_ UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
NUCLEO DE PESQUISAS EM CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

|
- I I
J‘ o
2 !atina e c.ﬁﬁ,ﬂéinamento fis 4

ento cardiaco em caes aprese
i

B
chagasica cro




Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
NUCLEO DE PESQUISAS EM CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Efeitos da Sinvastatina e do treinamento fisico aerdbico sobre o
remodelamento cardiaco em cdes apresentando cardiopatia

chagasica croénica

Autora: LILIAN MELO PEREIRA SILVA

ORIENTADORES: Prof. Dr. Deoclécio Alves Chianca ]Jr.

E Prof. Dr. André Talvani

Dissertagao apresentada ao Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias
Biolégicas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Ouro Preto, como parte integrante dos
requisitos para obten¢ao do Titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas.

Area de concentragio: Bioquimica estrutural e fisiolégica

Ouro Preto

2009



MELO, L. Dedicatiria

Ao André, amor da minha vida, meu esposo e melhor amigo, e também meu grande mestre.
A quem admiro muito pelo vasto conhecimento e pela seriedade com que conduz a
pesquisa. Sou infinitamente grata, pelo amor e cuidado constantes, pela disposi¢do para
fazer de mim pedra lapidada. Muito obrigada pela confianca depositada em minha
capacidade, e especialmente, pela paciéncia e profissionalismo. Amor, essa conquista é

igualmente sua!

Aos meus pais e a vové-mde Ila, que sempre apoiaram, de diferentes formas, minha
decisdo em trilhar para a vida académica. Agradeco por muitas vezes abdicarem de seus
proprios sonhos, para que eu pudesse realizar os meus. Por me darem valiosas instrugoes,
de principios e valores, que ndo se aprende nos livros e que sdo essenciais para o alcance

da plena vitoria. Muito obrigada, eu amo vocés.

A minha irma Poliana, que sempre teve muito orgulhio de mim e torceu pelo meu sucesso.

Obrigada! Te amo maninha!

Aos meus lindos cdes... que sem saberem, tornaram possiveis as nossas descobertas. E por
me proporcionarem tanta alegria com suas brincadeiras, levadezas e carinho no periodo
em que estivemos juntos!



MELO, L. Agradecimentos

Agradeco a Deus, por sempre me conduzir em triunfo. Por nos permitir desvendar, aos pouquinhos, os
fantdsticos segredos da Sua maravilhosa ciéncia. Por colocar pessoas no meu caminho a fim de tornd-lo
menos pedregoso, sdo elas:

A Capes, pela concessdo da bolsa de estudos durante o desenvolvimento deste trabalko.

Agradeco a o Prof. Dr. Deoclécio Alves Chianca Jr. por abrir as portas do laboratério (Fisiologia

Cardiovascular) para mim e ter-me proporcionado a oportunidade para a realizacdo deste trabalho.

Agradeco ao Prof. Dr. André Talvani pela inefdvel co-orientacdo. Muito obrigada por abrir as portas do
laboratorio (Doenca de Chagas) para mim. Obrigada pelo incentivo, pelos ensinamentos e

oportunidades...sua preceptoria foi um presente para mim.

Agradeco a Profa. Dra. Maria Terezinha Bahia pela imprescindivel colaboragdo. Obrigada pelo suporte
na aquisigio de Rits e material para a realizacdo de muitos procedimentos e também pelo auxilio

intelectual com relagdo ao Trypanosoma cruzi e a doenga de Chagas...

Agradeco a Profa. Dra. Rosdlia Morais Torres pela realizacdo dos exames ecodopplercardiogrificos.
Obrigada pelo compromisso e disposigdo em meio a pouca disponibilidade. Sua contribuicdo foi essencial

para que o trabalho fosse tdo primoroso. Agradeco também pela amizade e conselhos.

Agradeco ao Prof. Dr. Wanderson Geraldo-de-Lima pela valiosa colaboragdo durante a confeccdo e
andlises dos exames histopatoldgicos. Obrigada pela tdo oportuna disponibilidade e inestimdveis
sugestoes. Agradeco também pela amizade e encorajamento diante das inusitadas oportunidades!

Agradeco ao Prof. Dr. Romuel Figueiredo Machado pela sempre gentil recepcdo, pela imensurdvel
contribuicdo com a parte matemdtica, durante as andlises dos testes de esforco. Agradeco também pela

amizade e...pelo Aquiles!

Agradeco ao Prof. Dr. George Coelho por ceder o eletrocardidgrafo digital e instruir para a realizagdo dos
exames (ndo mostrados na dissertacdo, mas guardados para os artigos correspondentes).

Agradeco a UFOP e a PROPP pelos frequentes auxilios prestados.

Agradeco a Rottax LTDA pela doagdo de uma das esteiras elétricas utilizadas neste trabalho

Agradeco a Sanval LTDA pela doagdo da Sinvastatina.

Agradeco aos alunos Ivo (doutorado), Maira, Alvaro, Karol e Vivian (Iniciagio Cientifica). Como sempre
disse, seria invidvel a realizacdo desse trabalho por apenas uma pessoa! Vocés foram imprescindiveis,

cada um no sew momento, cada um na sua contribuicdo especifica. Muito obrigada pelo compromisso,
dedicagdo e principalmente, disposicdo! Ndo foi fdcil, ndo é2?!!!



