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“De tudo s6 ficam trés coisas:
A certeza de que estamos sempre comecando
A certeza de que é preciso continuar
A certeza de que seremos interrompidos antes ichentar
Portanto devemos
Fazer da interrup¢cdo um novo caminho
Da queda, um passo de danca
Do medo, uma escada
Do sonho, uma ponte
Da procura, um encontro.”
Fernando Pessoa
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Resumo

Apoptose de cardiomidcitos tem sido reportado estaolvido na patogénese
da cardiomiopatia chagasica crénica (CCC). Pamrm@tar se a maquinaria apoptotica
esta correlacionada aos disturbios arritmicos ieeéres e funcionais na CCC, foi
examinado os ligantes da superfamilia do TNF (TN#&-&asligante/CD95L e TRAIL),
quanto a sua capacidade de ativar o receptor ddeviaorte, no plasma de individuos
chagéasicos com insuficiéncia cardiaca tanto brandeave quanto de individuos nao-
infectados correlacionando clinicamente (ecocarditey e eletrocardiografia) em
relacdo aos dados bioquimicos. A concentracdo de-dlfd e TRAIL foi claramente
aumentada somente nos individuos com a forma goe/eCCC enquanto Fas
ligante/CD95L foi detectada em todos os individoos doenga de Chagas. Todos os
ligantes de TNF apresentaram baixas concentracéeplasma de individuos de
voluntarios néo-infectados pelo parasiypanosoma cruzi Uma boa correlacao foi
encontrada entre TNF-alpha (r=0.85 e r=0.68) ou TR&=0.68 e r=0.60) e os
parametros funcionais ventriculares como fracéejegio ventricular esquerda (LVEF)
e diametro diastélico ventricular esquerdo (LVDDgspectivamente. Apesar da
sensibilidade destes, Fas ligante/CD95L apresamima fraca correlagéo (r=0.50) para
ambos LVEF e LVDD. Curiosamente, os ligantes daedamilia do TNF foram mais
correlacionados somente com o0s parametros funsiormaas nado com eventos
arritmicos. Mais estudos s&o necessarios aindajunts nossos dados sugerem uma
participacdo de eventos apoptéticos em distUrhiosidnais do ventriculo esquerdo
durante a CCC e uma intervencao precoce na vipalet@se podera preservar alguns

parametros funcionais cardiacos durante a doenCaalgas cronica.

Palavras-chavesapoptose — cardiomiopatia chagasica — TNF-alfleRAIL —

Fas ligante
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Abstract

Apoptosis of cardiomyocytes has been reported to irbmlved in the
pathogenesis of human chronic Chagas cardiomyopg&BYC). To determine wheter
the apoptotic machinery is correlated with the xiealar arrhytmogenic and functional
disturbances in CCC, we examined the TNF superfatigiands (TNF-alpha, Fas
ligand/CD95L and TRAIL), by their capacity to acite death receptor pathway, in
plasma from chagasic individual with mild and sevieart failure as well as in non-
infected subjects correlating clinical (echocardagdny and eletrocardiography) and
biochemical data. The concentration of TNF-alphd @RAIL was clearly augmented
only in individuals with servere form of CCC whileas ligand/CD95L was more
sensitive to be detected in all individuals with aghs disease. All TNF ligands
presented low concentrations in plasma from volieganon-infected by the parasite
Trypanosoma cruziA good correlation was found among TNF-alpha @50and
r=0.68) or TRAIL (r=0.68 and r=0.60) and the fuocial ventricle parameters like left
ventricular ejection fraction (LVEF) and left veiote diastolic diameter (LVDD),
respectivly. Notwithstanding its sensitivity, Fagahd/CD95L presented a weak
correlation (r=0.50) for both LVEF and LVDD. Intatengly, TNF superfamily ligands
were more correlated only with functional paramgtdsut not with arrhytmogenic
events. More studies are still necessary, but hegeiur data suggest a participation of
apoptotic events in left ventricle funcional distances during CCC and an early
intervention in the apoptosis pathway could presesome cardiac functional

parameters during chronic Chagas disease.

Keywords apoptosis — Chagas cardiomyopathy — TNF-alphRAIT — Fas ligand
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INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruz e a doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi protozoario hemoflagelado pertencente a familia
Tripanosomatidaefoi descoberto por Carlos Justiniano das Chagad @98, quando
descreveu este parasito caracterizando-o como dmusde uma moléstia que,
posteriormente, receberia seu nome. Esse pesquisadapenas identificou o agente
etiologico da infeccdo, como também seu vetornsstos da familia Reduviidae e seus
reservatorios naturais descrevendo ainda, naqueleemto, algumas das principais
manifestacdes clinicas da doenga (Chagas, 1909).191

Aquela época, Carlos Chagas ja observam ajprincipal elo da cadeia
epidemioldgica da doenca seria 0 inseto vetor esqaesliminacdo poderia interromper
a transmissao da infeccdo. Em seu trabalho, Chaggsriu que o controle da
transmissdo seria a melhor estratégia e tambémisadifi@il de ser alcancada na luta
contra a doenca (Chagas 1909; 1911).

Acredita-se que as primeiras infec¢cdes humanasTpgftanosoma cruzieriam
ocorrido h& pelo menos 4.000 anos antes de Crisds a descoberta de DNA do
parasito em mumias Andinas (Guhl et al, 1997). Qv@wel contato de reservatorios
infectados com triatomineos adaptados as moradiamarias primitivas teria
contribuido para o surgimento dos primeiros casedoenca de Chagas em seres
humanos e, ainda hoje, a infeccdo pefgpanosoma cruzacontece desde o norte dos
Estados Unidos até o sul da Argentina, sendo regpeh por uma das mais graves
doencas parasitarias das Américas com grandes tiospaondmicos (Dias &
Schofield, 1999).

Na década passada, a implantacdo de med@&asntrole vetorial em muitas
areas endémicas levou a uma reducdo na transmvist#@l, peloTriatoma infestans
proporcionando um decréscimo substancial na incidéda doenca de Chagas na
América Latina (Moncayo, 2003 e WHO, 2002). Em 08 janho de 2006 a
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) presentédinistério da Saude do
Brasil com o certificado Internacional de Eliminagda Transmissdo da doenca de

Chagas peldriatoma infestansprincipal espécie transmissora (Massad, 2007).
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Introducéao

Outro mecanismo de transmissao, responsavel poxiapadamente 10% dos casos,
é a transfusao sanguinea. O risco de adquiriregg¢ab atraves de transfusdo sanguinea
de um doador infectado € de aproximadamente 209 {&us, 1999). Ja a terceira rota
de transmissdo € a congénita, a qual pode ocamebém fora de areas endémicas
(Prata, 2001). Além destas, a transmissédo oralégrde alimentos contaminados como
caldo de cana e suco de acai, tem sido descrgpscialmente na regido amazonica
(Coura JR et al., 1994) e mais recentemente nasi@stbrasileiros de Santa Catarina
(SVS/MS, 2006) e Cearéd (Dias, 2006), gerando mideenias da doenca de Chagas
aguda. Outros mecanismos esporadicos de transnigs@em contaminacdo acidental
durante trabalho em laboratdrio e 6rgaos transadiast

N&o havendo vacina que previna a infeccdo, a ipahdorma de evitar o
aparecimento de novos casos reside no controledsmissao vetorial, transfusional e
congénita. Atualmente existem 13 milhdes de indiegdinfectados pelo parasito nas
Américas Central e do Sutom incidéncia anual de 200.000 novos casos e 14.00
mortes em decorréncia de danos irreversiveis aagdore ao trato digestivo (WHO,
2005).

Em 1980, a morbidade do mal de Chagas foi estireatd.200.000 pacientes
com alteracOes cardiacas, 10% destes com doengaasee menos de 200.000 com
megaesobfago e/ou megacolon. No Brasil, em 1980 réaldade devido a doenca de
Chagas foi 5.1 por 100.000 habitantes. Estima-ge2@000 mortes, devido & doenca
de Chagas, ocorrem todo ano decorrente da infguel@ol. cruzie que, na Ameérica
Latina, somente infeccdes respiratérias agudasigasediarréicas e SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) produzem uma carga@wdndmica maior que a doencga
de Chagas (Prata, A., 2001).

A infeccdo peldl. cruziresulta em uma longa associacdo parasito-hospegleir
pode gerar principalmente, inflamacé&o na muscudatardiaca, dilatacdo do es6fago ou

colon e anormalidade no sistema nervoso centrah@slygo, 1999).
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Introducéo

1.2 Forma Clinica da Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é caracterizada por trés flsesas distintas: (i) Fase

aguda, (ii) Fase cronica assintomatica e (iii) Fadaica sintomatica.

1.2.1 Fase Aguda da doenca de Chagas

Apos um periodo de incubacdo de cerca de sete didgzinicia-se a fase
aguda da infecgao caracterizada pela auséncianttensitologia em cerca de 98% dos
casos e pelos sinais de porta de entrada (sinRlodeaiia e chagoma de inoculagéo).
Este periodo que dura em média dois a quatro mapessenta parasitemia patente,
podendo ocorrer febre e inflamacdo ganglionar (Retsal., 2000). Nesta fase, mais
grave em criangas abaixo de dois anos, a mortalidade chegar a 10% na auséncia do
tratamento etiologico (Ribeiro & Rocha, 1998).

