhdes por ano para a primeira, 0s resyyaoa o controle da doenca de Chagas
chegam a no maximo US$ 20 milhdes (sibioticias on line +aculdade de Medicina —
UnB, 2005). Desta forma, a doenca de Chagas podeclassificada comadoenca
negligenciada.Essas doencas sdo definidas como patologias qé@mafmilhares de
pessoas ao redor do mundo, mas que nao dispOeratamentos eficazes ou adequados.
Apesar de quase cem anos da rapida e eficientegisdesta doenca e um grande volume
de trabalhos cientificos que tratam da biologiajriologia e genética do parasito causador,
todo esse conhecimento ndo consegue se revermr\an ferramentas terapéuticas para as
pessoas afetadas. Sugere-se que uma das causasss@@almente porque as pessoas que
sofrem destas doencas sao pobres e nao ofereceetarno lucrativo suficiente para que a
industria farmacéutica invista em pesquisa e dedeimento de novos medicamentos.
Contraditoriamente, essa doenca, promove um afiadto ao sistema publico de salde e a
previdéncia social, uma vez que afeta os pacierdesia fase mais produtiva da vida (sitio:
Drugs for neglected diseases innitiative DNDi, 2007). Desta maneira, torna-se
imprescindivel a diminuicdo do hiato entre a pesmbésica e a pré-clinica, assim como a
aproximacao entre o setor publico e a iniciativiegata. Devem, portanto, se implantadas
politicas publicas de saude voltadas para prograficezes de erradicacéo e tratamento de
doencas de interesse a toda populacdo (sem disagéu econdmica), diminuindo seu

impacto nos proprios gastos publicos. (Prata, 2001)
1.2.Caracteristicas da infeccao:
A doenca de Chagas possui como vetor invertebradmseto hematofago

triatomineo que pertence a ordem Hemiptera, apgsdm como 0s mais importantes do
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ponto de vista da transmissao os gén@&r@toma, Panstrongylus e Rhodni{tent, 1999).

A forma replicativa do parasito no hospedeiro itelerado € chamada de epimastigota e no
hospedeiro vertebrado é chamada de amastigotarrdafinfectante deste protozoario é
denominada de tripomastigota metaciclica e é eramatna porcado final do intestino do
inseto vetor, sendo liberada quando da defecag@amcprre apds o repasto sangtiineo do
inseto. A transmissao natural db. cruzi ocorre durante a alimentacdo do inseto
hematofago, que deposita as fezes contendo a fafewante do parasito na pele. Através
da lesé@o provocada pela picada do inseto ou pphlllesnento para areas feridas ou para

mucosas, 0 parasito alcanca o tecido subjacent®eente sanguinea do hospedeiro.

A doenca apresenta uma fase aguda de curta duwrag@ieintomatologia inespecifica e
frequentemente branda, que passa na maioria das desapercebida. No local da picada
pode desenvolver uma lesdo volumosa, eritemateskematosa chamada deagomade
inoculacdo e se o material infectante for levadoo#fto, hd a ocorréncia de uma
conjuntivite com edema da pélpebra, também conbgmdsinal de Romafnasuja duracao
por mais de 30 dias permite diferenciacao claracdagintivites virais e bacterianas (Prata,
2001). A fase crbnica inicia-se com um periodordssiatico de duracdo variavel que pode
durar mais de 30 anos e aproximadamente 30 a 4@%atientes infectados desenvolvem
a forma sintomética cronica (Moncayo, 2003). A aimatologia € variada e de alta
morbidez, podendo desenvolver a forma neuronal praxanadamente 3% dos casos,
cardiomiopatia em 25-30% dos casos ou dilatacadrato digestivo (megaes6fago ou
megacolon) em 6% dos pacientes. Nesse estagioercace frequentemente fatal nos
pacientes cardiopatas devido a insuficiéncia ceadi&la ainda frequentemente casos de
morte subita, devido a destruicdo do sistema ddurgdio elétrica cardiaco (revisto por Dias
e Coura, 1997).

1.3. A fase aguda:

Como descrito acima, a fase aguda € majoritarianernda e inespecifica em cerca
de 90% dos casos. Nos casos agudos sintomatiaimedga de Chagas cursam com febre,

mialgia, prostracdo, hepatoesplenomegalia, efgpsiwardica e miocardite aguda. Em
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alguns casos pode ocorrer o quadro de meningoditeefanas algum nivel de
envolvimento do sistema cardiovascular, ainda quscreto, estd presente em
aproximadamente 90% dos casos (Parada e cols.). 1987infonodos situados entre a
artéria aorta e pulmonar se encontram infartadas ateracbes morfolégicas cardiacas séo
resultado da resposta inflamatéria (miocardite ayymbssivelmente devido a ruptura
celular pela multiplicacédo parasitaria no estagioial e antigenos (Teixeira e cols., 2006).
Microscopicamente, diversas fibras musculares eiogalmente histiocitos intersticiais
demonstram ninhos com divisdo de formas amastigétiésn disso, a inflamacdo pode
extender-se para 0s nervos simpaticos no epic&diopriamente a regido intramural

(Teixeira e cols., 2006).

O diagndstico € estabelecido clinicamente em meeo$0% dos casos em areas nao
endémicas, provavelmente por causa da inespeaifieiddos sintomas. Fixacdo de
complemento e outros testes soroldgicos pamuzisao normalmente negativos durante a
primeira semana de infec¢do, embora parasitoslaitas possam ser observados e, em
estagios mais tardios, diagnosticados por xenod&go (Punukollu e cols., 2007). O
diagnostico por PCR pode indicar casos bem recgitetas e cols, 1999). Achados
laboratoriais também n&o sé@o especificos no irgcincluem leucocitose com aumento
absoluto de linfécitos. A eletrocardiografia podgerir onda T e intervalo ST e QRS de
baixa voltagem e com outras altera¢bes na condelgdoca cardiaca como taquicardia
sinusal discreta e bloqueio atrioventricular dempiro grau. Além disso, através de
radiografia pode ser observado o aumento da s#huatdiaca em diversos padroes
(Teixeira e cols.2006).

Os mecanismos que regulam o desenvolvimento densattblogia crbnica ainda se
encontram em amplo debate. Aparentemente, sejafgual mecanismo que module a
transicdo entre a forma assintomatica para a sattoancronica, a patogenia desta fase
parece estar relacionada a presenca e quantidagerdsito (Higuchi e cols, 2003) e
também com a gravidade da miocardite durante adgada (Prata e cols., 2001). Além
disso, Jones e cols., 1993 e Vago e cols., 199 t@deam DNA del. cruzisomente em
orgdos com apresentacdo grave da patologia. Maerduds., em 1999, demonstraram que

em camundongos, a carga parasitaria durante aafpsga da infecgdo peld. cruzi
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correlaciona-se diretamente com a patologia tetielladivacao do sistema imune na fase
cronica. Os pacientes que sobrevivem a fase agadafetcdo peld. cruzidesenvolvem
resposta imune especifica ao parasito, reduzindogeantidade na corrente sanguinea e

nos tecidos (Marinho e col4.999).
1.4. Miocardite Chagasica Aguda:
1.4.1. Aspectos gerais:

Na fase aguda normalmente h& associacdo entre snidoparasitos e infiltracdo
inflamatéria. Entretanto embora na fase cronicairdac¢cdo também haja infiltracdo

inflamatéria, h& raros ninhos de parasitos (Higectbls., 2003).

A invasédo do cardiomidcito pelb. cruziocorre através da endocitose, com a ligacéo e
a internalizacdo do parasito mediada por diferestaaponentes da superficie celular
capazes de reconhecer a forma tripomastigota. Gamisgno de invasdo db. cruzinas
células cardiacas é essencialmente semelhante eanist@o de invasdo das células
fagociticas profissionais, envolvendo acUcarestinias, glicosidases, proteinases e
inibidores de proteinases (Meirelles e ¢ol999; Soeiro e cols1999). Também é
observado que o relativo balanco entre a exposiéiE#icacido sialico e residuos de
galactose/N-acetil-galactosamina (GAL) na supefiin parasito determina a capacidade
de invadir o miécito. O parasito necessita de unegsso proteolitico entre a sua superficie
e a das células cardiacas para expor os ligantess@&ios e 0s receptores para sua adeséo
e internalizagéo (Araujo-Jorge e cpl92).

As formas amastigotas d®. cruzi multiplicam-se nos cardiomiécitos causando a
ruptura de algumas fibras, mas sobretudo a exppsigh antigenos e liberacdo de
mediadores inflamatorios de diversos tipos (Te&eicols., 2006). S&o vistas inicialmente
reacOes focais seguidas por infiltracdo difundidatpdo o miocardio poucos dias apds a
inoculagcédo experimental. Algumas vezes sdo enatwdréocos isolados de necrose em
cardiomiocitos aparentemente ndo parasitados. Aléradesdo de células mononucleares
(como linfocitos T, células NK e também macrofaginshembrana dos cardiomidcitos, ha

destruicdo de reticulo sarcoplasmatico, de middibyi de mitocbndrias e de discos
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intercalares. Algumas hipéteses tém sido levantpdees justificar estes danos cardiacos,
mas as principais sdo: a) lesdo imunoldgica indupiok antigenos do. cruziem células
parasitadas e néo parasitadas (Ribeiro dos Sarmdagison, 1980) e b) lesé&o por isquemia
devido a agregacdo plaquetaria, a obstrucdo ddkmspdo miocardio e alteragbes da
microcirculacdo (Tanowitz e cols., 1990, Rossi eanBs, 1996). Esta microangiopatia
consiste no comprometimento capilar do miocardio caicrodilatacdes, microespasmos e
alteracGes endoteliais (Rossi e Bestetti, 199%)dsencontrados linfocitos e macréfagos
aderidos as células endoteliais (Andrade e co®@94)l Além disso, o comprometimento
vascular na miocardite chagasica aguda estd noen&#massociado a grave fibrose

miocardica (Tanowitz e cols., 1992).