MELO, L. Agradecimentos

Agradeco, particularmente, aos alunos de IC pela tolerincia com meu, muitas vezes chatissimo,
perfeccionismo e por ndo se chatearem com minhas chamadas de aten¢do!E principalmente, pelo respeito

“«

ao seguir minhas orientagdes com todo cuidado. Por entenderem que “ser metddico pode ser um bom
requisito para se tornar um grande cientista”!

Agradeco ao Alvaro e a Karol pela ajuda durante a formatagdo dessa dissertagdo.
Agradeco a Livia pela ajuda com 0 RT-PCR (ndo mostrado na dissertagdo, mas guardado para o artigo)
Agradeco a Lais, Rafael, Lorena, Renata, Régia pela ajuda durante as necrpsias.

Agradeco a Erica e aos funciondrios do biotério, responsdveis pelo cuidado dos cdes, pela disposicdo para
ajudar diante das casuais “intercorréncias” no canil .

Agradeco a Cida, nossa secretdrial, por ser sempre tdo prestativa e eficiente ao nos ajudar sempre com as
burocracias envolvidas no processo. Agradeco também pela amizade e pelas agraddveis conversas...Old!!!

Agradeco a Larissa, “amiga a primeira vista”! Os verdadeiros amigos marcam nossa vida para
sempre...ainda que nos distanciemos pelos ventos da vida, vocé estard sempre na minha memdria e
coragdo.

Agradeco a Arlete e a Fabiana, que conheci no laboratorio, mas que se tornaram amigas “para todas as
horas”. Gosto muito de vocés.

Agradeco a todos os colegas do Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular pela gostosa convivéncia. Em
especial, ao Jodo Victor, grande parceiro nessa trajetéria.

Agradego a todos os colegas do Laboratorio de Doenga de Chagas. Tive o privilégio de ser a “agregada’! e
poder conviver com pessoas tdo prestativas, amigas e também muito divertidas.

Agradeco a Claudinha, pelo socorro quando meus colaboradores ndo podiam comparecer..., mas
principalmente pela amizade. Obrigada pela aconchegante companhia nos momentos nos quais me sentia
tdo sozinha.

Agradeco ao meu marido André pela cumplicidade e dedicacdo. Por ter reacendido a chama dentro de
mim para que eu recuperasse o sonho de tornar-me pesquisadora. Por todo o suporte. Pelo seu amor, que é

0 meu bem mais precioso.

Agradeco ao meu pai, José Anténio, que ndo tendo as mesmas oportunidades na sua juventude, valorizou
e tornou possivel cada um dos meus passos como estudante. Agradeco a minha mde, Regina, que apesar
de ndo ser cientista é apaixonada pela ciéncial, por “estudar” comigo diversas vezes! E a ambos, por
serem compreensivos quando eu estou ansiosa, por serem [uz quando eu ds vezes me cego, por serem o

socorro quando o medo tenta me intimidar...por chorarem comigo, por vibrarem comigo!



MELO, L. Agradecimentos

Agradeco a minha vovo-mde Ila, pelas palavras de conforto nos momentos de alta tensdo. Por sempre me

encorajar e muitas vezes, ‘despertar”, com sua sabedoria e exemplo de vida.

Agradeco a minha irmd Poliana, pela amizade e carinho. Por ficar sempre na torcida pelo meu sucesso em

tudo o que fago!

Agradeco aos meus sogros, Angelo e Ana Maria, em especial a minha sogra pelo carinho, oragées, pela
torcida pelo meu sucesso!, e também por ser a melhor anfitrid que jd conheci — nas frequentes estadias em

sua casa, quando eu ainda me preparava para as provas de selecdo do mestrado...

\



“Todo caminho ¢ resvaloso. Mas cair ndo prejudica demais...
A gente levanta, a gente sobe, a gente volta...
O correr da vida é assim: esquenta e esfria, aperta e ai afrouxa.

Sossega e depois desinquieta

O que ela quer da gente ¢ a coragem!”