Os individuos chagasicos, com varios anos de iatecgeralmente ndo se
recordam desta sintomatologia de fase aguda. tssweodevido a uma analogia feita a
outras infecgbes freqlientes como a gripe, infetgberiana, helmintica ou mesmo
uma resposta inflamatéria de cunho inespecificpelg curto periodo de permanéncia

da fase aguda, estes individuos induziam um faigecto de eliminacéo da infeccéo.

1.2.2 Fase crOnica da doenca de Chagas

A fase cronica inicia-se apos 2-4 meses do desa@pweto das manifestacdes
clinicas agudas. Nesta fase os parasitos tornatifisémente detectaveis na corrente
sanguinea, sendo necessario a utilizacdo de métodiostos, como xenodiagndstico
(Bronfen et al. 1989), hemocultura (Chiari et #889), sorologia (Luquetti, 1990) ou a
técnica direta da reacdo de cadeia da polimerd3R-(Bones et al., 1993; Vago et al.,
1996) para sua deteccao.

Os pacientes podem apresentar diferentes manibestatinicas, dependentes
tanto de fatores inerentes ao parasito quanto apedeiro vertebrado. Os fatores

relevantes inerentes ao parasito sdo: a variatidieatre as cepas, a viruléncia, a
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Introducéo

antigenicidade, o tropismo celular e o tamanhondeulo. Em relacdo ao hospedeiro
vertebrado, fatores como idade, sexo e o perfifedposta imune parecem modular

diferencas nas manifestacdes clinicas (Dias, 2d@dpel-Caetano & Silva, 2007).

1.2.3 Fase cronica assintomatica

A maioria dos individuos evolui para a fase cromgeermanece por um longo
periodo em laténcia clinica, o que caracterizarmdoindeterminada ou assintomatica
da doencga, que pode durar 10-30 anos ou por teda.a

O diagndstico clinico da doenca de Chagas se baaeiealizacdo do estudo
radiolégico de torax, es6fago, colon, e de eletiograma (ECG), associados ao
exame fisico do paciente, especialmente em arei@ecas, devido ao seu baixo custo,
no entanto sabe-se hoje que exames mais sensiveBssenciais para o diagnéstico
preciso e cada vez mais precoce da doenca.

A fase crbnica indeterminada inicia-se apdés quawrodez semanas,
caracterizando-se pela auséncia de manifestacdeisasl eletrocardiograficas ou
radiologicas. Em 1985, durante a Primeira Reuné&®esquisa Aplicada em doenca de
Chagas, em Arax@, foi estabelecido o conceito dedandeterminada, classificando
aqueles individuos com diagndstico confirmado @sale testes sorologicos positivos e
exames parasitoldgicos positivos ou negativos;raigé&le sinais e sintomas da doenca;
estudo eletrocardiografico normal e estudo radiotbglo coracdo, esdfago e cdélon
normais como portadores da forma indetermind@lazjlian Consensus on Chagas
disease 2005). Entretanto, quando exames mais sensiveis como aareliograma, a
eletrocardiografia dinamica (Holter), ou mesmo etdeda funcdo autondmica s&o
realizados, € possivel verificar que alguns indig&] previamente diagnosticados com
a forma indeterminada, manifestavam alteracdeshmaiia estes testes, sendo, portanto,
reclassificados com um grau de acometimento cardéa® (Rocha et al., 2007). Essas
alteracbes podem ter valor progndéstico evolutiviniab e, nesses casos, uma
intervencao terapéutica diferenciada e/ou uma adaptao estilo de vida o paciente

devem ser instituidas para impedir a progress@meaca.
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Cerca de 27% dos individuos infectados, apdés vadnes na forma
indeterminada desenvolverdo manifestacdes cardigg¥s evoluirdo para forma
digestiva e 3% apresentardao comprometimento nempesteérico (Moncayo, 1999). A
forma mista da infeccdo, compreendida por maniést cardiacas e digestivas

acomete uma pequena propor¢ao dos individuos aafestcronicos.

1.2.4 Fase crbnica sintomatica

As manifestacdes da forma digestiva da doenca dgashocorrem em cerca
de 10% dos casos de forma cronica, apresentandtagiies e alteragdes funcionais
principalmente no es6fago e no colon, devido aelesio sistema nervoso autbnomo
intramural, parasitismo tecidual e acdo do sistemme (Tafuri, 1970; Tafuri, 1987;
Dias, 1992). Estas alteracdes caracterizam o méigaese o0 megacodlon chagasicos.

No entanto, a forma cardiaca € a maior causa déidade da doenca de
Chagas manifestando-se em cerca de 30 a 40% deglirab na faixa etaria entre 20-
50 anos, provavelmente causada pela persisténcipadasito e/ou autoimunidade
(Gironés et al, 2007). Estes portadores do méltdas podem apresentar prognostico
e evolugdo clinica varidveis, manifestando desdequemas alteracbes
eletrocardiograficas até uma insuficiéncia card@acaté mesmo progredindo para uma
eventual morte subita (Coura et al.,, 1983; Dias92).9 Estatisticas extra-oficiais
apontam para uma taxa anual de morte subita era t@180.000 casos (Rassi Jr et al.,
2001) entre os individuos infectados pé&locruziapresentando a chamada cardiopatia
chagasica cronica (CCC).

A CCC é caracterizada, do ponto de vista morfoligpor areas de fibrose
substituindo a massa muscular cardiaca ocasionanduterrupcdo das fibras do
coracao, destruicdo do sistema nervoso autbnom@)(Sikpético e parassimpatico e
pela presenca de um exsudato inflamatorio ativadfAahe et al., 1984). A hipertrofia,
dilatacdo e alteracdo da arquitetura do musculdiaas induzem ao aumento do
tamanho do coracao, caracterizando o quadro deoadalia. Em casos avancados de

cardiomegalia, fenbmenos tromboembdlicos sdo osipais achados patoldgicos,
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além do aneurisma cardiaco apical que é um achradéente e patognoménico da
CCC (WHO, 2002).

Na CCC observa-se, ainda, alteracdes ao ECG eiadXRE térax, na maioria
das vezes, especialmente nos casos mais avancados manifestacdo de sintomas
fisicos (Marin-neto et al., 2000). No entanto, estes examags comuns possuem
limitacdes as quais ndo permitem diagndsticos masesf iniciais das manifestacdes
clinicas. Exames cardiovasculares mais sofisticalogio invasivos podem revelar
anormalidades cardiacas iniciais, possibilitando rmemejo clinico mais adequado e
precoce de cardiopatas chagasicos crénicos.

Dentre os principais exames necessarios para #&a@i@lcomplementar na
CCC destacam-se: (i) Raio-X de Torax, (i) eletrdezgrama, (iii)
ecodoplercardiograma, (iv) Holter e (v) teste ergoiwo. A seguir, uma breve

explanacéo sobre esses métodos de avaliagéo clinica

() Raio-X de Torax: O Raio-X de térax € de grande importancia no mang® d

pacientes com CCC pois, permite uma categorizaigdwees da analise do tamanho do
coracdo e da circulacdo pulmonar. Em fases maiscadas da cardiopatia chagasica
observa-se aumento acentuado da silhueta carddacgificado através da observacéo
do indice cardio-toracico. No entanto, apesar desttodo ter grande utilizacdo em
hospitais ou mesmo em areas endémcias, sabe-ggogsie pouca sensibilidade uma
vez que somente identifica alteragbes muito evedentomo conseqiéncia de

enfermidades ja bastante avancadas (Rocha et0d).20

(ii) Eletrocardiograma: esse € um método pratico e sensivel para a defes@d@cao

e acompanhamento da cardiopatia chagasica referestaspectos de acometimento do
sistema excito-condutor pelo parasito (Guimara@&g5]1 Almeida et al., 1985). A
presenca de alteracbes eletrocardiograficas aconsétemento fundamental na
caracterizacdo de comprometimento cardiaco sigtific na doenca de Chagas
(CONSENSO, 2005; Xavier et al., 2006).

O Consenso Brasileiro em doenca de Chagas (200®idewou, ainda, as
seguintes alteracdes como mais caracteristicasatad de Chagas: Bloqueio
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Completo de Ramo Direito com ou sem Bloqueio Donsi Antero-Superior (BDAS)
ou HBAE- hemibloqueio anterior esquerdo, extragést ventriculares (ESV),
bradicardia sinusal com frequiéncia cardiaca (FQ)amgue 40 bpm, bloqueio atrio-
ventricular (BAV) de 2°rau, alteragBes primarias da onda T, presencarehs &
eletricamente inativas, disfuncdo do né sinushljléicio atrial (FA), Bloqueio Atrio-
Ventricular Total (BAVT) e Bloqueio cardiaco do Ranksquerdo (BCRE). As
seguintes alteracbes ao ECG, neste consenso, fovasideradas inespecificas, se
ocorrem de forma isolada: bradicardia sinusal cath rraior que 40 bpm, baixa
voltagem, Bloqueio Incompleto do Ramo Direito (BIRBDAS, BAV de fgrau,

alteracdes inespecificas de ST-T.