1.4.2. Aspectos imunologicos da fase aguda:

A resposta imune humoral e celular em relacdo ec@dfo do hospedeiro vertebrado
possui aspectos relevantes na fisiopatologia dagdoeé\s células T CD4+ Thl sdo muito
importantes para a protecdo contra.aruzi(Hoft e cols, 2000). As células NK T, com
producdo de interferons (IFN-y), e macréfagos também sédo elementos importantes qu
participam do controle da replicagdo parasitarieaciie a fase aguda da infec¢éo (Silva e
cols., 1995)A deplecao de Linfécitos CD8+ antes da inoculat@@arasito resulta em um
aumento da parasitemia e da mortalidade de camgodofTarleton e cols., 2000). A
inoculacdo dd'. cruziem camundongo®sistentes ou susceptiveis demonstrou que células
Thl sdo determinantes para o carater de protecasisttbma imune (Minoprio e cols,
1986). Ha intensa resposta anti-parasitaria palail CD4+ e CD8+ e também podemos
destacar a fungdo de IL-12 (interleucina-12), INFe iNOS (6xido nitrico sintetase
induzida) (Silva e cols, 2003), por sua vez antagmla pela agdo de IL-10 (interleucina-
10) e IL-4 (Interleucina-4) (Michailowsky e cql2001), no controle da parasitemia, da
inflamacéo e da resisténcia a infec¢do pelo hogmedestudos experimentais em roedores
infectados com varias cepas Tecruzimostraram o envolvimento de diversas citocinas e
tipos celulares na modulagéo da protecdo duraiatseaaguda. Em camundongos, durante a
fase inicial da infeccdo, os macréfagos podem redgo a presenca das formas
tripomastigotas de maneira dependenteldi-like receptor(TLR) e Myd88 e produzir
citocinas como IL-12 e TNk-(Fator alfa de necrose tumoral) que facilitam EqEacao
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de células T CD4+ e CD8+ e a producdo de NlEampos e Gazzinelli2004), que €
essencial para o controle da infeccéo (Brener i, 1997; Martin e Tarletor2004).
Macrofagos ativados por TNke INF+ possuem uma importante funcdo no controle do
crescimento e replicagdo parasitaria e diversaglestmostram que o 6xido nitrico (NO)
derivado destas células possui papel central mesteexto (Silva e cols2002). Varias
citocinas, especialmente IL-10 e IL-4, possuem mportante envolvimento na reducgéo da

resposta imune do tipo Thl (Soares e ¢2B01; Silva e cols1992).

As quimiocinas também aparecem como um importaater fno mecanismo de
regulacdo imune, ativacdo leucocitaria, coestinfidag diferenciacdo durante a resposta
imune inata e adquirida (Sallusto e cols. 2000, aféere Rollins 2001). Estudos
demonstraram que macréfagos (Villalta e cols., 1@98ardiomiécitos infectadas vitro
comT. cruzi(Machado e cols, 2000) @ vivo (Silva e cols., 1995) produziram RANTES,
MIP-1laa e JE/MCP-1, aumentaram os niveis de NO e caménwml a multiplicacdo dos
parasitos (Aliberti e cols.,1999). Estes dados nforabtidos utilizando também
camundongos deficientes na producédo das citockidg le TNFe, que sao essenciais
para a producdo de RANTES e MIP-1a respectivam@titeerti e cols., 2001). Também,

a adicdo de IFN- em estudo vitro aumentou os niveis da producdo de RANTES e IP-
10 em macréfagos infectados piarcruzi(Talvani e cols., 2000, Aliberti e cols., 2001).
Além disso, cardiomiécitos ativadds vitro produzem TNFe, INOs e quimiocinas,
participando ativamente do controle da infeccdaaasiular e influxo de células
inflamatérias (Machado e cols., 2000). A patogéresdiaca da doenca de Chagas pode
estar direcionada pela predominancia de célulasD8" Qo miocéardio infectado, sendo
reflexo de um perfil de moléculas de adeséo, cixie receptores para quimiocinas que
contribuem para a génese e manutencdo da miacattigasica (Lannes, 2003). Embora
mecanismos autoimunes jA ndo sejam mais considerd@do determinantes de lesdes
miocardicas, ensaids vitro sugerem que anticorpos anti-recept@re&lrenérgicos (Borda

e cols, 1991) podem influenciar na evolucdo da disfuncadiaea (Sterin-Borda e Borda,
2000). Todos estes mecanismos levam a morte doeadditos e outras células cardiacas,
como células ganglionares parassimpaticas, evem®gjuais se baseia a progressao da

cardiopatia.
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2. Morte celular:

A morte necrética é um evento celular dramatico @presiste na ruptura das estruturas
celulares e deflagracdo de resposta inflamatoGal.laJa a apoptose ou morte celular
programada € um processo de morte bioquimicameinte (Malmusi e Ackerman, 2000,
Danial e Korsmeyer, 2004). A apoptose caractegzpeda preservacéo da integridade das
membranas plasmatica e de organelas internasndépindo resposta inflamatoria (Roos e
cols., 2004). Ha formacéao de projecdes de memhram® bolhasklebs, fragmentacéo,
condensacdo e marginacdo da cromatina e formagiehdomados corpos apoptdpticos
(Haunstetter e Izumo, 1998). O estimulo apoptéptie membrana mais conhecido € a via
deflagrada pela ativacdo da molécula Fas (CD9%) gal ligante Fas-L (CD95L) (Figura
1). Esta interacdo dispara a trimerizagdo de mor@srae Fas na superficie da célula alvo
com dominio de morte intracelular contendo aprogiamaente 80 aminoacidos (Orlinick e
cols., 1999). Imediatamente apds a interagdo &sd/Focorre o recrutamento de uma
molécula adaptadora serino-fosforilada chamado FAD@as associated death domain)
(Figura 1). Apés a chegada dessa molécula, h@amérizacdo e ativacdo de moléculas de
pré-caspase -8 e -10, possivelmente por autoclivage clivagem por moléculas de
caspases proximas. Apés a ativacao destas proseaspaciais, ha a ativacdo em cascata
de outras pré-caspases em caspases funcionaisaauoa delas degrada alvos proteicos

intracelulares pertinentes e pro-caspases. Agitivala pro-caspase-3, por sua vez, € um

evento central na apoptose e promove a clivagem FasL
de varios substratos, incluindo enzi- _
mas de reparo de DNA, como a poli-ADP ri- 4 L)‘a
bose polimerase, proteinas estruturais. Far ﬁ

citoplasméticas e nucleares, laminas

-
g

e actina, e outros cons-
tituintes celulares (Buendia e cols., 2001,
Bouchard e cols., 2003).
Atualmente esté claro que as molécu-

las Fas e Fas-L sdo de extrema relevancia no
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controle da homeostase celular e no funcio-

namento do sistema imune. Figura 1: Esquema da interag&o das moléculas Fas/Eaa superficie celular e
recrutamento da molécula adaptadora FADD na ativada caspase 8
(Adaptado de Delves e Roitt 2000).DD- Dominio deeno

Trabalhos anteriores utilizando camundongos defieg para expressao de Fas
(Ipr) e Fas-L dld) demonstraram uma severa linfoproliferagdo e atmnela
susceptibilidade a carcinomas linféides assim covados tipos de autoimunidades
(Sharma e cols., 2000). Ha evidéncias de que acgiivde Fas/Fas-L pode também resultar
em respostas ndo apoptopticas como proliferagdétaceativacdo de NF-kappaB (Wajant
e cols, 2003) e outros. Linfocitos T citotoxicos expresdaas-L que contribuem para sua
funcdo de citotoxicidade contra patdbgenos ou celtlenorais e delecdo clonal periférica
(Nagata e Goldstein 1995). A expressao de Fas-béamtem sido detectada em tecidos
considerados “imunologicamente privilegiados”, coofios e testiculos (Bellgrau e cols.
1995; Griffith e cols. 1995). Acredita-se que a expressao constitutivdcakeL nestes
tecidos seja importante para prevenir a infiltragéftamatéria de leucécitos através da
indugéo de morte celular por apoptose (Walsh g $889). De forma semelhante, algumas
células tumorais expressam Fas-L e isto pode patida evasao destas células do sistema
imune (Hahne e cols1996; Niehans e cols1997; Strand e cols1996). Além disso,
diversos trabalhos recentes tém mostrado que ®e&teg¢do molecular atua também na
secrecao de citocinas e quimiocinas, quimiotaramscricdo génica. Uma de suas fungdes
mais intrigantes € a sua capacidade de atuar nalagdo de respostas inflamatorias.

3. Inflamacéo:

A inflamac&o € uma resposta do tecido vivo vasiasdo a lesdo. E desencadeada por
infecgbes microbianas, agente fisico, substanaia®igas, tecidos necroticos ou reacdes
imunes. A inflamacgé&o deve conter e isolar a ledéstruir os microorganismos invasores e
as toxinas inativas e preparar o tecido para oreepa inflamacdo aguda inicia-se
rapidamente e tem a duracdo relativamente curtepheando a exudacdo de liquido
(edema) e migracéo de célula polimorfonuclear @idéilds) (Robbins e Cotran, 2002).