Jodo Guimardes Rosa

VI



MELO, L. Resumo

A fisiopatologia do remodelamento cardfaco na cardiomiopatia chagasica (CC) esta baseada na
presenca do Trypanosoma cruzi e de seus antigenos no tecido cardfaco e na complexa resposta
inflamatéria capaz de induzir fibrose miocardica, além de alteragdes na geometria e func¢ao
cardfacas. Estratégias para amenizar a inflama¢ao e desacelerar o remodelamento cardfaco na
CC tornam-se importantes focos de investigacao. No presente trabalho, avaliou-se o papel da
Sinvastatina e do treinamento fisico aerébico (TFA) sobre a resposta inflamatéria e a fungao
cardiaca empregando-se o modelo canino por sua similiaridade clinica/fisiopatologica com o
desenvolvimento da CC em humanos. Caes sem raca definida, de ambos os sexos (4 meses de
idade), foram infectados com a cepa Y do T. cuzi e submetidos, previamente, ao teste de
esfor¢o padronizado em esteira elétrica utilizando o limiar de lactato sanguineo como a
condi¢io para definir a frequéncia cardiaca do TFA. Os cies (20) foram treinados e/ou
tratados com 20 mg de Sinvastatina (Sanval), diariamente, durante 3 meses (fase aguda) e 6
meses (fase cronica). Os animais foram submetidos a avaliagdes ecodopplercardiograficas e
imunopatoldgicas. Nossos resultados mostraram que o TFA aumentou as concentragoes
plasmaticas de TNF-alfa e IFN-gama nas fases aguda e cronica da infecgdo, enquanto a
Sinvastatina foi capaz de normalizar os niveis plasmaticos dessas citocinas durante ambas as
fases da doenca. O TFA também reduziu a concentracdo de 1l-10 na fase cronica da doenca,
resultado nao observado para o grupo tratado com Sinvastatina. Além disso, a Sinvastatina
reduziu a fibrose no tecido cardiaco dos cides sedentirios e treinados, amenizando o
remodelamento cardfaco induzido pela inflama¢io e melhorando significativamente os
parametros de funcdo ventricular (delta D, indice cardiaco, fracio de ejecao e diametro
sistlico/diastolico do ventriculo esquerdo). As estatinas mostraram-se capazes de modular a
resposta inflamatéria e propiciar beneficios funcionais cardiacos, revertendo o processo de
aceleracao do remodelamento cardiaco durante a CC, principalmente em associagdo com o
TFA. Nossos resultados sugerem que as estatinas (Sinvastatina) devem ser melhor investigadas

como provavel terapia profilatica e/ou complementar contra o remodelamento cardfaco na

CC.

Palavras-chaves: Cardiopatia chagasica — remodelamento cardiaco- Sinvastatina —

treinamento fisico aerdbico — resposta inflamatéria
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MELO, L. Abstract

The pathophysiology of Chagas cardiomyopathy (CC) remodeling is based on the presence
of Trypanosoma cruzi in heart tissue and on a complex inflammatory response that leads to a
myocardium fibrosis and alterations in conductive and functional heart parameters. New
strategies are emerged to avoid this cardiac inflammation/remodeling during CC. Here, we
evaluated the role of statins and the exercise training (ET) on the inflammatory response
and on heart functionality using the dog model due its high similarity to human CC. Male
and female Mongrel dogs (4 months) infected with Y strain of T.cuzi were, previously,
submitted to a standardized treadmill testing using the blood lactate threshold as a condition
to define the training cardiac frequency. Dogs (n=20) were trained and/or treated orally
with 20mg of Simvastatin (Sanval) daily during three (acute phase) and six months (chronic
phase). Animals were submitted to the ECG, echocardiogram and immune-pathology
evaluations. Our preliminary results showed that ET increases the plasma concentration of
TNF-alpha, IFN-gamma and IL-10 after 6 months of ET while Simvastatin was able to
normalize the plasmatic level of these cytokines during acute and chronic phase of infection.
In addition, Simvastatin reduces the inflammatory infiltration/fibrosis in heart tissue from
sedentary and ET, avoiding inflammatory-induced cardiac remodeling and ameliorating
functional ventricular parameters (delta D, cardiac index, ejection fraction and the end
diastolic/systolic diameter of left ventricle) in those trained dogs. Our data suggest that
statins must be better investigated as a complementary and/or prophylactic therapy against
cardiac remodeling in CC, especially by its capacity to bring good benefits to immune and

ventricular parameters, specially, in association with aerobic labor activities.

Keywords — Chagasic Cadiopathy — Cardiac remodelling — Stmvastatin — Aerobic training — inflammatory

response
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1.0.

1.1.

MELO, L. Introducdo

Introdugiao
Remodelamento cardiaco

O remodelamento cardiaco é um processo que envolve um conjunto de alteracbes
genéticas, moleculares, neurohumorais, celulares e intersticiais cardiacas, manifestas
clinicamente como modifica¢cdes de tamanho, massa, geometria e funcao do coracao, em
resposta a determinada agressio aguda ou cronica (Jessup et al. 2003; Cohn et al. 2000;
Remme 2003). O termo nao necessariamente define uma condi¢do patolégica, pois
durante o desenvolvimento normal do coracdo, o remodelamento cardiaco é considerado
fisiolégico (Sutton et al. 2000). Além disso, ele pode ser adaptativo e benéfico, como
aquele observado em atletas (Cohn et al. 2000). Apesar dessas situacbes normais se
enquadrarem aos mecanismos de remodelamento, o termo ¢é geralmente usado para
descrever as alteragdes patoldgicas comuns a multiplas agressdes ao coragao. Ele pode
ocorrer em resposta as distintas condi¢oes etiologicas, mas as rotas moleculares e
bioquimicas desencadeadas por um agente/situacio agressora, e que geralmente aceleram
seu desenvolvimento, sio comparaveis.

Streeter e Basset (1966 e 1969) descreveram a complexa arquitetura do miocardio e o
papel chave que a matriz extracelular desempenha para manter o alinhamento dos
cardiomibcitos nas paredes cardiacas. Eles demonstraram que a orientagdo dos
cardiomiécitos e os angulos das fibras cardiacas sao altamente organizados e direcionados
de forma continua, do endocardio para o epicardio. Estes autores mostraram ainda, que a
rede de proteinas da matriz extracelular, tais como o colageno do tipo I e do tipo III, é
que fornece a integridade estrutural aos cardiomiodcitos adjacentes. Portanto, essa rede
contribui consideravelmente para a fun¢ao de bomba do coragio, que se da através do
encurtamento coordenado das fibras cardfacas.