(i) Ecodopplercardiografia: a ecocardiografia (ECO), um exame que usa ondas de

ultra-som para criar imagens do cora¢do, métodamésivo, permite a avaliacdo dos
didmetros e volumes ventriculares das funcdes lissté diastdlica, estudo da
contratilidade segmentar, deteccdo de aneurismasnabos. Constitui método de
extrema importancia, pois a disfuncéo sistolicdbglalo ventriculo esquerdo constitui 0
principal fator prognéstico na CCC (Marin-neto &t 4998; Rassi Jr. e Marin-neto,
2000; WHO, 2002; Rocha et al., 2003; Consenso, ;2R{iro et al., 2007).

O ecocardiograma € o exame “padrao ouro” paraavalfuncdo miocardica,
contudo nédo se tem até o momento uma classificag@eensual que contemple a
avaliacdo da funcéo sistolica ventricular esquerdaCCC a luz da ecocardiografia
(Consenso, 2005). E habitualmente realizada pelm emmbinado das técnicas
unidimensional, bidimensional e Doppler, completasd a andlise através do
mapeamento de fluxo em cores.

A introdugcédo da ecocardiografia bidimensional cormppler demonstrou
novos aspectos ecocardiograficos na forma cronmcetérminada. Foi relatada a
incidéncia elevada de prolapso valvar mitral, dissia septal, hipocinesia difusa, lesao
vorticilar, hipocinesia apical e/ou de paredes grimtes (Acquantella et al., 1980;
Pereira-Barreto et al., 1990). Alguns autores @aw et al., 1990; Pererira-Barreto,
1995) descreveram que, dos principais parametibsadbs para andlise da funcao
sistdlica, a fracdo de ejecdo esta diminuida poipoalmente ao grau de
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comprometimento miocardico, o que se correlacioaanthdo significativo com a
ocorréncia de arritmias ventriculares complexas istudbios da conducéo
intraventricular e, consequetemente, com 0 maun@igo clinico para a doenca.

A maioria dos pacientes com CCC apresenta evidg€mgacomprometimento
miocardico segmentar, caracterizado por alteragatratil da regido postero-apical do
ventriculo esquerdo (VE), com relativa preservagaosepto interventricular e da
parede anterior do VE (Torres, 1998). Ainda, Torf2804) avaliou 112 pacientes,
chagasicos e nao chagasicos, com o proposito ddaesbs fatores relacionados ao
aumento do volume do atrio esquerdo na CCC e conthtar-se de um marcador de
comprometimento morfofuncional do ventriculo esqoena CCC, relacionando-se
com a massa ventricular esquerda, o grau de débutigstolica, a fracdo de ejecdo e as

alteracOes contrateis segmentares do ventriculceesn

(iv) Eletrocardiografia dindmica (Holter): O Holter € um dos testes ndo invasivos

mais amplamente usados na investigacao de arritardéacas em pacientes chagasicos
(Marin-neto et al., 2000). Apresenta valor sigrifico na CCC para a investigacao de
arritmias em pacientes com sintomas cardiovasaularexplicados, especialmente
palpitacdes, pré-sincopes ou sincopes, embora enagps dos pacientes sintomaticos
o método revele arritmias (Ribeiro, 1998; WHO, 2002 método tem sido utilizado
em estudos pequenos ou em acompanhamento clinidentetiva de diagnosticar
precocemente o dano miocardico em chagasicos apaede a forma cronica
indeterminada (FCI) (Martins e Franco, 1982).

(v) Teste ergométrico O teste ergométrico na CCC avalia parametros oknic

hemodinamicos e eletrocardiograficos (Rocha et18197) e pode complementar ou
representar uma alternativa adequada ao exame lter Idara deteccédo de arritmias
ventriculares durante o exercicio. Utilizado pagtedninacédo da capacidade funcional,
da avaliacdo da vulnerabilidade e do comportamgatarritmias ao esforco, este exame
€ realizado segundo protocolos convencionais. Agorga de arritmias ventriculares em

repouso ndo contra-indica a sua utilizacao (ComsMiasional de Ergometria, 1995).
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Através do Teste Ergométrico, também pode ser atmus resposta
cronotropica deficiente ao esforco, resultante eleressdo do controle parassimpatico
sinusal (Rassi Jr. e Marin-Neto, 2000). De fatexame fisico precoce pode revelar
irregularidade do ritmo cardiaco devido a extréetds frequentes, muitas vezes com
bradicardia. Em fases mais avancadas podem servatles sinais de cardiomegalia
com o desvio dactus cordise sopros tipicos de insuficiéncia funcional das viasu
tricispide e mitral.

Em conjunto, os eventos fisiopatoldgicos da CCCepodevar a insuficiéncia
cardiaca em graus variados causando, nesses unmbvidfectados pel®. cruzi uma
reduzida qualidade ou mesmo expectativa de vidae$x® motivo a deteccdo prévia de
eventos clinicos ou marcadores que antecedam agéwolclinica permanece uma
constante na area médica. Recentemente, a com@oedasnteracdo entre a resposta
imune do hospedeiro e o desenvolvimento da CCCalgento promissoras linhas de
investigacdo basica e clinica para a doenca deaSH{&amasawmy et al., 2007).

1.3 Resposta Imune na Cardiopatia Chagasica Créniq€CC)

Sabe-se que tanto a acéo direta do sistema imwargage presenca do parasito
(ou de seus antigenos) participe ativamente dag@asse inerente a cardiopatia
chagasica crbnica (Higuchi, 1995; Higuahial, 1997; Barbosa et al1986; Cunha-
Neto et al., 1998; Tarleton, 2001; Silveira et 2005). Foi demonstrado uma correlacao
positiva entre a intensidade de inflamacdo e aepgsdoTl. cruzino tecido cardiaco,
assim como sua auséncia em locais sem inflamag@mtiBet al. 1996, Higuchi 1995)
e, em contrapartida, outros estudos confirmarana eskacdo ao nao detectarem
sequéncias do DNA dd. cruziem tecido cardiaco de pacientes assintomaticos ou
soronegativos (Jones et al., 1993), sugerindo peesenca do parasito fator importante
para desencadear o processo de formacédo da mieazndgasica cronica.

A resposta imune que se segue a infeccao peloruzi é bastante complexa,
envolvendo o reconhecimento de antigenos do panasituma seérie de receptores de
membrana e a ativacao de diferentes tipos celuf@eeteton, 2007). Ao primeiro sinal
de infec¢@o, moléculas derivadas do parasitoctai® as GPI-mucinas, sdo capazes de
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estimular a sintese de citocinas pré-inflamatértzesn como de quimiocinas por
macrofagos do hospedeiro (Teixeeh al, 2002). Os eventos participantes tanto da
resposta imune inata quanto da resposta imune ratfjuiornam-se importantes

delineadores do curso da infeccao peloruzi

() Resposta imune inata

A resposta imune inata € considerada um fator pdimbona resisténcia do
hospedeiro contra @. cruzi na fase inicial da infeccdo. As células do sistema
mononuclear fagocitario sdo, por exceléncia, asgiras células a entrarem em contato
com o parasito, seja por fagocitose, seja por pag@d direta do parasito. Essas células
apresentam reconhecem antigenos do parasito (é&cutas de glicofosfatidil-inositol)
via receptores do tipo Toll (Tarleton 2007) e iamia producédo de citocinas como fator
de necrose tumoral- alfa (TNF-alfa), interleucinal2 (IL-12). Essas citocinas
promovem uma auto-ativacdo nos fagocitos induzosloa produzir substancias
oxidantes como o 6xido nitrico (NO), que levam stidecdo do parasito (Silva, 2003).

Também as célulasatural killer (NK) apresentam importante papel ao limitar o
crescimento do parasito e estimular o desenvolwionda resposta imune celular. As
células NK séo importantes fontes de HrN\eitocina relevantes na ativacéo de células.
Dessa forma, tais células sdo as primeiras fonteslFiN-y, antes mesmo do
desenvolvimento de imunidade mediada por céluldss$a citocina estimula a sintese
de IL-12 por macrofagos expostos ao parasito imdlaza diferenciacdo de células do
fendtipo Thl (Brener & Gazzinelli, 1997; Teixeitsag, 2002; Dutra et al., 2005).

(i) Resposta imune adquirida

Ainda durante a fase aguda da doenca, as célutaBitpras de anticorpos
iniciam uma exacerbada resposta contrd.ocruzi e outras células inflamatérias
reforcam a producéo de citocinas pro- ou anti-mé#drias iniciadas com a resposta
inata contra o parasito. A producédo exacerbaddgienas citocinas (IFN-gama, TNF-

alfa) podera desencadear uma inflamagéo excegsiuliando em danos teciduais para

27



Introducéo

o hospedeiro (Bren& Gazzinelli, 1997; Bahia-Oliveirat al, 2000; Soarest al, 2001;
Dutraet al, 2005). Caminhando para a cronificacdo da infecb@agasica, sabe-se que o
perfil de citocinas tem sido associado a cronificada inflamacéo (Fresno et al., 1997;
Bahia-Oliveira et al., 1998; dos Santos et al.,12@omes et al., 2003).