A funcado dos neutréfilos na resposta inflamatégpahde de uma rapida transicédo de

seu estado circulante ndo aderente para a ligazé@ndotélio e diapedese. Os eventos
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iniciais deste processo consistem no aparecimemtmaléculas de adesdo no endotélio
adjacente induzidas por mediadores inflamatorimsréidos pelo tecido lesado ou afetado
(Figura 2). A etapa de rolamento de neutrofilosegliada principalmente por L-selectina,
na superficie das células inflamatérias, e por B-selectinas que passam a ser expressas
nas células endoteliais do sitio inflamatorio. AdPectina € mobilizada em poucos minutos
para a superficie da ceélula endotelial devido atmeto promovido por trombina,
histamina ou radicais de oxigénio, por exempleeragindo primariamente com o ligante
semelhante a mucina PSGLR-gelectin glicoprotein ligand)l localizado no microvilo
do leucécito (McEver e Cummings, 1997). O eventassquente consiste no envolvimento
de E-selectina, surgindo na superficie da célul@ttial uma a duas horas apés o estimulo
de IL-1, TNFe ou LPS, por exemplo (Lawrence e Springer, 1993).

A cinética de recrutamento de neutrofilos analisadacamundongos deficientes na
expressao de P-selectina e de L-selectina sugeee aomtribuicdo sequencial para o
rolamento de leucécitos e que a L-selectina estéleda no sequestro de neutréfilos pela
microvasculatura inflamada (Catalina e cols., 19898m disso, o endotélio dos capilares
inflamados produz substancias quimioativas comor fde ativacdo plaquetaria (PAF),
leucotrieno B4 e varias quimiocinas. Uma destamgpginas, a IL-8, atrai especificamente
neutréfilos (Roth e cols., 1995), é armazenada cwpusculos de Weibel-Palade e é
liberada apds o estimulo por histamina e tromHbihggard e cols., 1998).

A forte adesdo do neutréfilo as células endotetats relacionada a interacdo com as
integrinas (Esquema 2) da subfamfiia (CD11a, CD11b, CD11c/CD18) com ICAM-1 e
VLA-4 com VCAM-1. A ativagcdo destas integrinas nesutréfilos esta relacionada a
varios fatores como substancias quimioativas (RIAB, fMLP, C5a), citocinas (TNIex),
fatores de crescimento (GMCSF) e produtos bacwsighPS) (Witko-Sarsat e cols.,
2000).

A migracdo transendotelial ocorre predominantemengs bordas das células
endoteliais através das juncdes de descontinuidadextravasamento requer, contudo,
modificagBes das juncdes célula-célula no teciddotmlial e a estruturagdo esta
relacionada com componentes como VE-caderina, ioatenplacoglobina observadas nas
regides de adesédo entre os neutréfilos e as c@ntisteliais (Del Maschio e cols., 1996).

Duas moléculas de adeséo celular da superfamil{@Ad1 — cellular adhesion molecuje

20



tém sido envolvidas na transmigracao leucocité@iaolécula de adesdo plaguetaria das
células endoteliais (PECAM-1 ou CD31) e a moléddadeséo juncional (JAM) (Martin-
Padura e cols., 1998).

5. rearranjo
juncional

vaso I|nfat|co

8. mlgragao da CD para o
o linfonodo drenante ™ danificado

T"'l Selectina— smlomucmﬁ’ﬂrﬁy qU|m|otat|cos inflamatoérios> GPCR | MEC com GAG

“ | inativas— integrinas ativ.- } ICAM-1 ou V-CAM- 1?’*@)5533 —CCR7 === colagen(

Figura 2: Resposta inflamatéria aguda:Etapas paragmnacdo de leucécitos ao local da
inflamacao. A inflamacéao ocorre devido a lesdodeal ou a infec¢do por patégenos, induzindo

a liberacdo de citocinas substancias quimioativeabgcas de seta vermelhas) por células do
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estroma, macrofagos e mastécitos. A sinalizacamftiEamacédo promove 1) a regulagéo positiva
de selectinas e membros da superfamilia de imubalif@s. 2) Substancias quimioativas,
principalmente quimiocinas (cabegas de setas vgrd@® produzidas e translocadas através
das vénulas endoteliais, promovendo a 3) adesao lelasOcitos (setas vermelhas). 4) A
diapedese ocorre por um desarranjo transitorio Baguncdes endoteliais para a 6) penetracdo
do leucécito obedecendo ao 7) gradiente quimioanat Nos linfonodos, os antigenos
processados pelas 8) células dendriticas ativamla®lT e expandem a producgéo de linfocitos

para migrarem ao local da inflamacao (Adaptado dester e cols, 2005).

4. Molécula Fas-L e regulacao inflamatoria:

A expressdo de Fas/Fas-L em situacbes patoldgicde pegular positivamente a
resposta inflamatoria (Miwa e cols., 1998). Recératbalho de Reis e cols., 2004 discutiu
evidéncias de sinais pro-apoptopticos da molécatalFna regulagéo inflamatoria da leséo
na fibrose pulmonar. Os autores demonstraram cpieatizacao de Fas-L induz apoptose
em células epiteliais e macrofagos alveolares, tiberacdo de IL-1 e outras citocinas
promovendo infiltracdo inflamatodria. A sinalizacéle Fas-L é um importante evento no
modelo de lesdo aguda pulmonar, fibrose pulmonepédica e silicose. Dockrell em 2003
descreveu que a desregulacéo do sistema Fas/Fagribuai para a patogénese de doencas
infecciosas, onde microorganismos podem inibinalsile transducéo de Fas e prolongar a
sobrevivéncia intracelular. Através desta descrgitemos observar o quanto € complexo
0 estudo sobre a molécula Fas-L. Podemos consideraportancia desta molécula em
diversas patologias como: doencas pulmonares (Reiscols.,, 2004), afeccbes

gastrointestinais (Kountouras e cp®005), na imunologia de tumores (Igney e Krammer,
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2005; Wajant e cols2005), em doencas linfoproliferativas (Oliveira leisher, 2004) e

outras.

4.1.Fas-L e miocardite aguda:

Ishiyama e cols(1997) descreveram que o excesso de 6xido nitrizdugido pela
oxido nitrico sintetase (NOS) contribui para a pesgdo da lesdo do miocardio na
miocardite. Contudo, o mecanismo molecular da lesBimiocardio e a morte das células
na miocardite ndo foram detalhados. Em 1998, estemm grupo sugeriu que a via de
morte celular por apoptose de cardiomidcitos @édtitbs € mediada pela interacdo Fas/Fas-
L na leséo por miocardite autoimune (Ishiyama 8.¢bd98).

Huber e cols. em 1999, iniciaram uma série ddigagdes utilizando o modelo
murino de miocardite aguda induzida pela infecgo pirusCoxsackiedo tipo B (CVB) e
descreveram que a infeccdo por este virus estimuésposta autoimune de células T a
antigenos cardiacos. Mostraram que a inducao d@qrat depende de células T CD4+
Thl (IFN«+), enquanto que as respostas com perfil de célulab2 (IL-4+) estariam
associadas a um perfil mais resistente a infedanodulacéo entre qual tipo de resposta
seria prevalente requer a interacé@o direta cékildae é mediada por atividade citotoxica
dependente de Fas/Fas-L. O grupo aprofunda sugsigas (Huber e col2000) e propde
gue células Ty/c cardiacas possuem elevados niveis de Fas-L nasupeficie,
promovendo a lise de células T CD4+ Th2 especifieaa o virus. Desta maneira, com a
lise desta populacdo, haveria o predominio da pggol de células T CD4+ Thil,
responsaveis pela gravidade da miocardite. Na mé&puaa, outro grupo de pesquisa,
utilizando o modelo murino infectado pelo CVB, dewsimou que animais deficientes na
expressao de Fakpx), Fas-L @ld) e camundongos tratados com anticorpos monoclonais
(mADb) anti-Fas-L tinham uma diminuicdo da inflamag® miocardio (Seko e col2002).
Também ocorreu a diminuicdo de expressao doylFN-2 e iINOs no tecido cardiaco.
Esses resultados sugeriram entdo que a via Fds/Easfce um papel importante na
regulacdo da miocardite e ativacdo celular, peloaseneste modelo de miocardite viral
(Seko e cols.2002). Este autor em 2006 relacionou a acéo datemgina Il (Ang Il) e os
efeitos de bloqueadores de receptores para ArBRA] que séo utilizados no tratamento

de hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestifiorese do miocardio na miocardite
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aguda induzida pelo CVB. O mesmo pesquisador atiliz olmesartan, um novo BRA, e
observou uma diminuicao significativa da express@dFN+y, Fas-L, e INOS no tecido
cardiaco, indicando que o tratamento suprimiu wagdio de linfécitos e infiltragdo
inflamatdria. Este BRA também diminuiu a cargalviras niveis de 8-OHdG (8-hydroxy-
2'-deoxiguanosina), um biomarcador plasmatico adeslaxidativos induzidos no DNA no
tecido cardiaco (Seko, 2006).

Outros trabalhos correlacionaram a co-expressdéadee Fas-L na infiltracéo de
leucécitos do tecido cardiaco com hipertrofia aufisg€ncia cardiaca. Um deles sugeriu
que a molécula Fas-L resultante da infiltracdo éiilas mononucleares ativadas pela
quimiocina monocyte chemoattractant protein{MCP-1) causa a morte de midcitos,
promovendo a faléncia cardiaca (Niu e cd806). A elevacao dos niveis plasmaticos de
Fas e Fas-L solaveis podem ser um bom marcadolégimo para se determinar
precocemente a gravidade da miocardite aguda eralabm progndéstico nos pacientes
(Fuse e cols2000).