Varios estudos mostraram também que a matriz extracelular do miocardio
contém uma extensa reserva de moléculas bioativas (Booz et al. 1995; Briest et al. 2004;
Chen et al. 2004), como a angiotensina II e a endotelina-1 que parecem estar cerca de 100
vezes mais concentradas dentro do intersticio do miocardio que no plasma (Dell Italia et
al. 1997; Ergul et al. 2000; Weti et al. 1999). Citocinas regulatorias, anti e pro-inflamatorias
encontram-se, também, altamente compartimentalizadas dentro do intersticio do
miocardio (Diwan et al. 2004) enquanto fatores de crescimento, como TGF-beta,
apareceram estocados em forma latente na matriz extracelular (Nakajima et al. 2000).

Essas e outras reservas formam uma fonte de moléculas que podem ser ativadas por
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MELO, L. Introducdo

diferentes estimulos e perturbar diretamente o arranjo da matriz extracelular e
consequentemente, a fun¢ao dos cardiomiodcitos (Lee et al. 1997; Thihault et al. 2001). Os
cardiomibcitos, além de sofrerem necrose e apoptose devido a multiplos posssiveis
estimulos, podem apresentar sua morfo-fisiologia diretamente afetada por altera¢oes na
estrutura da matriz extracelular. Diante de determinados estimulos estas células podem se
submeter, por exemplo, a hipertrofia que é o aumento no tamanho de elementos
contrateis (MacKenna et al. 2000; Zimmerman et al 2000; Borer et al. 2002; Cheung et al.
20006) e talvez hiperplasia ou aumento no numero de midcitos (Leri et al 2002; Anversa &
Kajstura 1998). Qualquer que seja a resposta da célula contratil mediante alguma agressao
sua consequéncia sera, em maior ou menor grau, a desestruturagao e disfung¢ao global do
miocardio, ainda que a longo prazo.

E amplamente reconhecido, que o remodelamento cardiaco pode ser
desencadeado pelo estiramento mecanico das paredes cardiacas, como nas condigdes nas
quais ha sobrecarga de pressio ou volume, assim como pela perda direta dos
cardiomidcitos (ex. infarto do miocardio, miocardites, processos autoimunes) ou pela
liberagao anormal de moléculas sinalizadoras (Kohno et al. 2007; Pepys et al. 2006; Saini-
Chohan & Hatch 2009; Karpinski et al 2009). Esta udltima, com repercussoes
potencializadoras dos resultados do estresse fisiologico sobre os cardiomidcitos
remanescentes (no caso de morte celular) ou nido (no caso de sobrecarga sobre os
cardiomidcitos). A perda de cardiomidcitos pode ocotrrer por necrose ou apoptose, sendo
a primeira em geral, consequente de eventos isquemiantes ou ocasionada por toxicidade e
inflamacao. A necrose ¢ a principal forma de morte celular, que leva a rapida destruicao
dos midcitos e pode desencadear uma resposta inflamatoéria significativa (Cotran et al.
1999). Essa forma de morte celular poder ser denominada de (i) localizada - como ocorre
no infarto do miocardio ou (ii) difusa - como nas cardiomiopatias dilatadas.

Por outro lado, a apoptose, ou morte celular programada, requer a ativagao de
uma cascata molecular que leva a degradacio do DNA sem resposta inflamatéria. Os
fatores que propiciam a apoptose sao diversos, incluindo neurohormonios, citocinas,
hipoxia, ativagao de receptores da superfamilia do TNF etc (Haunstetter et al. 1998 |
Khoynezhad et al. 2007). Entretanto ha cada vez mais evidéncias a respeito de um
possivel cross over entre estes dois tipos de morte celular, onde hda uma passagem de um
evento para o outro, sob algumas condi¢oes patologicas que compartilham mecanismos

similares (Umansky & Tomei 1997, Dorn 2009). A existéncia de ambos os tipos de morte
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celular simultaneamente no miocardio pode determinar o grau final de lesio miocardica
(James 1998, Dorn 2009).