Dados de pacientes portadores de CCC mostram qesfib de citocinas é
representado por citocinas com perfil Thl, seméthao IFN-y e com papel na
supressao de citocinas do tipo Th2, como IL-4 (iRaoeet al., 2000; Abel et al., 2001),
e niveis elevados de TNE-no plasma (Ferreira, 2003). Ainda, células monkmauwes
do sangue periférico de pacientes portadores de @6dizem mais IFNy e menos
IL-10 (Abel et al.,, 2001; Gomes et al.,, 2003) erfag@o a pacientes com a forma
indeterminada da doenca de chagas, reforcandodtebgde que pacientes com CCC
desenvolvem uma resposta imune Thl exacerbadas Bbtervacdes sugerem que
inflamacéo crénica do miocardio mediada por IFNode contribuir para a patogénese
da CCC (Bilate & Cunha-Neto, 2008).

Além disso, foi demonstrado altos niveis de TMFem pacientes com CCC se
comparados com individuos apresentando a formaeimdimada da doenca (Ferreira et
al, 2003; Talvani et al., 2004) e, que células Tirdidtrado inflamatério cardiaco de
pacientes com CCC produzem predominantemente {FENTNFa (Abel et al., 2001),
sugerindo que essas citocinas possam funcionar domortantes marcadores de
prognostico clinico para CCC. Ainda, a presencalinfécitos e macrofagos nos
infiltrados inflamatoérios € diretamente relacionamta processo de fibrose, tanto pela
producdo de citocinas e fatores de crescimentatgqyaela fibrogénese (Reis et al.,
1997).

Em suma, diversos estudos tém sugerido que a tasposne do individuo
contra 0 parasito € um dos fatores mais importaodea o processo de evolucdo da
doenca de Chagas (Dutra et al., 1994; Gomes €(l3; Barros-Mazon et al., 2004),
Porém, outras especulacdes mais recente sugerepageeda resposta lesiva sobre o
tecido cardiaco seria consequéncia de eventos @jpost no miocardio e ainda, que
essa apoptose seria induzida pela ativacdo de afguitocinas pro-inflamatorias

liberadas em resposta ao parasito (Rossi et &819; IT®dstes Jr. et al., 2005). Haudek et
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al., 2007 sugere que a inflamacgéo sustentada latigagdo de multiplas vias de morte
celular que contribui para uma apoptose progresiveardiomiocitos.

1.4 Eventos apoptoéticos

A apoptose é um processo ordenado de morte celnlalvida em inUmeros
processos fisiologicos e patolégicos ocorrendo egarosmos uni e multicelulares.
Apoptose, termo cunhado por Kerr e colaborador@gjlLfoi originalmente concebido
para classificar células mortas (sob uma variedddecondi¢cdes) que exibiam
caracteristicas morfolégicas sugestivas de um psoceativo ndo inflamatorio de
desconstrucédo celular. Hoje se sabe que é um pmaeEneticamente regulado que
requer gasto de energia, resultando na morte celg@lam uma remocao
imunologicamente silenciosa (Holdenrieder & Stiel2804; Green, 2004; Bras et al.,
2005). Mudltiplas vias de sinalizacdo podem seraggfidas por diversos estimulos
ncluindo ambientais, farmacolégicos ou fisiolégictsvando a morte da célula. A
apoptose pode envolver atividade reguladora e éxecem cascata de uma familia de
cisteina proteases aspartato especificas denomidadzaspases.

As duas principais vias que ativam caspases spexffinseca, pela acdo da
perforina/granzima, e/ou seguida pela ligacdo deligamte a receptores de morte na
superficie celular (como TRAIL, FasL/Fas, TNFTNFR), que resulta na formacgéo do
complexo de sinalizagdo indutor de morte celulasteEcomplexo recruta e ativa
caspases 8 e 10 iniciadoras, que clivam e ativaspasas 3, 6 e 7 executoras,
responsavel pela clivagem de multiplas proteinagbsequiiente morte da ceélula (Peter
& Krammer, 2003) e (ii) intrinseca, iniciada ponas intracelulares (como dano no
DNA), é dependente principalmente da mitoconderzahdo a liberacdo de proteinas do
espaco intermenbranar mitocondrial, tais como mmwo c, Smac/DIABLO e
Omi/HtrA2.

Bowen & Bowen, em 1990 demonstraram que a apopgesa induzida por
muitos fatores que sao liberados de células infiénze, incluindo aquelas pertencentes
a superfamilia do TNF. Neste sentido os membrosugeerfamilia do TNF como

Fas/Apo-1 ligante, o TNF-alfa e Apo-2L podem secamo sinais extracelulares de
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morte celular programada (Pitti R.M., 1996), osiguagem em varios pontos na
resposta imune, da inflamacg&o a morte da célulgdtdee Golstein, 1995).

A superfamilia de receptores de TMkAclui membros que se ligam ndo apenas
a citocina TNFe, como também a outros ligantes clinicamente satifos. Alguns
desencadeiam a apoptose (via ativacdo das caspesé®s iniciam a proliferacao
celular e outros ainda ambos os processos. Em 200fdek et al. demostrou que o
remodelamento cardiaco em camundongos com supess@or de TNF secretado
restrito ao tecido cardiaco estaria correlacionenim a prevaléncia de apoptose em
cardiomidcitos. Aléem do TNF-alfa, dois componerdassuperfamilia do TNF merecem

uma breve descri¢do:

(i) FasLigante/CD95L

As moléculas Fadibroblast associatede seu ligante (FasL) foram descobertas
no final da década 80 e no comeco da década defctivamente (Yonehara et al.,
1989; Itoh et al., 1991). A molécula Fas, tambémod@anada Apo-1/CD95, é expressa
na membrana da maioria das células. Em contrast]ita-se que a expressao de FasL
seja restrita a células do sistema imune, pringipate linfécitos T, células NK (natural
killer) e mondcitos ativados (Takahashi et al., 499Brown et al., 1999). Octoss-
linking” de Fas com FasL geralmente desencadeia o prodessooptose na célula que
expressa a molécula de Fas (Su et al., 1998). AEforma de proteina de membrana,
Fas e FasL sdo encontrados em formas solUveisdiagel é originado porsplicing’
alternativo do gene de Fas e FasL soluvel e étaetelde clivagem proteolitica por
metaloproteinases (Mariani et al., 1995; Ruberéile1996). A molécula de Fas soluvel
inibe competitivamente a ligacdo de FasL com Fealitado na membrana de células,
enquanto que a funcéo de FasL soluvel ainda na@obest esclarecida (Cascino et al.
1995; Otsuki et. al 2000).

(i) TRAIL
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O TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado TF) foi identificado
como membro da superfamilia do TNF, sendo ideatificcapaz de promover apoptose
em inumeras células a partir da ativacdo de caspasguida da ativacdo de caspases
efetoras. O TRAIL humano ligado a membrana foi@stoor induzir diversas hepatites
em camundongos e sua forma solavel por induzir tagepem hepatécitos humanos
normaisin vivo (Ma et al., 2003). Ambas as formas de TRAIL, ligaé& membrana e
soltuvel, induzem rapidamente apoptose em mdultipledhagens de células
transformadas e células tumorais (Wiley et al. 51 98asters et al., 1996; Griffith et al.,
1998).

1.5. Eventos apoptoéticos na cardiopatia chagasica

Na doenca de Chagas, a perda das células do mmtdémd sido classicamente
atribuida a morte celular por necrose. HenriquessRa al. em 2002, mostraram que
apoptose pode ser detectado em coragcdo de camunddegtado porT. cruzi de
maneira independente de perforina. Em 2003, Sduala mostraram em seus trabalhos
apoptose em células cardiacas na infeégéavo com T. cruzi,e Tostes Jr. (2007)
sugere que a perda de células do miocéardio estadamendo tanto por fibrose quanto
por apoptose, o que contribuiria para a insufig&cardiaca na fase cronica da doenca
de Chagas. Teixeira e colaboradores (2006) demengy também, uma significativa
expressado de stress oxidativo e de proteinas sakdas a apoptose em tecido cardiaco
na CCC, reafirmando a importancia da morte cehdgprocesso de patogenia da CCC.

Nos ultimos anos, um numero crescente de trabafrasfocado a busca de
marcores inflamatorios para a cardiopatia chag&3iabvani A. et al., 2004; Ribeiro
A.L.P. et al, 2002; Marques et al., 2006; Arquest&l., 2007 e Melo R.B. et al., 2005),
com o objetivo de anteceder, clinicamente ou faoiogtcamente, aos eventos de
eventos de dano cardiovascular inerentes a doemcaClithgas. Considerando,
atualmente, os eventos apoptéticos como promotteefiorose e perda funcional do
miocardio em individuos com cardiopatias de outtadogias (Ibe et al. 2007), surge o
questionamento se os eventos de disfuncdo vemtrjonibservados na CCC, também
ndo estariam associados a ativacdo das vias in&$nsla apoptose, principalmente

aquelas induzidas pelas moléculas solluveis dafaupidia do TNF.

31



2. OBJETIVOS

32



Objetivos

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho apresenta como objetivo geedtabelecimento da
correlacéo clinica entre componentes plasmaticaigarfamilia do TNF (ligantes
para a via da apoptose) e a disfungdo ventricldguerda em pacientes com
cardiopatia chagasica crénica.

2.2 Objetivos especificos

1- Selecionar pacientes chagasicos com formas potiretisfuncdo ventricular

esquerda, segundo classificacao proposta por Ra@ia2007.