4.2 .Fas-L e a infeccéo pelo T. cruzi:

A relacdo entre a interacdo Fas/Fas-L e a infe@go T. cruzi ndo foi muito
estudada e isto fica mais evidente quando avalisanomportancia da molécula Fas-L
durante o desenvolvimento da miocardite chagasitmlaa Ndo encontramos nenhuma
publicacédo que correlacione a molécula Fas-L coagalacéo inflamatéria na evolucdo da
miocardite aguda promovida pela infeccéo paocruziem camundongos.

Demonstramos em nosso laboratério (Lopes e col®99) que a auséncia da
molécula Fas-L aumentava a susceptibilidade de wdomgos infectados porF. cruzi
devido a uma resposta imune do tipo Th2. Naquadarsugerido que o IFN-modulava
a inducdo de apoptose de esplendcitos de camurslomigatados por dois mecanismos
distintos: indug¢édo da producgédo de 6xido nitrico ifiia e cols.,1999 e a expresséo de
Fas/Fas-L (Lopes e cols., 1999). Assim, sugerehsgartancia de Fas/FasL na modulagao
da resisténcia a infeccdo experimental porcruzi Utilizando camundongogld/gld,

Martins e colaboradores mostraram que além da digéio na apoptose, a auséncia da
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molécula Fas-L também promoveu uma diminuicdo malygdo de NO e aumento da

producédo de citocinas do tipo Th2. Estes autorepyseram, portanto, que a interacao
entre Fas/Fas-L também possui funcdo de modulag&esposta imune (Martins e cols.,

2001). Zuniga e cols. em 2002 sugeriram a possduik de bloquear a interacéo Fas/Fas-L
em células B de ratos infectados pé&lacruzicomo meio de intensificar a resposta imune
humoral antiparasitaria, sem interferir no mecanoisia tolerancia do hospedeiro.

Outra abordagem da funcdo da molécula Fas-L nadgéafe peloT. cruzi foi
avaliada através da regulacdo de proliferacdo arelein Orgdos imunes primarios e
secundarios. Na fase aguda da infeccdo ocorreiaatiof timo determinada pela perda
macica de células T CD4+/CD8+ imaturas. Também essm laboratorio foi avaliada a
participacdo da via Fas/Fas-L e ficou demonstrade gsta interacdo nao participa
diretamente da atrofia timica, seja induzindo mantdular seja como molécula co-
estimulatéria (Henriques-Pons, e cols. 2004). Gimtem 6rgédos linféides secundarios,
como no caso de linfonodos mesentéricos, a infepglmTl. cruzipromove atrofia severa
devido a intensa apoptose mediada pela interacéh-&sL, neste caso por inducdo de
morte de células T CD4+ (De Meis, e cakf06).

Pouco se sabe sobre a influéncia desta interacdmewanismo da regulacdo
inflamatdria no tecido cardiaco infectado p€&lacruzi. A partir disto, torna-se relevante o
entendimento de dois pontos que se interligamldigioamente em uma rede dausa e
consequéncia Precisamos entender qual é a funcdo da interapie Fas/Fas-L no
mecanismo de regulacao da infiltracdo inflamatdueante a miocardite aguda promovida
pelo T. cruzi Consequentemente, buscar o entendimento de coegulacao inflamatéria

terd influéncia no surgimento e na progressao sldigiéncia cardiaca.

5. Insuficiéncia cardiaca — Caracteristicas gerais:

A insuficiéncia cardiaca € uma condicdo grave nal ququantidade de sangue

bombeada pelo coracdo a cada minuto é insuficigant@ suprir as demandas normais de
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oxigénio e de nutrientes do organismo. Qualquenda que afete o coracgéo e interfira na
circulacéo pode levar a insuficiéncia cardiaca. 8éwida, a mais comum dessas doencgas é
as doencas arteriais coronarianas, que limitaxm fRangiiineo ao miocardio e pode levar
ao infarto do miocéardio. Outras doencas afetamcé@imente o sistema de conduc¢ao
elétrica do coracao, resultando em frequéncia timbatos cardiacos lentos, rapidos ou
irregulares, prejudicando o bombeamento do sangle @oracdo. A principio, esse
aumento produz contracdes mais fortes, porém, maagde, o coracdo aumentado de
tamanho pode diminuir sua capacidade de bombeamentmrnar-se insuficiente
(Braunwald, 1992).

O organismo possui varios mecanismos de respastacompensar a insuficiéncia
cardiaca, tais como a resposta de emergéncial ifriciiautos ou horas), que é a reacao de
“luta ou fuga” causada pela liberacdo de adrenafgr@nefrina) e de noradrenalina
(norepinefrina) pelas glandulas adrenais na careangiinea. Desta forma, o coracao
trabalha mais vigorosamente, ajudando a aumendgébio sangiineo e, até certo ponto,
compensando o problema de bombeamento (Guyton kg T887). Outro mecanismo
corretivo consiste na retengao de sal pelos rimgando constante a concentracao de sodio
no sangue. Assim 0 organismo retém mais agua aan@mb volume sanguineo circulante
e, a principio, melhora o desempenho cardiaco. dasa principais consequiéncias da
retencdo de liquido € que o maior volume sang(nemove a distensdo do miocardio. O
outro mecanismo de compensacdo importante do ap@gi aumento da espessura do
miocardio (hipertrofia). O miocéardio hipertrofiagode contrair com mais for¢a, mas acaba
funcionando mal e agrava a insuficiéncia cardi@sapacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada, ou seja, hos quais 0S mecanismoa aitados ndo conseguem mais
equilibrar as funcdes cardiacas, apresentam camsfr@oueza (Guyton e Hall, 1997). O
débito cardiaco pode retornar ao normal, emboralrgente, as custas de um aumento da
freqiéncia cardiaca e de um batimento cardiaco fodées Por outro lado, no individuo
sem cardiopatia que necessite de um aumento momeentda funcdo cardiaca, essas

respostas sao benéficas (Nelson e Couto, 1992).
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5. 1. A miocardite aguda e a insuficiéncia cardiaca

A miocardite aguda estd associada a uma disfuneétriaular esquerda aguda,
gerada por infiltragdo celular inflamatéria no néimtio e aumento significativo da
liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias. DentreagsTNFe e IL-1f contribuem para a
depresséo da funcdo do ventriculo esquerdo e gageda de cardiomidcitos por apoptose
(Torre-Amione e cols 1996). A citocina TNF: promove também hipertrofia e fibrose
(Sivasubranian, e coJ2001), aumento da apoptose de mibcitos e a ativdg#@dOS (Von
Haehling e cols2004). A IL-1 também possui a capacidade de depm@niontracdo do
miocéardio de forma dose dependente e contribua papoptose de midcitos e hipertrofia.
Além disso, associado a - o TNFo mantétm uma miocardite persistente em
camundongos BALB/c desafiados com CVB3 (Lane e.ct#93). Desta forma, a ativagao
neuro-humoral e a elevacao do estresse oxidatikentiia disfuncdo ventricular esquerda
na insuficiéncia cardiaca congestiva pode ser diglpapor citocinas pro-inflamatérias. O
aumento de radicais livres oxidativos esta relamona ativacdo de p38-MARRasee
fator nuclear kappa B (N®B). Influindo diretamente na disfuncdo ventricutano efeito
ionotropico negativo através da reducdo do infldeocélcio no reticulo sarcoplasmatico
(Barnes e cols., 1997). O aumento das citocinas &stociado ainda ao desbalanco de
metaloproteinases de matriz (MMPSs) e o sistemaibeores teciduais de MMPs (TIMPSs)
(Li e cols.,2002).

A persisténcia da reacdo inflamatoria inicia umcpeso de remodelamento do
miocardio e desenvolvimento de cardiopatia dilgtad@malmente regulada pela: 1)
Funcéo de fibroblastos em expressar colageno dol @lll e fibronectina; 2) regular o
sistema de degradacdo de matriz pela expressdaoMiesM TIMPs e 3) secrecdo de
ativadores de plasminogénio do tipo uroquinasecielual (Swik e cols.2000; Nagase,
1997). Isto indica que o remodelamento do venwiadquerdo e a sua disfuncdo séo
altamente regulados por uma interacdo entre cétatidentes e ndo residentes no tecido
cardiaco que migram em resposta a liberagdo deadwes inflamatérios e componentes

do sistema de degradacdo de matriz (Rutschow g 2006).
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Além das citocinas citadas, a IL-6 estad elevada difessentes modalidades de
insuficiéncia cardiaca aguda, como o infarto docdnidio ou mesmo na miocardite aguda
com insuficiéncia cardiaca congestiva (Torre-Amieneols, 1996; Ridker e cols2000).
Outro importante processo fisiolégico no desenwvodrito da insuficiéncia cardiaca
congestiva é o envolvimento do sistema nervoso &iowp através da elevacao dos niveis
de catecolaminas. Murray e cols., 2000, demonstrgree o estimulo cronico de receptores
B-adrenérgicos promove um aumento na expressaongs ge miocardio para a producao,
mais uma vez das citocinas TNFIL-1p e IL-6. O tratamento da miocardite aguda com
bloqueadore$-adrenérgicos promove reducao da resposta inflaraatéremodelamento
da matriz extracelular, diminuindo a disfuncao vieatar esquerda (Pauschinger e cols.,
2005). Esse remodelamento através da sintese dgeool por fibroblastos cardiacos €
regulado por multiplos fatores, incluindo citocimaé inflamatérias como TNE; IL-1p ou
TGF. As duas primeiras demonstraram diminuicdo daesgdio de pro-colageno do tipo
| e lll e aumento na expressao de fibronectinacecptdgeno do tipo IV. Além disso,
varios estudos mostram que fatores como aldosteroG&fi ou estresse mecanico
induzem a sintese de colageno (Siwik e c2B00). O sistema renina-angiotensina também
participa na regulacéo da sintese de colageno,gp8iNG Il induz sintese e acumulo de
proteinas de matriz extracelular através da infieraspm o receptor AT1 mediado por
TGF$1 e endotelina-1 (Fakhouri e cgl2001). O infarto do miocéardio experimental em
ratos demonstrou que a inibicdo da enzima convemerangiotensina (ECA) preveniu o
acumulo de colageno, que foi completamente inilpide antagonistas do receptor AT1
(Smits e cols.1992).