Uma visao pessimista dessa situa¢ao ¢é sustentada pela expressao “aquilo que gera a
morte celular também gera fibrose reparativa” e esta, em ultima instancia, levard a um
declinio das fung¢des cardiacas (Colucci et al. 2005). Diante da perda de elementos
contrateis e, numa tentativa compensatoria de se manter a fun¢do cardiaca, ¢
desenvolvido o quadro de hipertrofia das células contrateis ainda preservadas e também,
aumento no numero e tamanho daquelas nao contrateis. A deformagdao mecanica (em
determinado grau) das paredes cardiacas, sem solugdo de continuidade (apos a perda
celular) ou mesmo com esta integra, leva a alteracdo na expressao de genes no miocardio
capazes de intervir na modificagao da fungdo de canais i6nicos do sarcolema, via ativagao
de mediadores de hipertrofia, como o sistema de calcio-calmodulina e calcineurina
(Yamazaki et al. 1998). Nesse ponto, deve-se ressaltar a participacio de moléculas
presentes na matriz extracelular nao mais em forma latente ou compartimentalizada, mas
sim circulantes e ativas. Uma série de neurohormonios e mediadores
autéerinos/paracrinos de hipertrofia sio expressos, como noradrenalina, angiotensina II,
endotelina-1, citocinas, quimiocinas e outros peptideos bioativos (Saini-Chohan & Hatch
2009; Adams 2009). Os sinais desses ¢ de outros mediadores sdo transmitidos via
proteinas sinalizadoras, incluindo as proteinas ras, Gaq e Gas, que ativam uma familia de
enzimas capazes de induzir a expressao de genes fetais que alterardo a sintese de
proteinas contrateis - marca da hipertrofia patolégica (Braunwald et al. 2000; Weber et al.
1991). Sendo assim, a hipertrofia, inicialmente, amenizaria os desequilibrios
desencadeados, permitindo a manutencdo da fungido até certo ponto. Porém, em
determinado momento (no qual a sobrecarga ultrapassa a capacidade do coragao de
hipertrofiar) passa a se estabelecer um circulo vicioso que levara a alteragdo da geometria
cardiaca com consequente alteracio da contratilidade e relaxamento cardiacos. A partir
desse ponto, como o remodelamento cardiaco sera sempre insuficiente e ineficiente, as
alteracOes progressivas tornar-se-ao deletérias e associadas a um mau prognostico
(Gaudron, 1993; White 1987; Timonen 2008). Essas alteracGes progressivas fornecerao a
base para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca observada em cardiopatias de
diferentes etiologias (Cohn et al. 2000; Zornoff et al. 2002; Saini-Chohan & Hatch 2009),
inclusive na cardiopatia deflagrada a partir da infecgao pelo Trypanosoma cruzi (Garzoni et

al. 2008; Benchimol-Barbosa 2009).
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1.2. A doenga de Chagas

A infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado intracelular, é o
evento desencadeador da doenga de Chagas, descoberta e descrita pelo médico sanitarista
brasileiro Carlos Chagas na cidade de Lassance/MG (Chagas 1909). Estima-se que
existam 13 milhoes de pessoas infectadas com o T. ¢ruzz, e que haja 75 milhoes de pessoas
em areas de risco para a infeccaio (WHO 2005). Além disso, em paises considerados
endémicos para a doenga, a infecgdo através de transfusdes e transplantes representa
ainda um sério problema de saude publica (Schmunis 2007). Apesar da descri¢ao original
da doenga completar um século neste ano de 2009, seu impacto sobre a populaciao latino-
americana ainda ¢é desastroso. A forma mais usual de transmissao do 1. cugi é pela
inoculacdo transcutainea do mesmo através das excretas contaminadas de vetores
hemipteras hematéfagos da familia Reduviidae, popularmente conhecidos como
barbeiros. Contudo, o T. ¢uzi pode ser transmitido frequentemente por via oral, via
congénita e por transfusio de sangue, e menos comumente por acidentes de laboratério,
aleitamento materno e transplante de 6rgaos. Uma outra via, teoricamente possivel, mas

extremamente rara, ¢ a transmissao sexual (Brener et al. 1987).

Fase aguda da doenca:

Os sintomas de fase aguda da infec¢ao iniciam-se aproximadamente uma
semana apos a entrada do parasito na circulagdo. Nesta fase, o individuo pode apresentar
sinais relevantes como febre, linfoadenopatia e um complexo oftalmico-ganglionar (sinal
de Romana). Ainda, ¢ possivel que alguns individuos apresentem meningoencefalite ou
uma miocardite aguda, caracterizada por uma intensa reacao inflamatéria adjacente a
ruptura dos ninhos de amastigotas (apods instalagio do parasito no miocardio). Estas
manifestacdes podem, com uma baixa freqiéncia, ocasionar a morte do individuo
durante a fase aguda da doencga de Chagas.

Os individuos chagasicos, com varios anos de infec¢ao, geralmente nao se
recordam desta sintomatologia de fase aguda. Isso ocorre devido a uma analogia feita a
outras infecc¢des frequientes como a gripe, infeccao bacteriana, helmintica ou mesmo uma
resposta inflamatéria de cunho inespecifico. Desta forma, a busca pelo atendimento

médico ha 30 ou 40 anos certamente foi ocasional, visto que o homem do campo era
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adaptado a combater alguns de seus males com infusdes, auto-medicagao ou até mesmo
através de oragdes (benzegoes). E pelo curto periodo de permanéncia da fase aguda, estes
artefatos curativos provavelmente induziam um falso aspecto de eliminagao da infecgao.
A fase aguda ainda mantém uma caracteristica peculiar que auxilia em seu
diagnostico: a alta prevaléncia de formas tripomastigotas no sangue circulante. Desta
forma, basta uma anidlise de uma gota de sangue entre lamina-laminula para a
identificacdo do parasito, como realizado por Carlos Chagas em Lassance, no inicio do
século passado. Ainda hoje, tanto em paises com zonas endémicas de infecgdo ou mesmo
em laboratérios de pesquisa experimental, o aumento da parasitemia no sangue circulante
¢ um bom indicativo de fase aguda (exceto para os casos de imunossupressao, onde uma
“reagudiza¢ao” ocorre em paralelo com as manifestagoes estabelecidas na fase cronica).
Aliado ao exame hematoldgico direto, a evolugao da fase aguda possibilita,
apos 2 a 3 meses de infecgao, a detecgao de anticorpos IgM circulantes contra o T. eruzgi

(com alta incidéncia de resultado falso-positivo).