2- Determinar, através de ensaios imunoenzimaticosyiwsis plasmaticos de

TNF-o; Fas ligante e TRAIL circulantes.
3- Correlacionar os niveis dos marcadores de apoptreeos diferentes graus de

disfuncdo ventricular esquerda dos grupos de iddod com cardiopatia
chagasica cronica e sem infec¢éo (grupo controle);
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Casuistica e Métodos

3.1 Delineamento experimental

Analise de Banco de Dados

Sorologia

Nnanativa

A 4

Grupo Controle

Sorologia positiva

Avaliacao Clinice

Forma
Cardiaca

Forma
Indeterminada

Forma
Diaestiva

CCC

ccc v ccell cce i

CCCI

Excluidos do Estudo

ﬁ Excluidos do Estudo

Avaliagdo plasmatica de marcadores de apo  ptose
ELISA (TNF-alfa, TRAIL e Fas ligante)

Anélise Estatistica

Forma Branda

Avaliacao clinica (parametros de
funcionalidade cardiaca)

35




Casuistica e Métodos

3.2 Critérios para selecéo dos pacientes

O material biologico utilizado nesse trabalho fobyeniente de pacientes
chagasicos do Banco de Dados do Centro de TreinaneeRReferéncia de Doencas
Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP), Ambulatéricestes Diniz, pertencente ao
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina diavdssidade Federal de Minas
Gerais, sob a supervisdo e coordenacdo do ProMamoel Otavio da Costa Rocha.
Ressalta-se, ainda, que o manejo clinico e qualpetodologia descrita nesta parte
contaram com a aprovagdo do Conselho de Bioétiddidas Gerais (ETIC 025/97),
além do consentimento verbal/escrito, ap0s esalmesto minucioso a todos os
pacientes envolvidos neste estudo.

Como parte da rotina do CTR-DIP, todos os pacsefttiam submetidos a uma
extensa avaliagdo bioquimica/sorolégica e clinea gonfirmagcdo e categorizacao da
infeccdo. Dentre os exames soroldgicos e biogusrsoticitados encontram-se o teste
de imunoensaio enzimatico (ELISA), imunofluoresiééncindireta (RIF) e
hemaglutinagéo indireta (HAI), utilizados para éonacédo da infeccao pelb. cruzi.
Ainda, dentro dos exames bioquimicos incluem-sdaasgens de glicose, horménios
tireoidianos, K, Na e uréia. A relevancia destes exames bioquimicoshemwma
precisa avaliacdo do quadro clinico da doenca dag&h bem como a possivel

eliminacdo de outras possiveis formas de cardepati

3.3 Avaliacéo Clinica

No ambulatério Orestes Diniz, UFMG, foi realizadon exame clinico
completo, conforme rotina, para todos os paciendtste trabalho. Posteriormente,
exames complementares foram solicitados, incluingo raio-X de torax, a
eletrocardiografia, esofagograma ou enema opaculg@se ultimo solicitado para os
casos suspeitos de forma digestiva). Além diss@ fmlos os pacientes solicitava-se
ecodoplercardiografia, teste ergométrico, eletdiografia dinamica (Holter) e teste de
funcdo autondmica. Todas as avaliacdes clinicéisitadas foram realizadas nas

dependéncias do Hospital Universitario.
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Tendo como base os critérios pré-estabelecidos ple York Heart
Association (NYHA) e os resultados dos exames associados gulandade dos
sintomas pertinentes a doenca de Chagas, estabskeasgma classificagdo criteriosa

dos pacientes com cardiopatia chagasica croniceh@Ret al. 2002; Rocha et al., 2007):

(i) ECI: pacientes assintométicos com sorologia positiva gaf. cruzi, ECG e
radiografias de torax e tubo digestivo normais. ie& mais sensiveis (ECG, Holter,

teste de esfor¢co) normais.

(i) CCC I: pacientes assintomaticos, sem alteracbes sigiBsato exame fisico,
ECG, raio-X de torax, esofagograma ou enema opf&resenca de alteragcdes minimas
scao observadas utilizando-se exames sensiveis ooetmcardiograma ou teste de

esforco.

(v) CCC 1V: pacientes sintomaticos com silhueta cardiaca noomdimitrofe. ECG
com alteracdes avancadas (bloqueio completo do dareibo + hemibloqueio anterior
esquerdo, bloqueio atrio-ventricular grau 1l owatptAo Holter 24 horas, extra-sistoles
ventriculares freqlientes e complexas ou um numerpadisas elevado (sugestivo de

implantacéo de marca-passo).

(vi) CCC V: pacientes com todas (ou parciais) manifestacOesiambente descritas,
porém apresentando aumento do didametro do vertrésgjuerdo em diastole (Ved > 55
mm) e uma silhueta cardiaca aumentada (indicecstodicico — ICT — acima de 0.5
mm).

De acordo com a classificacdo acinsaindividuos participantes deste projeto
foram, posteriormente, agrupados em formas poldasesardiopatia chagasica crénica,
sendo: (i) portadores da forma branda de cardmpatiagasica cronica (CCC),
compreendendo-se as classificagdes de FCI e CQQ) pertadores da forma grave da

CCC, compreendendo-se as classificacdes de CCCE&V.
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3.4 Populacgao de estudo

Foi selecionado um total de 32 pacientes sendoldssificados com a forma
cardiaca branda (09 com a forma cronica indeteghaina 06 com CCC I) e 17
classificados com a forma cardiaca severa (06 c6@ ¥ e 11 com CCC V).

Um grupo com 15 individuos néo reativos foi seleatn para pareamento com
0 grupo de estudo de acordo com a idade e sexe.despo foi classificado como
“grupo controle”.

Amostras de soro de pacientes, previamente es®emdreezer —8C, foram
descongeladas a temperatura ambiente para realizixgdensaios imunoenzimaticos
para a dosagem do TNF-alfa, TRAIL e Fas ligante.

3.5Ensaios Imunoenzimaticos

Os testes foram realizados em microplacas previemeansibilizadas com
anticorpo primario ou de captura contra os respestmarcadores testados (TNk-
TRAIL e Fas Ligante) na qual foram distribuidas miidades variadas de diluente em
cada pocgo, para cada um dos testes, de acordoecomendacdes dos fabricantes. Em
seguida, foram adicionados amostras de padréo &ncdéis seriadas, amostras e
controles negativos por poco e coberta com fitasimdee incubada por 2 horas a
temperatura ambiente. A seguir as placas forand&s/guatro vezes com tampéao de
lavagem. Posteriormente foram adicionados os cadpg marcados com peroxidase e
incubadas a temperatura ambiente, por tempos dogepelo fabricante. A seguir as
microplacas foram novamente lavadas por quatrosveze

Posteriormente as microplacas foram adicionadasic3et de substrato e
novamente incubadas protegidas da luz e a temperambiente. As reagdes foram
interrompidas com a adicéo de solucéo de paradio(aalfurico 2N) a cada poco.

A leitura da reacdo foi feita em leitor de ELISAQIST-MAX ©® PRO 4.0- Life

Sciences edition) a 450 nm.
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3.5.1 Dosagem plasmatica de TNE&-

Para a realizacdo da dosagem de TBiNR- reacdo foi realizada com o KIT
Human TNFe/TNFSF1A Immunoassay (fabricante Quantikinebaseado no ELISA
sanduiche e recomendacéaoes sugeridas pelo falkricant

Para este ensaio o padrdo utilizado foi preparadalikiicbes seriadas de 1000
pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/BL,2 pg/mL e 15,6 pg/mL.

3.5.2 Dosagem plasmatica de TRAIL

Para a realizagcdo da dosagem de TRAIL, a reacacefdizada com o KIT
Immunoassay Human Trail (fabricante Biosource) cagcdo se baseia no método de
ELISA sanduiche e todos os reagentes foram prepasssjundo metodologia sugerida
pelo fabricante. As amostras de soro foram diluidasom tampéo diluente padrao.

Para este ensaio o padrao utilizado foi prepaeaddaliluices seriadas de 3000
pg/mL,1.500 pg/mL, 750 pg/mL, 375 pg/mL, 187,5 pg/®3,7 pg/mL e 46,8 pg/mL, O

pg/mL, conforme recomendacé&o do fabricante.

3.5.3 Dosagem plasmatica de Fas ligante

Para a realizacdo da dosagem de Fas Ligante, @ré&zgealizada com o KIT
Human Faz Ligand/TNFSF6 Immunoassay (fabricanten@kiaell) cuja reacao se
baseia no método de ELISA sanduiche e todos oemegyforam preparados segundo
metodologia sugerida pelo fabricante.

Para este ensaio o padrdo utilizado foi preparadalikiicbes seriadas de 1000
pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/ndl,2 pg/mL e 15,6 pg/mL,

conforme recomendacéo do fabricante.

3.6 Analise Estatistica

Os parametros avaliados, em cada grupo de pacfera@ representados pela
média de seus valores e respectivo erro médio padr&ntdo, pelos valores absolutos
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com respectiva média (graficos de dispersao). Adtiise ANOVA para mdltiplas
comparacoes; poréem, quando ANOVA indicou signifa@anutilizou-se o teste Tukey-
Kramer HSD e Bonferroni para nova avaliacdo ensrgjroipos. Para as avaliacdes de
correlagcbes clinicas e os achados bioquimicoszauise a regresséao linear. Todas as

analises foram feitas através dos prograiN&3 ATe GraphPad Prism
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4.1 Populacéo estudada

O presente estudo envolveu a participacdo de 8®iduos portadores de
doenca de Chagas cronica e 15 individuos ndo adestpeldl. cruzi Os portadores
da doenca de Chagas foram, por sua vez, agrupdidsmente, em forma clinica
cardiaca BRANDA e GRAVE com 15 e 17 individuos eadacforma, respectivamente.
A tabela | apresenta a distribuicdo quantitativa destes pisde bem como sua
distribuicdo por sexo, idade e por funcionalidaddiaca, de acordo com a
classificacéo dalew York Heart AssociatigiNYHA).