5.2. Insuficiéncia cardiaca e faléncia renal

Nos Estados Unidos estima-se que aproximadameistensdes de americanos
possuam combinacdes de doencas cardiovasculardg @doencas renais (DR) (Kalra e
cols., 2005). No entanto, pacientes com insuficiéncia Iremdnica possuem um risco
acentuado de desenvolver infarto agudo do miocamsuficiéncia cardiaca congestiva,
arritimias atriais e ventriculares e faléncia cardi (Herzog, 1999). Freqlentemente, a
doenca renal co-existe com a faléncia cardiacamatia desindrome cardiorenal

apresentando sintomatologia clinica de grande sld@de (Dries e cols2000; Silverberg
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e cols.,2003). Entretanto, atualmente h& evidéncias quersagque tanto o cora¢cdo como
o rim podem ser alvos de linhas de terapias comespecialmente com antagonistas do
sistema renina angiotensina, reduzindo a progredadoenca cardiaca e prevenindo o

dano renal (Kalra e co|2005).

Uma variedade de proteinas incluindo a ANG II, d@elittas, espécies oxigénio
reativas (ROS), adrenalina, TNF e outras, tem sioNplvida de alguma maneira como
potencialmente ativas e com propriedades bioquimg#icientes para contribuir na
progressao e faléncia de rim e coracdo. A aldastetambém esta envolvida nesta
progressao, por ser um mediador determinante ddidi@ncia renal crénica e doenca
cardiaca (Duprez e col2000). Quando a doenca inicial é renal, as razdssiyeis para
uma associacdo incluem o aumento renal-dependenfgrasséo arterial, a ativacdo do
sistema renina angiotensina, 0 aumento na prodde&mutras substancias vasoativas de
origem renal. Além disso, os desequilibrios elé@tomls conduzem a arritimias

normalmente fatais (Zanchetti e Stella, 1999).

Pacientes humanos com insuficiéncia renal cronmpeaalelamente, apresentam
também anemia e insuficiéncia cardiaca congestista triade de anemia, insuficiéncia
renal e insuficiéncia cardiaca congestiva € denadaincomosindrome cardio anémica
renal (Silverberge cols.,2003. As trés circunstancias dao forma a um circul@si, em
gue cada ponto é capaz de causar ou € causadaifpor A anemia pode aumentar a
severidade da insuficiéncia cardiaca congestiveands associada a um aumento na
mortalidade dos pacientes e na hospitalizacdo. éknan também pode prejudicar mais
ainda a funcéo renal e causar a necessidade dalgar mais rapidamente a dialise do que
nos pacientes que nao apresentam o estado an&oittndo, a propria insuficiéncia renal
pode causar a anemia e desta maneira aumentagridaede da insuficiéncia cardiaca pela

menor producao de eritropoetina (Silverberg e 0£3).

Desta maneira podemos observar que a falénciaacaréi a faléncia renal estéo
associadas em diversos casos, tanto de forma aguzhdo cronica e a fisiopatologia das
insuficiéncias cardiaca e renal deve ser analigadi@mente como causa eventual de

morte.
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5. 3. Faléncia renal e Fas-L:

A maioria dos trabalhos relacionando a ligacdoRessL e faléncia renal abordam a
guestdo dos mecanismos apoptopticos na patogéaeassudiciéncia renal, principalmente
no perfil crénico. Schelling e Cleveland (1999) aeseram que a atrofia tubular renal
um importante marcador da progressdao da doencd, redcando um prognostico
desfavoravel em pacientes com faléncia renal. Tiadas mecanismos que regulam a
atrofia glomerular ndo sdo completamente esclavsciél teoria mais aceita € a de que as
células epiteliais dos tdbulos renais estdo sgjé@itsquemia cronica (Bohle e cplk996).
Porém, a lesdo isquémica promove intensa necrgseg@ que ndo é observada nas
células epiteliais dos tabulos renais na maiore cisos de doencga renal cronica. Entéo, a
atrofia tubular poderia estar ocorrendo atravésapi@ptose, através da ligacdo entre a

Fas/Fas-L, como proposto (Schelling e Clevelan€919

Lorz e cols. (2000) observaram que as células|giteubulares de camundongos
eram 0s principais pontos para a localizacdo deLFas rim sem alteracdo patoldgica,
provavelmente regulando a homeostase. Contudo,n®dura doenca renal ocorre a
apresentacao de Fas-L em outras localizactes células mesangiais, glomérulo e espaco
intersticial com infiltragcdo de leucécitos. No artta a presenca de Fas-L no rim é um
potencial regulador da resposta imune, promovendorée de células do parénquima e/ou
limitando o influxo de células inflamatdrias, beran a apoptose em leucdcitos e
fibroblastos renais (Ortiz e cols. 2000). Em 200, estudo sobre a regulacéo de apoptose
em neutrofilos durante a faléncia renal cronicatmoasque em pacientes com uremia
avancada havia aumento de neutréfilos associadusléculas de Fas e Fas-L (Jaber e
cols.,2001). Também foi observado nos estagios finafléacia renal por nefroesclerose
hipertensiva em ratos que ocorre um aumento nateg®me células tubulares renais
mediada por Fas-L (Sanders e Wang, 2002). Outabsltros relacionam a apoptose renal
mediada pela molécula Fas-L em diversas condigde®cventilacdo mecanica (Imai e
cols, 2003), sindrome de estresse respiratorio (Kuo, R0@3nodialise (Wu e col2005)

e transplante renal (Cappellesso e ca€04). Miyazawa e colaboradores em 2002
observaram que células T também estdo envolvidagsposta imune inicial da leséo

isquémica, juntamente com os neutréfilos. Os astprepuseram que a citotoxicidade,
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mediada possivelmente por Fas-L em neutrdfilos lelage T, pode ser um importante
integrante no desenvolvimento da faléncia multiggaorgdos seguida de faléncia renal
aguda isquémica. E relevante afirmar também queae@acon aumento da susceptibilidade
da faléncia renal aguda em casos de sepsis, me@mbavendo hipotensdo. Também foi
observado que espécies reativas de oxigénio poskua@o primordial na patogénese da
morte das células tubulares renais através decatvde Fas/Fas-L e que o tratamento com
antioxidantes inibe o aumento da expressao de m&NRas, Fas-L, e TN&-diminuindo

a gravidade das lesGes promovidas por agenteddaéos (Tsuruya e col2003).

5.4. Faléncia renal e doenca de Chagas:

Apesar de alguns autores descreverem uma formandissda da doenca de Chagas
durante a fase aguda da doenca a presenca da@a@sitecidos é predominantemente
associada ao musculo cardiaco, musculatura lisagaektica, e também ao sistema
nervoso. O acometimento renal advindo da infec@o P. cruzié pouco abordado na
literatura, sem que haja inclusive um esclarecimenbre a infeccdo do parasito no tecido
renal. A maioria dos trabalhos que relaciona oeimmdoenca de Chagas aborda a questéo
do transplante de 6rgaos. Pela primeira vez em, 88 alho e cols. descreveram ninhos
de amastigotas no parénquima renal em um pacieoéptor de transplante renal um més
apoés a realizacdo da cirurgia. O doador era de émé@mica da doenca. Desta maneira,
estes autores demonstraram qué. @ruzipossui a capacidade de infectar o parénquima
renal e, no caso de pacientes imunossuprimidosivaeaa doenca. Um levantamento
realizado durante sete anos demonstrou que 17,2%ateentes submetidos ao transplante
renal em um hospital na Argentina apresentarameagode Chagas apds o transplante
(Riarte e cols., 1999). O Centro de Controle derigae dos Estados Unidos em 2001
também relatou a ocorréncia de trés casos de tiss@ondol . cruziatravés de transplantes
de 6rgédos (CDC, 2002). Recentemente na Colémbisaefatado um caso clinico de um
paciente que apresentou elevacao progressiva deis séricos de creatinina apds receber
o transplante renal. Na andlise histoldgica foieobeda infiltragdo mononuclear, fibrose
intersticial e atrofia tubular e a investigagdo plrénquima renal mostrou ninhos de

amastigotas. Acredita-se que a transmisséo doifpatasha ocorrido através de transfusao
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de sangue, pois tanto ele (receptor) quanto o doadlo apresentavam anteriormente
reatividade sorologica ao parasito (Arias e ¢@606). Em 2004, Pinto e colaboradgres
sugeriram uma patogenicidade previamente descaldedio T. cruzi em uma
microepidemia na AmazOnig&stes autores descreveram trés casos de paciemes q
apresentaram grave miocardite, faléncia renal epaaammento cardiaco, evoluindo
rapidamente para faléncia cardiaca apesar do #atancom benznidazol. Desta maneira,
interligam-se em diversas patologias, a deflagralzioesposta inflamatdria e a interacao
entre Fas/Fas-L regulando esta resposta e modusagtividade da miocardite, bem como
correlacionando o comprometimento do sistema dduwgiio elétrica e a funcdo contractil
do musculo cardiaco, que leva a insuficiéncia eagjifaléncia e morte de pacientes. Além
disso, a patologia cardiaca esta intimamente astmca distirbios na funcdo renal e
hematopoética. Desta forma €é necessario o0 estudo cdamada sindrome

cardio/anémica/renal no contexto da infeccéo pekruzi,objetivo dessa tese.