Fase cronica da doenca:

A fase cronica da doenga de Chagas inicia-se aproximadamente dois meses apos
infec¢ao inicial. Nesta fase, os parasitos tornam-se dificilmente detectaveis na corrente
sanguinea, sendo necessario a utilizacdo de métodos indiretos, como xenodiagnodstico
(Bronfen et al. 1989), hemocultura (Chiari et al 1989), sorologia (Luquetti 1990) ou a
técnica direta da reag¢ao de cadeia da polimerase — PCR (Jones et al, 1993; Vago et al.
1996) para sua deteccdo. Existem 16 a 18 milhoes de pessoas afetadas pela fase cronica
da infec¢do chagisica ocasionando aproximadamente 50.000/ano (Umezawa et al. 2001).
Na fase cronica, alguns individuos apresentam manifestaces clinicas caracteristicas e
outros, nenhum sinal ou sintoma. Essa diferenca levou as subclassificagoes da fase
cronica em: forma indeterminada ou assintomatica, forma cardfaca e forma digestiva.

A forma indeterminada da doenga de Chagas acomete cerca de 50% dos
individuos infectados pelo T. crugi, em areas endémicas. Em 1984, o conceito de forma
cronica indeterminada (FCI) foi reavaliado por peritos reunidos em Araxa, MG, tendo
sido estabelecidos os seguintes critérios para sua caracteriza¢ao (I Reunido de Pesquisa
Aplicada em Doenga de Chagas, 1984):

(i) positividade sorologica e/ou parasitologica para doenca de Chagas;
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(i) auséncia de sintomas e/ou sinais da moléstia;
(iti) eletrocardiograma convencional normal;

(iv) estudos radiolégicos do coragao, esofago e colon normais.

Porém, sabe-se hoje que, se por um lado a terminologia “auséncia de alteracGes
ou sinais” ainda ¢é eficaz para uma visio populacional global ou epidemiolégica dos
individuos infectados, por outro lado ela pode apresentar falhas para uma visao
individualizada da doen¢a. Com o advento de novas estratégias biotecnologicas para o
diagnoéstico cardiaco, alguns individuos anteriormente diagnosticados com FCI, quando
submetidos a exames mais sensiveis, apresentam altera¢des nao despreziveis do ponto de
vista clinico, e com valor prognéstico de evolu¢ao da doenga (Ribeiro & Rocha, 1999;
Rocha et al. 2002, Rocha et al. 2007).

Anualmente, 2 a 5% dos individuos apresentando a forma cronica indeterminada
evoluem para a forma cardiaca ou digestiva da doencga. As razdes para esta evolucao ainda

sao objetos de pesquisa basica e aplicada.

1.3. Cardiopatia chagasica cronica: aspectos clinicos e imunopatolégicos

A forma cardfaca da doenga de Chagas, isto ¢, a cardiopatia chagasica cronica
(CCC) acomete 30 a 40% dos individuos infectados pelo T.eruzi , e suas alteragoes
compreendem a principal causa de 6bito na doenca de Chagas. Em geral, as alteracGes
cardiovasculares, ocorrem 15 a 20 anos apoés a infeccdo inicial, coincidindo com a fase
adulta do individuo. Essa observacao, juntamente, com o fato da maioria dos individuos
chagasicos provavelmente ter se infectado ainda na infancia, explicaria o ndmero
crescente de pacientes com faixa etaria entre 20 e 70 anos nos principais centros de
referéncia para doenga de Chagas do pais (Prata, 2001). A cardiopatia chagasica cronica
apresenta como caracterfstica principal o carater progressivo e fibrosante. O que se
compreende como carater progressivo estd, muitas vezes, ligado a série crescente de
eventos imunopatolégicos envolvendo o 6rgiao cardiaco infectado pelas formas
amastigotas do parasito. Observa-se, nesta série de eventos, destrui¢ao direta dos
cardiomidcitos, gerando no individuo chagasico alteracdes na contratilidade miocardica
(dispnéia, cansago e edema). Este quadro esta, em parte, associado ao carater fibrosante

descrito inicialmente para a CCC (Andrade & Andrade, 1980). Além da perda de
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cardiomidcitos, ha também destrui¢ao de feixes nervosos do coragdo que leva a quadros
clinicos de comprometimento da condugio e do ritmo (sincope e palpita¢oes) (Davila et
al. 1998).

A existéncia de um infiltrado inflamatério desencadeado pela presenca do
parasito ou de seus fragmentos antigénicos no miocardio de chagasicos cronicos (Higuchi
et al 1993; Jones et al 1993) amplifica a resposta inflamatoria local, através de mediadores
quimicos e escalona-se ao longo do endomisio, dissociando os feixes de fibras cardiacas,
afastando-as entre si e dos proprios capilares sanguineos. Como conseqiiéncia dessa
inflamacao local, observa-se predominio de edema e congestao vénulo-capilar que também
contribui para o afastamento das fibras miocardicas. Com o processo inflamatoério, surge
também uma neoformagao conjuntivo-vascular a partir do endomisio, a qual substitui as
fibras cardfacas - “fibrose de substitui¢ao” (Lopes et al 1987). Esse depodsito de tecido
conjuntivo, circundando os midcitos cardiacos, enfraquece a bomba cardiaca, e contribui
mais tarde, para a hipertrofia miocardica. Outro fator que, além de constituir o quadro
gerador da morte subita associada a doenga de Chagas, contribuira para o efeito final de
dilatagdo das camaras cardfacas, ¢ a disautonomia, gerada pela destruicio do sistema
nervoso intracardiaco. O acumulo de alteragoes ¢ responsavel pela instalacio da disfun¢ao
contratil do coragao na cardiomiopatia chagasica.