Dos individuos apresentando cardiopatisagasica branda, 09 foram
diagnosticados com a forma crbnica indeterminad@l)(Fe 06 com cardiopatia
chagasica crbnica grau | (CCCI). Por outro ladguétes individuos apresentando uma
cardiopatia chagésica grave, 06 foram classificactme CCC4 e 11 com CCCS5,
segundo Rocha et al. 2007.

Tabela I. Distribuicdo do grupo de estudo.

GRUPO DE ESTUDO IDADE SEXO CLASSIFICAQAO NYHA**
CLINICA *
N&o infectados 36.75+ 4 =68.75% I: 100%
10.27
Q =31.25%
CCC BRANDA 48.15+ & =45% FCI: 55% I: 100%
8.74

Q=550  CCCI 45%

CCC GRAVE 3990+ 4 =55% CCC IV: 45% I: 45%
15 o_sw  cccvissw I 40%
ll: 10%

IV: 5%

Os dados nesta tabela foram apresentados ntibzee a média dos valores ou percentagem dos
mesmos. * Classificacdo segundohacet al. 2007.

** Classificacdo fuooal daNew York Heart Association
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4.2 Andlise de correlacao entre formas clinicas esfuncdes cardiacas

A andlise das formas clinicas em todos os indiddawaliados foi realizada
utilizando parametros fisiologicos e funcionaisidds através da eletrocardiografia
dindmica (Holter 24h), do teste de esforco, doeted# funcdo autonémica e do
ecocardiograma e, posteriormente, comparados agumo grantrole - individuos néo
infectados peld. cruzi

4.2.1 Fracao de Ejecao ventricular esquerda

A andlise da porcentagem da fracdo de ejecéo wimicglo esquerdo (FE) em
portadores de cadiopatia chagasica grave (CCC4/C@@®sentou-se reduzida em
relacdo a forma branda da doenca e em relacamdivéduos nédo infectados pelo T.
cruzi (Figura 1). Esse importante parametro furaliocardiaco apresentou-se,
estatisticamente similar entre os individuos ndecetados e aqueles manifestando a
forma branda da CCC.
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Figura 1 — Fracdo de ejecdo ventricular esquerda emacientes portadores da
cardiopatia chagasica cronicaA fracdo ventricular esquerda foi apresentada como
uma média da porcentagem (%) em cada grupo estidadmparada entre as formas
polares da cardiopatia chagasica crénica “brand&CI/CCCI) ou “grave”
(CCC4/CCC5) ou com o grupo controle ndo infectaglo P. cruzi(NI). * p< 0.01 em

relacéo ao grupo NI e *90.01 em relacdo a forma branda.
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4.2.2 Diametro diastélico ventricular esquerdo

A andlise do diametro diastolico ventricular esdoefVeD), juntamente com a
FE constitui um primoroso parametro de disfuncaatnieilar esquerda na doenca de
Chagas humana. Assim, demonstrou-se que indiviqumsadores das formas
CCC4/CCC5 (grave) apresentaram diametro diast@morentriculo esquerdo (mm)
significativamente maior que aqueles individuogegrerentes tanto ao grupo FCI/CCCI
quanto ao dos nédo infectados (Figura 2). De forimidas ao encontrado para a fracédo
ventricular esquerda, o VeD dos individuos ndoctiafgos e apresentando forma branda
da doenca de Chagas apresentaram-se estatistieaseemlhantes.

* 3t
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Figura 2 - Diametro diastolico ventricular esquerdoem individuos portadores da
cadiopatia chagasica crénicaO diametro diastélico ventricular esquerdo (VeD)) fo
apresentado como média dos valores individuais dimetros (mm) e os resultados
comparados entre as formas polares da cardiopai@@asica cronica “branda”
(FCI/CCCI) ou “grave” (CCC4/CCC5). Todos os dadasai, ainda, avaliados
comparativamente ao grupo de individuos néo inflestgNI) # p< 0.01 em relagéo

ao grupo controle (NI) e *90.01 em relacdo a forma branda (FCI/CCCI).
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4.2.3 Extra—sistoles ventriculares

Através da eletrocardiografia dinamica (Holter), dvaliada a distribuicdo de
extra-sistoles ventriculares em um intervalo deh@rhs, o equivalente a um dia de
atividades rotineiras na vida de cada individuagéseco ou ndo. Foi demonstrado que
portadores das formas clinicas CCC4/CCC5 apresentatra-sistoles ventriculares
em 24 horas significativamente maiores do que aguetlividuos pertencentes tanto ao
grupo FCI/CCCI quanto ao grupo dos individuos naiectados (Figura 3). Este
parametro eletrocardiografico mostrou-se simildreens individuos néo infectados e
aqueles apresentando forma branda da doenca.

Foi avaliado, em concomitancia, o numero de exstmles supra-ventriculares
(ESSV) nestes mesmos individuos em 24 horas detonamento. Tanto os individuos
nao infectados (média: 0,33/ SEM: 0,159) quantoinmbviduos de forma branda
(média: 1,81/ SEM: 1,022) ou de forma grave (médiél1,0 / SEM: 131,2)
apresentaram valores esporadicos de ESSV, poréntdifemancas significativas entre
eles.

Um auséncia de relacdo estatistica foi observaaabhém, para o nUmero de
pausas em 24 horas de monitoramento cardiaco nesle&luos, onde apenas 0s

portadores da forma grave da doenca apresentarammédia de 16 pausas/24h com
SEM de 14.6.

3000+ #
2000+

1000+

Extra-sistole ventrcicular / 24H

NI FCI/CCClI  CCcC4/cCccCh

Figura 3 — Extra-sistole ventricular em individuos portadores da cardiopatia
chagasica crénicaO parametro da extra-sistolia ventricular foi apnégdo como uma

média dos valores individuais em um prazo de 2dsher estes resultados, comparados
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entre as formas polares da cardiopatia chagastimaicar “branda” (FCI/CCCI) ou
“grave”(CCC4/CCC5). #%0.01 em relacdo ao grupo nao infectado (NI) & D@1

em relacdo a forma branda (FCI/CCCI).

4.2.4 Frequéncia Cardiaca Maxima

A frequéncia cardiaca maxima (Fcm) foi outro patémesscolhido para
identificacdo do perfil clinico dos individuos insl®es ao nosso grupo de estudo.
Aqueles individuos pertencentes as formas clin@@€4/CCC5 apresentaram a Fcm
significativamente menor que os individuos pertate® tanto ao grupo FCI/CCCI
quanto ao grupo dos individuos nédo infectados (Rigl). Nado houve diferenca

significativa entre os individuos da forma brands eéé&o infectados.

200+

100+

Frequéncia Cardiaca Maxima

NI FCI/CCCI CCcC4/CCC5

Figura 4 - Frequéncia cardiaca maxima em individuoghagasicos apresentando a
cardiopatia chagasica crénicaA frequéncia cardiaca maxima (FCm) foi apresentada
como a média dos valores individuais e os resudtammparados entre as formas
polares da cardiopatia chagasica cronica “branddgmve”. # g 0.01 em relacéo ao

grupo nao infectado (NI) e *30.01 em relacéo a forma branda (FCI/CCCI).
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4.3 Avaliacdo do TNF-alfa plasmatico e suas corrgfdes com as funcdes

ventriculares esquerdas

Apos indentificado alguns parametros de funciomal@cardiaca nos pacientes
chagasicos avaliados neste estudo, procedeu-senéifipacdo da citocina plasmatica
pro-inflamatoéria com conhecida funcéo na via gerada apoptose: o TNF-alfa.

Foi observado que individuos com a forma graveadach apresentaram niveis
mais elevados de TNF-alfa soltvel no plasma quaodgarados com o0 grupo controle
ou mesmo com aqueles apresentando a forma brardtsedea (Figura 7A).