6. Objetivos:

Os objetivos basearam-se na avaliacdo do envolwndm via de toxicidade mediada
pela interagéo entre Fas/Fas-L durante a o desemeslito da miocardite aguda.

e Avaliar os parametros parasitolégicos dos camunol®dgficientes na expressao da
molécula Fas-L, como cinética de parasitemia eatidatde.
e Investigar o desenvolvimento da miocardite atralemarcadores sérico como CK-

MB e a coleta do coracao para avaliacéo histopgitzdde por imunohistoquimica;
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e Avaliar o fenotipo de células inflamatérias cardigor citometria de fluxo e
estudar o perfil de expressdo de marcadores dacatly moléculas de adesédo
celular e co-receptores em camundongos deficiemeSas-L.

e Avaliar por citometria de fluxo, a produgéo de cit@s por células inflamatérias
cardiacas e também a expressdo da enzima oOxidmorsintase induzida (iNOS)
por cardiomidcitos.

e Avaliar o desenvolvimento da miocardite aguda rifesehtes modelos murinos por
meio de um conjunto de parametros clinicos e ldaboads ndo invasivos, como
métodos bioquimicos, ergometria, hematologia, atendiografia e avaliacao
cardiovascular e parametros hemodinamicos.

e Avaliar o comprometimento de outros 6rgaos vitaisne figado e rins também
através de parametros clinicos e laboratoriaisimésivos, assim como avaliar a
condicdo hematoldgica dos animais por métodos dabidais;

e Avaliar o envolvimento renal durante a infeccaoopdl. cruzi através da
histopatologia, além de avaliar a funcdo da moké¢tds-L no comprometimento

renal, tentando relacionar com a mortalidade doaa@s.

A molécula Fas-L € membro da familia dos receptatesTNF e possui funcao
importante na regulacédo de processos apoptopiiedsjndo morte celular induzida por
ativacédo (AICD), citotoxicidade mediada por células doengas autoimunes. Inclusive, o
sistema Fas/Fas-L também tem sido relacionado éfidiécia hepatica e disfungéo
cardiaca. (Wajant e cQB003).

Resumidamente, a morte celular induzida pela mééeas-L ocorre a partir da ligacao
com moléculas de Fas, formando um trimero acopkmocomplexo de sinalizagédo
chamado DISCdeath-inducing signaling comple»@Em seguida, h4 a chegada da FADD e
a ativacdo de caspases 8 e 10 com atividade ptig@g¢Chinnalyan e cols., 1995, Muzio
e cols., 1998). A morte celular apoptdptica exe@asinicia-se por duas vias basicas: 1) a
ativacdo de outras caspases, como a caspase-3atpid@de enzimatica da caspase-8,
assim como 2) a clivagem da Bid gerando o fragmiBith Esta proteina transloca-se para
a mitocdndria e induz a liberacdo de fatores pap#pticos como citocromo ¢ e

Smac/Diablo por mecanismos dependentes de BaxiBek € cols 2001).
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Um dos importantes pontos de participacdo da m@édtas-L € nos tecidos
considerados imunologicamente especializados. Blekieais ocorre a inibicdo da
propagacdo da reacdo inflamatéria preservandoegridade e a funcdo do 6rgdo. Ha
aproximadamente dez anos atras, foi observado queézula Fas-L era constitutivamente
expressa na retina e envolvida diretamente no nsonande preservacdo do tecido diante
de reac6es inflamatorias por induzir apoptose tldaseinflamatérias na barreira hemato-
encefalica (Ferguson e Griffith, 2006). Em situagé®rsa, a auséncia de Fas-L permite a
exacerbacao da lesdo no tecido ocular durantgastesimune (Griffith e coJ4995).

A molécula Fas-L atua também regulando a produgdocitbcinas reguladoras,
incluindo o TGFB, que também é um importante co-fator na protegd® técidos
imunologicamente especializados (Chen e, d®888). Por outro lado, a ligagédo entre Fas e
Fas-L pode induzir citocinas e quimiocinas préanfatérias incluindo IL-6, MCP-1 e IL-8
em diversos tipos celulares como astrécitos, filagibs, células epiteliais de brénquios e
células da musculatura lisa dos vasos (Choi e Bsteg\2004). Desta maneira, podemos
observar que a molécula Fas-L também atua na gguiaflamatoria, participando até de
processos de diferenciacéo e proliferacao celklar.1993, foi descrito que a ativacao da
molécula Fas aumentava a proliferacdo de célulastimuladas pelo TCR (Alderson e
cols 1993). Além disso, foi observado que Fas-L podedirda ativacdo de ERK1/2, que
esta relacionada a proliferagdo celular também ibmokiastos (Ahn, e cols2001).
Possivelmente, esta funcdo ambigua € definida pédooambiente celular, atuando por
diferentes combinagfes de estimulos externos esrdeidransducéo de sinal intracelulares
distintas que, consequientemente, geram respofgasndes (Dockrell e cols., 2000).

Outra situacdo que podemos acrescentar é que,snodeauma infeccao intracelular e
dependendo do microorganismo, pode ocorrer a #mbigda expressao ou funcéo
apoptéptica da molécula Fas, prolongando sua seBreia intracelular ao evitar a morte
da célula hospedeira pelas células efetoras darsasimune. (Dockrell, 2003).

O presente trabalho investigou a participacdo deragao Fas/Fas-L no curso da
infeccdo aguda porrypanosoma cruziEsta abordagem surgiu em decorréncia do estudo
de vias citotoxicas majoritarias feito em nossootabbrio, como por exemplo, a via
mediada pela perforina. N6s observamos que em aongpos infectados deficientes nesta

molécula ocorria um aumento da intensidade da miitea e da destruicdo de
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cardiomidcitos, levando a uma maior mortalidadetedesanimais em relacdo ao seu
controle, camundongos C57BI/6 infectados (HenrieR@ss e cols 2002). Neste contexto,
podemos deduzir que a perforina, além de ter irApoid nos mecanismos citotoxicos,
possui influéncia direta na regulacao do infiltradflamatério cardiaco apds a infecgéo.
Entdo, o outro passo em direcdo ao esclarecimentoetanismos envolvidos na morte de
cardiomidcitos e na patogenia da miocardite agdda,avaliar outra via citotoxica
importante, a via mediada pela interacdo Fas/Fasih, descri¢do inicial também foi feita
em nosso laboratério (Lopes e cols., 1999). Foenkslo nestes animagdd/gld uma
reducdo significativa da infiltracdo inflamatoriardiaca, com menor destruicdo de
cardiomidcitos durante o curso da infeccdo agudmpvida peldrl. cruzi ao contrario dos
camundongos deficientes em perforina. Na ausémckad-L houve niveis equivalentes de
células T CD4*®" e CD8+, enquanto os camundongos Balb/c apresenfaedominio de
células CD8+ no infiltrado inflamatério cardiacaribém observamos que na auséncia de
Fas-L os camundongos demonstravam aumento da s#prede interleucina-10,
promovendo uma resposta imune do tipo mista Thlératha diminuicdo da expresséao de
molécula de adesdo vascular do tipo 1 (VCAM) nasla® do endotélio cardiaco.
Observamos no infiltrado inflamatdrio de ambasiaalgens uma populacdo de células
com fendtipo CD3CD4/CD8 chamada de linfocitos T duplo negativas. No entamts
camundongosgld/gld foi observada a diminuicdo da expresséo de cepteEs e
moléculas de adeséo celular, como ICAM-1 e VCAM-1.

Células com fenodtipo duplo negativo (DN) CDBD4/CD8 foram observadas e
avaliadas quanto a regulacao inflamatéria em auwtoidade (Zangh e cql2001), rejeicao
a transplantes de 6rgdos (Chercols 2005), em doencas infecciosas promovidas por
patdgenos intracelulares comaiateria monocytogend&adena e colsl997),Francisella
tularensisLVS (Cowley e Elkins, 2003) e pelo protozoatieishmania(Bottrel e cols.
2001). Porém, o estudo de células T DN em pacientasodelos animais infectados pelo
T. cruzié muito pouco descrito na literatura. Tarleton¥1 descreveu em uma revisao
sobre a infeccdo pel®. cruzique haveria a participacdo de células T CD4+ e &8
também a de células T DN no corag¢do. Contudo, nestiedo ndo fica esclarecida a
participacdo das células DN na patogenia e nos miwoas da resposta imune frente a

infeccdo. Aproximadamente 16 anos depois, Nagilmlaboradores em 2007 avaliaram
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células T DN e observaram correlacdo positiva empeesenca destas células e 0 aumento
dos niveis de IFN-no sangue periférico de ratos infectados. Os esitambém sugerem
que o aumento de células T DN e de citocinas dtéamatérias induzidas pela cepa CL-
Brener clone poderia estar envolvida com a graddaa rapida resolucédo da fase aguda
tanto em ratos jovens como em adultos (Nagib e, @087).