A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) é uma das principais manifestagdes
geradas pela cardiopatia chagasica cronica. Durante os eventos da ICC ha o predominio da
descompensacio ventricular direita ou biventricular, retorno venoso prejudicado, edema de
membros inferiores, ingurgitacio de jugular, hepatomegalia, ascite e outros sinais de
congestao sistémica, principalmente apos congestdo pulmonar. Além disso, a cardiopatia
dilatada torna-se outro fator importante durante a ICC. Em consequéncia da dilatacao,
expressa pela expansio e contratilidade prejudicada, observa-se sinais de baixo débito e
pressoes intracardiacas aumentadas (Davies et al. 2000). Outro aspecto a ser relatado
durante a CCC ¢é a lesao vorticilar ou aneurisma de ponta. Esta alteragao, identificada
através da ecocardiografia, possui maior prevaléncia em pacientes com insuficiéncia
cardfaca. A lesao vorticilar caracteriza-se por um adelgacamento e hipotrofia do miocardio
na regido vorticilar, predispondo o0s eventos arritmogénicos e fenémenos

tromboembdlicos.

O entendimento dos fendomenos tromboembélicos tornou-se fundamental
durante a CCC, principalmente pelo acometimento de Orgaos vitais como pulmoes,

cérebro, rins, bago e mesentério. Sabe-se, por exemplo, que durante a CCC existe a
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formacao de zonas de estase sanguinea principalmente no atrio esquerdo e extremidade
ventricular esquerda. Este processo é responsavel para a formagio de trombos murais
principalmente em associa¢ao a fibrilagao atrial. O desprendimento destes trombos acarreta
embolia e aparecimento secundario de infartos em diversos 6rgaos, tanto da pequena
quanto da grande circulagdo. Clinicamente, o tromboembolismo associado a CCC
apresenta-se por uma manifestacdo subita de dispnéia, dor toracica, podendo ser

acompanhado de cianose, distensdo jugular, choque e finalmente um quadro sincopal.

Além dos fendomenos tromboemboliticos, sabe-se que o carater
arritmogénico da miocardiopatia chagasica cronica ¢ também responsavel pela elevada
prevaléncia de 30% das mortes subitas avaliadas em pacientes necropsiados provenientes
de areas endémicas e 49,4% dos casos avaliados em ambiente hospitalar (Rocha & Moura
1999, Prata et al. 1985). Dentre os disturbios mais comuns na formacao e conduciao do
estimulo elétrico encontra-se o bloqueio completo do ramo direito (BCRD) associado em
40% dos casos com o hemibloqueio anterior esquerdo (HBAE). O BCRD isolado ¢
indicativo de lesao com significado prognéstico variavel, porém, quando associado ao
HBAE demonstra um comprometimento geralmente mais grave da fungao cardiaca. Estes
bloqueios, quando associados a extra-sistolia ventricular freqiiente ou multifocal, remetem

o quadro do paciente a um carater de maior gravidade.

O aparecimento das extra-sistolias ventriculares sao bastante comuns durante a
CCC, sendo encontradas em bigeminismo, multiplas ou polifocais, com tendéncia a
surgirem ou se intensificarem com o esfor¢o fisico. Na cronologia das alteracGes
eletrocardiograficas, as extra-sistolias ventriculares representam um fenémeno de
aparecimento tardio em relacao aos distirbios de conducao ventricular. A gravidade das
extra-sistolias encontra-se relacionada com a predisposicdo a periodos de taquicardia
ventricular nao-sustentada, fibrilagio ventricular e possivel morte subita (Rocha & Moura
1999). Acredita-se, inclusive, que a arritmia ventricular complexa seja mais comum em
pacientes chagasicos que em outras cardiopatias dilatadas. Fato interessante é que estas
arritmias complexas, incluindo a taquicardia ventricular nao-sustentada e sustentada, podem
ocorrer em pacientes chagasicos com funcdo ventricular esquerda global preservada

(Marin-Neto et al. 1999).

Finalmente, dentre os disturbios de conducido encontrados durante a CCC, sio

considerados de pior prognéstico os bloqueios atrioventriculares completos, a fibrilagao
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atrial, o bloqueio completo de ramo esquerdo (BCRE), além das ja pré-citadas extra-sistoles

ventriculares multifocais.