A seguir, optou-se por verificar se esses nivesvaglos de TNF-alfa
apresentariam correlacdo clinica com os paraméirmsonais do ventriculo esquerdo.
Foi observada uma boa correlacdo inversa entreiv@ssnda citocina e a fracao de
ejecao ventricular esquerda (Figura 7B), além da boa correcao direta entre os niveis
de TNF-alfa e o diametro ventricular esquerdo (FAJC).
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Figura 5 - Correlacdo entre o TNF-alfa plasmatico eos parametros funcionais
cardiacos na doenca de Chaga®s niveisplasmaticos de TNF-alfa foram avaliados
nas diferentes formas clinicas polares da doenc&ltEgas(A) e esses valores
correlacionados aos parametros funcionais cardidedcdo de ejecao ventricu(&)

e diametro do ventriculo esquerdo em diast6le * p< 0.01 em relacéo ao grupo néo

infectado (NI) e * g 0.01 em relacéo a forma branda (FCI/CCCI).
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Por outro lado, algumas variaveis cardiacas naesaptaram correlacdes
positivas ou negativas com os niveis de TNF-alésmhticos. Estas variaveis como:
extra-sistoles supra-ventriculares/24 horas, fregjgé cardiaca maxima, consumo

maximo de oxigénio e déficit cronotropico encontrserdescritas na Tabela Il

Tabela Il — Auséncia de correlacédo entre o TNF-alfa parametros cardiacos

R p
TNF-alfa x ESV 24h 0.574 <0.001
TNF-alfa x ESSV 24h 0.27 =0.067
TNF-alfa x Fcmax 0.247 =0.097
TNF-alfa x VOmax 0.17 =0.256
TNF-alfa x Déficit cronotropico 0.431 =0.0027

4.4 Andlise das variaveis de funcionalidade cardiaca ssciadas ao TRAIL sollvel

Apéds definido o perfil clinico e funcional dos imiuos chagasicos avaliados
neste estudo, procedeu-se a quantificacdo de oilitreina plasmatica também com
conhecida funcdo na via geradora da apoptose: dITRA

Foi observado que individuos com a forma graveadach apresentaram niveis
mais elevados de TRAIL soltuvel no plasma quandopesados com o0 grupo controle
ou mesmo com aqueles apresentando a forma brar@@dgFigura 8A).

A seguir, verificou-se se esses niveis elevadoBRIEIL apresentariam também
alguma correlacéo clinica com os parametros fuagsodo ventriculo esquerdo, como
avaliado anteriormente para o TNF-alfa. Observoursa boa correlagdo inversa entre
0s niveis da citocina e a fracao de ejecdo vetari@squerda (Figura 8B), além de uma
boa correcéo direta entre os niveis de TRAIL eadmeéiro ventricular esquerdo (Figura
8C).
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Figura 6- Correlacdo entre o TRAIL solavel e paramé&os funcionais da
cardiopatia chagasica cronicaOs niveisplasmaticos de TRAIL foram avaliados e os
resultados correlacionados com os parametros foaisi@las formas polares da CCC.

# p< 0.01 em relacdo ao grupo nao infectado (NI) e<*0p01 em relacdo a forma

branda (FCI/CCCI).
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Por outro lado, algumas variaveis cardiacas naesaptaram correlacdes
positivas ou negativas com os niveis de TRAIL pkastos. Estas varidveis como:
extra-sistoles supra-ventriculares/24 horas, fregjgé cardiaca maxima, consumo

maximo de oxigénio e déficit cronotropico encontrserdescritas na Tabela Ill.

Tabela Il - Variaveis sem correlacdo entre o TRAL e algumas func¢des cardiacas

r p
ESV/24h 0.35 0.017
ESSV/24 h 0.18 0.2108
FREQUENCIA CARDIACA MAXIMA 0.25 0.089
VOLUME DE OXIGENIO MAXIMO 0.11 0.4605
DEFICIT CRONOTROPICO 0.26 0.082

4.5Analise das variaveis de funcbes cardiacas para @gligante na doenca de

Chagas

As avaliacOes utilizando a terceira citocina plasragcom conhecida fungéo na
via geradora da apoptose: o Fasligante, demonstrgtee individuos com as formas
branda e grave da doenca apresentaram niveis lea@les de Fasligante soluvel no
plasma quando comparados com o grupo controle,haiendo portanto diferenca
significativa entre a forma grave com aqueles @mtasido a forma branda da doenca
(Figura 9A).

Ao verificar se esses niveis elevados de Fasligaagdormas polares da doenca
de Chagas apresentariam correlacéo clinica comarasnetros funcionais do ventriculo
esquerdo, observou-se uma tendéncia a correlagéis@entre os niveis da citocina e a
fracdo de ejecdo ventricular esquerda (Figura @Bjim como uma tendéncia a
correlacao direta entre os niveis de Fasligantei@roetro ventricular esquerdo (Figura
9C).
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Figura 7- Correlacdo entre o Fasligante plasmatice os parametros funcionais
cardiacos na doenga de Chaga®s niveigplasmaticos de Fasligante foram avaliados e
os resultados correlacionados com os parametrosiohais cardiacos das formas
polares da doenca (branda e gral@x 0.01 em relacdo ao grupo néo infectado (NI) e

* p< 0.01 em relacdo a forma branda (FCI/CCCI).
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As demais variaveis cardiacas analisadas nao apaesme correlacdo positiva

ou negativa com o0s niveis de Fasligante plasmatiEetas variaveis como: extra-

sistoles supra-ventriculares/24 horas, frequéranidiaca maxima, consumo maximo de

oxigénio e déficit cronotropico foram apresentaaad abela IV.

Tabela IV - Variaveis sem correlacéo entre o Fas ligante ereguuncdes cardiacas.

p
FASIligante x ESV 24h 0.18 0.2186
FASligante x ESSV 24h 0.10 0.5064
FASligante x Fcmax 0.36 0.013
FASligante x VO2max 0.32 0.0297
FASligante x Déficit cronotropico 0.27 0.070
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Discussao

O remodelamento cardiaco na doenca de Chagas hémanamportante fator
de definicAo para o desenvolvimento e progressdoaddiopatia chagasica crbnica
(CCC). O pilar para o inicio desse processo deodetamento cardiaco baseia-se no
paradigma existente entre “parasito e hospedeir@imples presenca db cruziou de
suas moléculas antigénicas na circulacdo e/ou é@mgas miocardicas é capaz de
desencadear uma cascata de eventos inflamatoraslec@da, principalmente, por
mediadores inflamatérios (Machado et al. 2000, tBil& Cunha-Neto 2008). Esses
mediadores inflamatérios potencializam alteracdekecoulares nas células miocardicas
conduzindo-as as alteragcbes morfo-funcionais conpertnofia, necrose, fibrose
intersticial, proliferacdo de fibroblastos, degegéio de colageno e, recentemente,
eventos de morte celular programada denominadaptape’. Esses eventos, em
conjunto, constituem fatores de remodelamento aandfjue, a médio ou longo prazo,
contribuiriam para a perda da funcionalidade docdéndio (Punukollu et al. 2007,
Cohn et al. 2000).

Nesse sentido, alguns estudos tém sugerido quevestos apoptoticos,
induzidos por mediadores inflamatérios (citocimas|éculas reativas de oxigénio, ou
peptideos inflamatorios), estariam associados &enaler cardiomidcitos e de células do
parénquima cardiaco durante a infeccdo chagasisdaagu crbnica em humanos
(Tostes et al. 2005) ou em modelos experimentasidZet al. 1999, deSouza et al.
2003). Dentre os mediadores mais importantes npsseesso de morte celular
programada, encontram-se os membros da superfadali@NF: TNF-alfa Tumor
Necrosis Factor — alphao TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand) e o FasLigante/CD95L, todos apresentando alt@dafie por receptores de
superficie celular iniciadores da cascata intrdaelda apoptose (Fas et al. 2006).
Conhecida a afinidade desses membros da supedaduliTNF pelos receptores de
morte celular e, em decorréncia da auséncia denmaigbes cientificas sobre sua
aplicabilidade na clinica da cardiopatia chagasinasse estudo avaliou-se a
concentracdo plasmatica desse ligantes denomiriaosarcadores de apoptose” e 0s
eventos de disfuncao ventricular esquerda caratiters da CCC.

Niveis elevados de TNF-alfa foram encontrados temopacientes chagasicos

apresentando a forma indeterminada (assintoméaicdpenca quanto naqueles
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apresentando alteracdes graves de funcao ventrmulde conducao elétrica. O TNF-
alfa é descrito como uma importante citocina pftamatéria sintetizada por
macréfagos previamente primados pelo IFN-gama, pelaprio TNF-alfa (acéo
autocrina) ou outros estimulos capazes de ativeeaeptores do tipo Toll (TLR) nessas
células inflamatorias (Ropert et al. 2002, TarleRf®7). Essa acdo efetora sobre os
macréfagos propicia a polarizacdo de algumas cidscou mediadores inflamatoérios
(ex. Oxido nitrico, LTB4, PAF) cujos mecanismos ai#io contribuem indiretamente
para a eliminacdo dos tripanosomatidos (Costa 08D, Silva et al. 2003, Talvani et
al. 2002, Stafford e tal. 2002). No modelo humanosso grupo demonstrou,
previamente, uma importante correlacdo entre o &l<circulante e os parametros
graves de disfungcédo ventricular esquerda na dodag@hagas (Talvani et al. 2004).
Alguns autores, inclusive, tém apresentado o TNd&-abmo um agente preditor
independente de mortalidade em doencas cardiacastides etiologias (Dunlay et al.
2008).

As disfuncdes progressivas de ventriculo esquecdorem frequentemente na
cardiopatia chagasica, conduzindo a uma piora dadrquclinico do paciente. Os
mecanismos ou eventos que conduzem tais procaessgafoldgicos ndo se encontram
totalmente esclarecidos, apesar de se acreditaa gasposta inflamatéria seja a maior
responsavel pelo processo auto-destrutivo obsermadGCC (Billate & Cunha-Neto
2008). No entanto, acredita-se também no prinddpidciclo vicioso” miocardico, o
gue em outras palavras significa que apos a agrelesncadeada pelo sistema imune
na tentativa de destruir o parasito, o0 miocardfoes@a um mecanismo compensatorio
para manter sua homeostase. Entende-se por meoatasnpensatorio uma hipertrofia
ventricular esquerda, uma dilatacdo da camara igelatr esquerda, um aumento e
umaa sustentabilidade da resposta simpaticomimdiigam como a atuacdo de vias
reguladoras intrinsicas como o sistema Renina-Aeggina Aldosterona (SRAA)
(Patterson & Adams 1996). Assim, quanto mais raégpaofiamatdria, maior o processo
de compensac¢do e maior o mecanismo de remodelacsdiaco.