Uma pergunta torna-se relevante neste momentd:&aduncdo da molécula Fas-
L nestas células DN? O mecanismo exato atravésialaagmolécula Fas-L esta envolvida
na funcédo e regulagdo da resposta imune envolvasdelulas DN ainda ndo € possivel
descrever. No entanto, podemos sugerir que a maldeas-L apresenta funcdo pro-
inflamatéria também nestas células DN, uma vez @praundongogld/gld modularam
negativamente as moléculas ICAM-1, CD2 e CD69 qoarmimparados aos Balb/c. A
molécula Fas-L possuiria assim a funcéo pré-inflanie, na infeccdo, estimulando a
ativacdo endotelial e o influxo de células inflabmets para o tecido cardiaco. Essa
regulacédo positiva pode estar relacionada a respaosine do tipo Thl e a expressao de
citocinas como IFNx-

Outro ponto que nos chamou a atengdo no decorste @studo foi a menor lesao
inflamatéria nos animaigld/gld, o que nos levaria a crer que apresentariam maior
sobrevida, quando comparados com a linhagem Bdéhteetanto, ndo foi o que aconteceu,
pois os camundongagd/gld, apesar de menor miocardite, apresentaram madaidinda
maior que os Balb/c. Assim como na miocardite induzpela infeccdo, alguns estudos
sugerem a influéncia da interagdo entre Fas/Faa-tegulacdo da resposta inflamatoria,
como por exemplo, da miocardite induzida poksakievirusem camundongos. Nesse
modelo, células Tyd modulam seletivamente a inibicdo da resposta inmCin2 pela
inducéo de morte das células T CD#42 através da interacdo entre as moléculas Fals/Fas
no coragdo (Huber e c0l§4999). Desta forma, ha um enriquecimento em céltitels
patogénicas.

No caso da infeccdo pelb. cruzi, estes dados sdo extremamente relevantes, pois
poucos estudos abordam esta molécula durante @ al&s infeccdo. Além disso,
demonstramos que a auséncia da molécula Fas-L #aweem susceptibilidade de
camundongos infectados pbrcruzia partir da exacerbacdo de uma resposta imuripalo t

Th2 (Lopes e cols., 1999, Guilhermo e cols., 20D@ékta forma, é possivel que também na
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infeccéo poIT. cruzia interacao Fas/Fas-L regule a apoptose e asstaspmordenadas de
citocinas do tipo Thl e Th2 por células T CD4 (8eimo e cols., 2007).

Embora na auséncia de Fas-L os camundongos idésctiaeloT. cruzi apresentem
menor miocardite, a avaliacdo histopatoldgica daltehepético (dados ndo mostrados) e
renal de animaigld/gld infectados demonstrou que nestas mesmas condogiEsa
aumento da infiltracdo inflamatéria, em comparagés Balb/c, justamente o contrario do
tecido cardiaco. Assim, nossa proxima abordageminfastigar a causa de morte dos
animaisgld/gld pois aparentemente ndo somente o coragdo estand/ido na causa de
morte dos animais na infeccdo, mas outros 6rgdass yioderiam também estar envolvidos
de forma decisiva no 6bito do animal na fase aguda.

Este € um dos pontos cruciais no estudo da infeeg@erimental. Por outro lado, na
fase cronica, pode-se dizer que a morte do anistatia geralmente relacionada a evolugéo
da miocardiopatia dilatada. Nossa investigacao m@bende questionar este ponto de
observacao. Contudo, a partir de nossos resultadgsyimos que a relacéo direta entre a
infeccdo peldl. cruzie a patologia cardiaca como causa de morte néedaduta e Unica.
Inclusive, outros resultados do nosso laboratéima@hstram que a infeccéo pédlocruzi,
possui uma importante influéncia em outros sisteailém do cardiovascular. Podemos
observar, além das alteracdes cardiovascularemgsyelistirbios no sistema digestivo.

A pergunta central neste ponto da discussdo é:gBeros camundongogld/gld
apresentam menor miocardite aguda e mesmo assieseapam mortalidade integral dos
animais infectados? Nossos resultados indicaram gusistema cardio/renal esta
diretamente relacionado a evolucdo da insuficiénardiaca durante o curso da infeccao,
ndao somente na linhagagid/gld, mas também no seu controle Balb/c. Embora nahaizsé
da molécula Fas-L as disfun¢Bes cardiovasculajamseais graves e mais precoces.

O surgimento e a progressao da insuficiéncia czadéan pacientes muitas vezes
esta interligado a insuficiéncia renal e ao estad@®mico. A abordagem terapéutica em
relacdo a reversdo da anemia e ao controle dadi@ndia renal diminuiu o tempo de
internacdo dos pacientes e aumentou a sua qualdadeda (Silverberg e cql2003).
Assim, foi descrita a sindrome cardio/anémica/renqlial é caracterizada por um circulo
vicioso onde n&o se pode afirmar com certeza saglie causadora e sua consequéncia.

Podemos exemplificar pela insuficiéncia renal agdesencadeando o estado anémico e,
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por conseguinte, a evolucdo da faléncia cardiacaeManto, também ¢é possivel que o
surgimento da insuficiéncia cardiaca possa causeuéiciéncia renal e ser agravada pela
instalacédo da anemia (Silverberg e ca)3).

Através da descricdo da literatura, observamos auenvolvimento renal em
pacientes com doenca de Chagas esta restrito & @agcansplante de 6rgédos e ao uso de
imunossupressores (Carvalho e cols, 1997 e Riac®se 1999). Recentemente, Pinto e
colaboradores em 2004 observaram na regidao amazpagentes com infeccédo pélo
cruzi apresentando sintomas clinicos e laboratoriaisdizentes com o quadro de
insuficiéncia renal. Este estudo é o Unico queetaciona a infeccdo poF. cruziem
pacientes com alteracdes renais e desta maneirgpod®Emos ser conclusivos, pois o
namero de casos é reduzido. Todavia, este tralhmnstra a possibilidade da presenca
de insuficiéncia renal em pacientes infectados petyuzi

Em linhas gerais, com relacdo aos nossos dadpsmeira semana de infeccdo em
ambas linhagens, ha um comprometimento da funcéitirdedo renal, gerando um quadro
clinicamente conhecido como disuria. Concomitantémdouve significativa queda dos
valores da pressao arterial média (sistélica edliea) e elevagdo progressiva dos niveis
séricos de uréia, creatinina, K+ e Na+. Atravésnddiacao histopatoldgica qualitativa do
tecido renal, foi observada destruicdo discretaadhslas dos tabulos proximais renais,
atrofia glomerular e auséncia de ninhos de parasta microscopia Optica e através da
ecocardiografia pudemos observar o inicio da in&rftia cardiaca. Na segunda semana
h& um aumento na presséo arterial, sugerindo acativde mecanismos compensatérios da
hipotensédo registrada, além de queda significatig#atodos os quesitos estudados na
avaliacdo hematologica (anemia hipocrémica). Emtt&° e o 21° dpi observamos entéo o
inicio da mortalidade dos animais na fase agudadoseim fator complicador para a
andlise. Os camundongogld/gld, de forma geral apresentam todos os resultadositbsscr
mais precocemente e com maior gravidade, além @@ iméiltracdo inflamatoria renal, o
gue pode estar relacionado a alta mortalidade slemsinais. Por outro lado, animais
gld/gld n&o infectados ja possuem menor volume de urinbvezteste também seja um dos
resultados que podemos relacionar a menor resigtgncfeccéo peld. cruzi.

Podemos indicar que a acdo Tocruzj pelo menos durante a fase aguda, nao se

restringe somente ao coracado. A insuficiéncia eaedocorre, portanto, por uma reacdo em
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cadeia que envolve os sistemas cardiovascular] eehamatoldgico em camundongos.
Entretanto, ndo podemos definir exatamente at@d&égiais mecanismos a molécula Fas-L
esta diretamente envolvida ha complexa evolugéosidiciéncia cardiaca.

Nossa intencdo é abordar o estudo do rim e do &orde forma interligada, pois
como ja se sabe, possuem estreita ligacdo com phaglticonexfes multifatoriais.
Recentemente foi observado que a liberacdo de N&ivacdo nervosa simpatica e a
presenca de inflamacé&o sistémica promovem altesagsieuturais do ventriculo esquerdo e
também alteracdes renais. Uma variedade de preteidaindo a ANG Il, outras espécies
reativas de oxigénio, adrenalina e ThRambém estdo envolvidas como potenciais
moléculas biologicamente ativas relacionadas arpssgo da patologia e na faléncia do
coracdo e do rim. Recentemente um estudo sugeguaqgaldosterona também esteja
envolvida como importante mediador no surgimentoaeprogressido da insuficiéncia
cardiaca e renal (Duprez e coB000). Além disso, através da mesma abordagem
terapéutica de bloqueio do sistema renina-angimané conseguida uma melhora na
qualidade de vida do paciente ao atuar tambémnme rcoracéo (Kalra e cql8005). Em
pacientes com comprometimento das funcbes renaienpms observar alteracdes no
sistema de coagulacao, fibrindlise, disfuncdo eddt freqlientemente anemia e
desregulacdo no balanco entre sodio e potassianBura insuficiéncia renal cronica
geralmente ocorre interferéncia direta na func&ocaaiomiocito, alteracdo de matriz
extracelular e remodelamento do ventriculo esquesgtizionado a anemia e aumento na
incidéncia de arritimias (Kalra e cp005).

Também podemos encontrar a liberacdo de substérmiag a cicloxigenase — 2
(COX-2) e noradrenalina ocasionado disfuncdo etidbte complicacdes vasculares.
Logo, podemos também explicar o surgimento da ¢éémnenal e cardiaca, além da
possibilidade de doengas coronérias (Kalra e 2035).