Nossos achados nesse presente estudo reforcara aladéNF-alfa como um
promissor marcador de insuficiéncia ventricularuesda na CCC apresentando-se

altamente correlacionado com dois importantes petrés funcionais do ventriculo
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esquerdo: a fracdo de ejecdo ventricular esqueéfd/)(e o diametro ventricular
esquerdo em distole (DVED). Em especial, nessgl@suma atencdo especial foi
destinada a essa citocina por sua potencial cagbeidm induzir eventos apoptéticos
atraves da alta afinidade de ligacéo aos receptieresorte celular.

De forma similar ao TNF-alfa circulante, o TRAIL efitominado de
Apo2ligante) também demonstrou expressiva correlati@ica com os disturbios de
funcédo ventricular observados na CCC. O TRAIL &descomo um dos mais efetivos
membros da superfamilia do TNF capaz de induzir atencelular programada
(Chaudhari et al. 2006), além de apresentar ali#zolagia com os dois outros membros
dessa superfamilia: o TNF-alfa e o FasLigante/CD9Bliley et al. 1995). Nossos
achados demostraram que, de forma similar ao TRE-@TRAIL também apresentou
uma boa correlacdo clinica com a reducdo da FEWne @ aumento do diametro
diastolico do ventriculo esquerdo (DVED).

Nesse presente estudo, apesar de nosso grupo dentraalo correlacdes
consistentes entre a disfungéo ventricular esquerds ligantes (TNF-alfa, TRAIL e
FasLigante/CD95L), uma questdo ainda permanecerespondida: até que ponto a
apoptose contribui, verdadeiramente, para os esed® insuficiéncia cardiaca na
doenca de Chagas? A hipétese para essa relacaaua-efeito” (apoptose-lesdo) se
baseia puramente nos trabalhos de histopatologle, gracientes autopsiados com as
formas graves da CCC, apresentavam maiores peedasidades de cardiomiécitos
(Tostes 2005). Posteriormente, observou-se tamhénod. cruzitanto era capaz de
induzir apoptose em células imunes circulantes olspddeiro quanto era capaz de
prevenir 0 mesmo evento de morte celular nos camidwitos através de suas moléculas
de superficie denominadas cruzipaina (Nakajima-&tknet al. 2000, Aoki et al. 2006).
Esses eventos contraditorios podem ser compreendidoz dos conceitos evolutivos
de sobrevivéncia do organismo parasita e sua lietecdo com as células de seu
hospedeiro vertebrado.

Independente dessa “hipotese” de protecdo parardiopdadcito durante a
infeccdo peldr. cruzj € indiscutivel que a sintese de mediadores iafi@nos, tambéem
estimulados pela presenca do parasito, inicie wgééncia independente de eventos

apoptoticos ao longo de anos de infec¢do. Nosgmgtescreveu anteriormente que a
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resposta inflamatéria em modelos experimentaisv@ialet al. 2000) ou em seres
humanos (Talvani et al. 2004) na doenca de Chagapacialmente dependente de
interferon-gama (IFN-gama) e de outras citocinasipilamatorias. E uma idéia que
sustentaria a participacdo da apoptose nos evastuxiados a cardiopatia chagasica,
seria exatamente o fato do IFN-gama potenciar augéo de alguns marcadores
soluveis de apoptose (ex. TRAIL, TNF-alfa), viavagido de STAT 1 (Miura et al.
2006).

Finalmente, o terceiro membro da superfamilia dd-TaVvaliado em nosso
trabalho foi o FaslLigante/CD95L. E descrito que osceptores tanto de
FasLigante/CD95L quanto de TNF-alfa sdo encontradosardiomidcitos submetidos
ao estresse oxidativo ou submetidos a condicdeslofigcas de hipoxia. O
FasLigante/CD95L circulante € considerado tambémpotente indutor de apoptose,
além de ser descrito por sua capacidade de ativaggélar, de regulacdo da atividade
quimiotatica e efetora e por estar associado &ssdntle citocinas e quimiocinas na
doenca de Chagas (de Oliveira et al. 2007, Guilbezimal. 2007). Inimeros estudos
tém examinado o papel de FasLigante/CD95L ou de rseeptor nos eventos
apoptaticos no tecido cardiaco. Em bidpsias prevgai de pacientes com disfuncéo
cardiaca, a expressao de Fas foi parcialmentataestéreas de fibrose e mostrou-se,
contraditoriamente, independente as areas em ag@offtdippatos et al. 1999).

De fato, nossos resultados nao distinguiram coregies diferentes de
FasLigante/CD95L entre os pacientes chagasicossaqendo alteracbes eletro-
funcionais graves ou brandas. Em nosso estudo, agpdiNF-alfa e TRAIL
apresentaram altas concentracées naqueles pactememaiores sequelas funcionais
ou com disturbios no sistema de conducdo cardidooentanto, essa auséncia na
diferenciacdo do FasLigante/CD95L entre os grupmdares da doenca de Chagas nao
necessariamente reduz a importancia desse peptéeo um marcador inflamatorio
para eventos de apoptose na cardiopatia chagdSima.outras palavras, nossos
resultados mostraram que individuos ndo chagagitopo controle) e pacientes com a
forma branda da doenca (forma assintomatica oulgtalCCC “alteracées minimas ao
eletro- e ecocardiograma”) apresentaram concemsapiasmaticas semelhantes de

TNF-alfa e TRAIL, havendo aumento significativo sies marcadores apenas nos
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individuos com CCC grave. Ao contrario, o FasLigddD95L foi detectavel ja em
individuos com CCC branda (em niveis semelhantesnalividuos com CCC grave) e,
dessa forma, acreditamos que esse marcador deog\vagpdptoticos apresente maior
sensibilidade na deteccdo dos eventos patolégara$acos associados a infeccao pelo
T. cruzi Justificando ainda os achados descritos popgatos e colaboradores,
relacionando a presenca de FasLigante/CD95L ndpoat@se, mas sim a fibrose
cardiaca, torna-se importante lembrar que mesmaoetes) individuos considerados
“assintomaticos” (eletrocardiografia, ecocardiografu mesmo ressonancia magnética
nuclear normais), lesées no intersticio cardiacdepo ser encontrados em analises
histopatolégicas (Barreto et al. 1995).

Em suma, a presenca do parasito, a resposta atfiaien cardiaca e os eventos
patolégicos associados (ex. apoptose e fibrosedrpambntribuir substancialmente para
o desenvolvimento e a progressao das lesfes endequente remodelamento cardiaco
na fase crbnica da doencga de Chagas humana. Gfoadte correlacido descritos nesse
trabalho envolvendo ligantes sollveis da superfandid TNF e distarbios funcionais
ventriculares na doenca de Chagas sao inéditos itemtura cientifica. E o
estabelecimento da hipdtese dos eventos apopt@ouiizindo distdrbios funcionais
na CCC (ex. baixa fragcdo de ejecdo ventricular, esxton do diametro ventricular
esquerdo, mas nao parametros arritmogénicos) ta@a@inda mais sustentada. Porém,
€ evidente que de forma isolada, nossos resultados podem confirmar a real
participacdo da apoptose nos disturbios cardiaalgedos. Novos estudos em modelos
experimentais ou mesmo em seres humanos sdo mexegsda o estabelecimento da
cascata de eventos envolvendo a morte celular goragta (apoptose) e os eventos
clincios da CCC. De qualquer forma, nossos resudtaém concordancia com 0s
demais trabalhos em modelo experimental ou em $emegnos, abrem promissoras
perspectivas para o estudo e para a utilizacdoeslesmrcadores inflamatérios no
acompanhamento e no prognéstico clinico da carti@ophagasica humana.
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Nossos resultados descreveram a existéncia defameacorrelacdo
clinica entre os ligantes solaveis da superfandba TNF (TNF-alfa, TRAIL e
FasLigante/CD95L) e os distarbios funcionais, ma® rarritmogénicos, do
ventriculo esquerdo na cardiopatia chagasica @d@€C). Esses resultados por
estarem associados a ligantes de receptores de cetutar programada reforcam a
idéia de mecanismos apoptéticos direcionando adrHiss clinicos/patoldgicos na

doenca de Chagas humana.

E possivel que em estagios iniciais ou finais @€ Ca apoptose possa
contribuir também para os disturbios eletrofuncienaardiacos, visto que altas
concentragdes de TNF-alfa apresentaram correlag@ideravel com disturbios de

ritmo, observados através do ECG dinamcio.

Finalmente, os resultados deste trabalho sugengnaginflamacao
sustentada observada durante a fase cronica dgadderChagas possa levar a uma
ativacdo de multiplas vias de morte celular querdmram para a morte progressiva
dos cardiomidécitos. Portanto, o grau de apoptosecaadiomidcitos parece ser um

determinante critico na remodelagem negativo da.CCC
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