A hipotensdo observada nos animais do presentdceptnde estar relacionada a
acidose metabdlica, por exemplo. A acidose modepattaaumento de ions cloreto pode
elevar os niveis da enzima iNOS promovendo vadagéia e a queda na pressao arterial
periférica. Este estado de acidose promove dimiouita fracdo de ejecdo e diminui a
perfusdo renal, provavelmente pela diminuicdo gaessdo de receptores adrenérgs
(Kellun e cols2004).
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Pacientes acometidos com insuficiéncia renal agedaonstram alta incidéncia de
anemia (Hoste e Kellun, 2006), como dito anteriortee e podemos observar nestes
pacientes a diminuicdo na producao e na viabilidbeleélulas vermelhas do sangue. No
caso de pacientes acometidos com alguma infecg@oreodiminuicdo da producéao de
eritropoetina e/ou resisténcia a acdo da mesmaggdentemente diminuindo a sintese de
eritrécitos pela medula 6ssea (Lipkin e ¢@889). O tempo de vida das heméaceas também
pode encontrar-se reduzido pelo aumento da fragéidda membrana (Nagano e cols,
1990). Além disso, a trombopatia urémica promoyid aumento dos niveis de uréia no
plasma, interfere no mecanismo de coagulacdo equ®merda de sangue por pequenas
hemorragias, as vezes imperceptiveis (Weigert eaf€ctH998). Ressaltamos que em
pacientes com doenga coronaria, a anemia promeeeaseconsequéncias hemodinamicas
(Hoste e Kellun, 2006).

Em relagdo a ocorréncia da insuficiéncia cardiaaeoeptores para angiotensina
do tipo Il (ATII) intracardiacos encontram-se tamb@a superficie de fibroblastos e estédo
envolvidos em respostas de curto ou longo prazam eséimulo da aldosterona no coracao.
Em ensaioén vitro, a ANG Il aumenta a sintese de colageno mediadfljpoblastos e ha
aumento da expressdao de RNAm para colageno dd, tigao Ill, colageno pré-alfa 1 e
fibronectina (Lijnen e Petrov, 2003), além da igitw de metaloproteinase de matriz do
tipo 1. Em ensaio$n vivo, a infusdo cronica de angiotensina Il aumentaagafv de
coldgeno nos ventriculos. Terapias associadas ndmddres da enzima conversora de
angiotensina em pacientes com insuficiéncia caaddatomatica com classificacdo de Ill a
IV (NYHA — New York Heart Associatiprapresentam mortalidade reduzida em até 30%
(Lijnen e Petrov, 2003). Alem disso, também podemrescentar que o TGFinduz a
proliferacdo de fibroblastos cardiacos, deposigaondtriz extracelular e proteinas como
coldgeno e proteoglicanos (Rosenkranz, 2004) padtardbém ser mais um componente
no remodelamento cardiaco.

Em pacientes infartados observa-se o rapido reraogito ventricular por um
complexo processo que € considerado um fator dietante da progressdo da faléncia
cardiaca congestiva (Guo e ¢cad?05). As evidéncias estdo mais uma vez direcianada
para a ativacdo do sistema renina angiotensinaodeaf ainda ndo completamente

esclarecida. Contudo através do bloqueio da enzioraversora de angiotensina e
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receptores para angiotensina Il do tipo 1 (ATl)esba-se diminuicdo do remodelamento
cardiaco e da disfuncéo ventricular (Guo e,@085).

Nossos dados de analise histolégica e dosageméie mostram que ha lesdes
tubulares renais precoces cujos mecanismos estdo sstudados. Entretanto h& diversas
possibilidades a serem discutidas. Durante as déadel 50 e 60 um pesquisador chamado
Seneca H. publicou diversos estudos em relacaemrcds que acometem o trato urinario e
rns e seus possiveis tratamentos. A analise dersgaicdo cientifica mostra publicacdes
relacionadas a infeccdo pela cruzi. Em 1966, um estudo avaliava as propriedades
imunobioldgicas da substancia denominada por elehdgastoxinainclusive sugerindo
ser um lipopolisacarideo (Seneca e Peer, 1966)mismo ano foi proposto por este
pesquisador a imunizacdo ativa de camundongospatgastoxina (Seneca e ¢dl966) e
em 1969 ele descreveu a presenca de toxemia exgrgalmem camundongos devido a
chagastoxina (Seneca, 1969). O ultimo estudo gdt por Seneca € datado em 1982
sobre a infec¢do por Clamidia e nenhum estudo deste de 1969 até 1982 relaciona a
infeccdo peldl. cruzie a chagastoxina. Além disso, nenhum outro aetaciona em seus
estudos a presenca, ou denomina como tal, a unmatdaT. cruzi.

Uma outra possibilidade poderia ser a liberagdoedama transsialidase do
parasito. Esta enzima é capaz de transferir ungddddeacido sialico de moléculas do
hospedeiro para glicoproteinas aceptoras preseategperficie dd@. cruzi(semelhantes a
mucinas) (Buscaglia e cols., 2006). Porém, foi destrado que a enzima pode se ancorar
em tecidos do hospedeiro, como no timo, e medmbémn morte celular (Mucci e cols.,
2002). Nao podemos afirmar que a lesdo renal peecete surgida apds a infeccao pelo
T. cruziseja resultado de desses mecanismos. Dentre @anism@os imunoldgicos que
predominam na lesdo glomerular podemos destacapesitdo de complexos antigeno-
anticorpo como o principal. Os complexos séo deépdss no subendotélio ou no mesangio
e quando depositados causam lesdo tanto por meesadelulares quanto sollveis
incluindo a liberacdo de citocinas e mediadorescélelas citotoxicas por mondcitos,
macrofagos, linfocitos e células NK. Além disso,dti&kacdo de componentes do sistema
complemento como o C5b e C9 causando lise e ativegidlar e liberacdo de proteases,
radicais livres derivados do oxigénio e metabolitlis acido aracddnico ativando-os
(Robbins e Cotran, 2002).
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Temos que acrescentar a esta complexa rede decaksr a desidratacdo em
pacientes com insuficiéncia renal. Niebauer e arkdoresiemonstraram niveis elevados
de endotoxina em pacientes desidratados com imeudia cardiaca crbnica e edema
(Niebauer e co0l§8999). Além disso, estes pacientes com edema pi@$suMmaiores
concentracdes de citocinas e apdés o tratamentodioréticos houve a diminuicdo da
concentracdo de endotoxina, sugerindo que a desjdme a faléncia cardiaca promovem
um aumento significativo destes mediadores e pelssante ativando e/ou agravando a
resposta inflamatéria (Schindler, 2004). A elevagko atividade simpética durante a
insuficiéncia cardiaca pode também contribuir pasamento dos niveis de citocinas pois
a permanente estimulacédo de receptfradrenérgicos induzem expressao de IL-6 e TNF
—a (Murray e cols2000).

Discutimos estes diversos pontos para podermofesiizar nossas hipoteses. No
estagio inicial da infeccdo pelb. cruzi,em camundongos, ocorreria marcante alteracdo
renal, a qual poderia ser induzida por toxinas,nmeaz e/ou antigenos liberados pelo
proprio parasita. A partir disto, ocorre respostflamatoria renal com liberagcdo de
mediadores inflamatoérios; fixacdo de complementoliberacdo de citocinas pro-
inflamatérias. Além do comprometimento da funcéoatee a liberacdo de mediadores
inflamatdrios; o parasita pode promover de marggt#®mica a liberacdo de NO, que seria
percebido pelo aparelho justaglomerular atravéguéaa na pressao arterial. A progressao
da infeccdo levaria a distria e uremia, demonstramccomprometimento da filtracdo
glomerular e propiciando a permanéncia da respofitenatoria. Desta maneira, temos a
endotoxemia, que em conjunto com os mediadoreaniiaflorios iria realizar a ativagéo do
sistema rapido de compensacdo da pressao artersaladvacdo do sistema renina
angiotensina. Por sua vez, esta substancia, adisgiamente no miocardio, realizando o
remodelamento cardiaco através da estimulacadablastos e a deposicédo de colageno.
Outra substancia que poderia estar envolvida masfbe no remodelamento cardiaco, tanto
na fase crénica quanto na fase aguda, é o f G¥aghabi e cols., 2002 e Araujo-Jorge e
cols., 2002). Com a perda progressiva da capacidadmntracdo cardiaca e a queda na
fracdo de ejecdo, caracterizamos a presenca dfici@saia cardiaca. Neste momento,
acrescentamos a possivel presenca de desidratagfiayando a endotoxemia e

conseqientemente a insuficiéncia cardiaca e ré&frdfo, a sindrome cardio/renal é
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completada pela redugdo na capacidade de prodaeldlas vermelhas pela medula
Ossea e a perda do tempo de viabilidade destdas@la circulacdo, promovendo o estado
anémico. A anemia diminuiria a perfuséo do tecidali@co promovendo o sofrimento do
miocito e também a diminuicdo da perfusdo renast®maneira, associada a endotoxemia,
poderiamos caracterizar a faléncia cardiaca e mmab pelo menos parte da causa de

morte dos camundongos infectados peloruzi.

Ndo temos dados estatisticos, clinicos ou epidégimis da presenca de insuficiéncia
renal em pacientes na fase aguda ou cronica imdeta da doenca de Chagas. Seria
muito 0til se em individuos infectados em perioddeterminado de areas endémicas
pudesse ser avaliada a capacidade renal como pesgmegnostico para desenvolvimento
de cardiopatia. O tratamento apropriado desta @inelrcardio/anémica/renal diminuiria o
tempo de internacdo e aumentaria a qualidade dedod pacientes e poderia reduzir a

incidéncia de cardiop

1. Camundongogld/gld infectados peld@rypanosoma cruapresentam maior mortalidade
gue seus controles Balb/c;

2. A molécula Fas-L atua modulando direta ou indireente a resposta inflamatoria celular
nos tecidos infectados, e regulando-a positivamenteains e figado e negativamente no

coracao;

3. H& precocemente durante a infeccado peloruziuma reducado da funcdo renal murina

gue se apresenta agravada na auséncia da moléstila F

4. Durante o curso da infeccdo pdlo cruzi podemos observar a presenca de estado

anémico em camundongos, 0 que ira promover ou agewsuficiéncia cardiaca.

6. A infeccdo peloT. cruzipromove uma sindrome cardio/anémica/renal durarfeese

aguda em camundongos.
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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