1.4. A aplicabilidade do modelo canino no estudo da cardiopatia chagasica

Para o melhor entendimento dos eventos imunopatologicos pertinentes a doenga
de Chagas cronica, a identificagdo de um modelo experimental que reproduza parte dos
eventos imunopatogénicos e clinicos observados em seres humanos, torna-se primordial.
Apesar de o modelo murino ser largamente empregado devido ao seu facil manuseio, baixo
custo e apresentacao de resultados mais homogéneos devido a vasta rede de linhagens
genéticas desenvolvidas para esses roedores (Araujo-Jorge & Castro, 2000), a vida média
desses animais torna-se um fator limitante. Apresentando uma vida média de
aproximadamente dois anos, o modelo murino nao reproduz algumas alteragdes
fisiopatolégicas inerentes dos seres humanos.

Ao contrario dos roedores, o cao apresenta-se como um modelo de estudo um pouco
mais oneroso (espago fisico, alimentagao e cuidados médicos), mas em contrapartida
constituem animais de facil manuseio, capazes de sobreviver de 15-20 anos e sendo o animal
jovem altamente susceptivel a infec¢ao pelo 1. cuzi. Nesse sentido, tal qual o homem, o cio
apresenta a fase aguda e cronica (forma indeterminada e cardfaca) de forma bem distinta,
apresentando para a forma cardfaca um carater inflamatorio, fibrosante e evolutivo.
Diferentes trabalhos, inclusive de nosso laboratério, tém demonstrado que cies infectados
pelo T. cuzi apresentam um quadro clinico-patolégico e alteracdes eletrocardiograficas
superponiveis aqueles observados em seres humanos com a cardiopatia chagasica cronica
(Laranja 1953, Lana et al. 1992, Guedes et al. 2009).

Diante dos atuais achados imunopatolégicos e clinicos, o cio preenche todos os
requisitos necessarios para o modelo ideal estabelecido pelo Comité de doenga de Chagas do
Programa Especial de Treinamento e Pesquisa em Doencas Parasitarias da Organizacao
Mundial de Saude (WHO, 1984): (i) permitir o isolamento do parasito ao longo da infeccio;
(i) apresentar reagOes sorologicas positivas indicativas da persisténcia da infecgdo; (iii)

apresentar manifestagoes clinicas da doenga de Chagas cronica; (iv) desenvolver miocardite,
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miosite e outras alteracOes patoldgicas que caracterizem a doenga e, finalmente, (v) induzir a

resposta imune contra o tecido do hospedeiro.

1.3. O remodelamento na cardiopatia chagasica — uma visio

imunopatogénica

A participagao do T.cruzi na etiologia da forma cronica da doenca de Chagas tem
sido objeto de intensa discussao nas ultimas décadas, embora o papel do parasito na
patologia da fase aguda seja um consenso (Brener & Gazzinelli 1997). Alguns estudos
demonstram que respostas auto-reativas podem ocorrer durante a infecgao pelo T. euzi e,
por isso, por longo tempo a hipétese da autoimunidade foi considerada como um fator
desencadeador da patologia de fase cronica e, por conseguinte, da cardiopatia chagasica (Kalil
& Cunha-Neto 1996, Engman & Leon 2002). Além disso, ¢ postulado que respostas auto-
reativas de células T e B sejam resultado de um mimetismo molecular entre antigenos do
parasito e antigenos do hospedeiro, ou mesmo de uma ativagdo by stander devido a grandes
proporcoes de antigenos préprios que o hospedeiro liberaria devido a lise de células durante
a infeccao (Engman & Leon 2002). De acordo com essa hipdtese, apés o desencadeamento
dessas respostas autoimunes, o parasito nao mais seria o principal agente desencadeador da
patogénese, mas sim a resposta autoimune. Dessa forma a fase cronica seria considerada uma
doenga autoimune poés-infecciosa. Contudo, nos ultimos anos, essa hipotese de
autoimunidade da fase cronica tem sido rediscutida a luz de alguns achados como (i) a
auséncia de correlagao entre a presenca de anticorpos auto-reativos e a patologia (Tarleton
2001), (i) a presenca de DNA ou antigenos de T. ¢ruz7 associados as lesdes inflamatdrias em
pacientes (Palomino et al. 2000) ou mesmo (iii) a exacerbagao da infec¢ao com o T. crugi em
situagdes de imunossupressao (Cangado 1999).

Atualmente, a hip6tese melhor aceita seria que a persisténcia do 1. ¢wg/ juntamente
com uma resposta imune descontrolada em alguns individuos resultaria em uma inflamagao
auto-sustentada em tecidos infectados (podendo ter inclusive eventos autoimunes), o que
poderia ocasionar lesGes graves durante a fase cronica da doenga (Dutra et al. 2007, Teixeira
et al. 2002). Esses achados sugerem que a eliminac¢ao do T. euz/ e de seus componentes
antigénicos poderia estabilizar a evolucao da doenga e suas consequéncias irreversiveis nos
orgaos afetados (ex. coragdao). Assim, o componente inflamatério passa a ser um fator
predominante na génese da cardiopatia chagasica e, pe¢a chave para o processo de

remodelamento poés-inflamagao.
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Ja na fase aguda da doenga, devido ao elevado parasitismo circulante, uma intensa
producao/expressio de citocinas pré-inflamatérias é desencadeada tanto pelas células imunes
circulantes quanto pelo préprio miocardio (Talvani et al. 2000; Guedes PM et al. 2009). A
producio elevada de mediadores ¢ entao importante para a contengdo replicativa do parasito,
visto que o controle existe. A resposta responsavel por tal evento é principamente do tipo 1,
ou seja, dependente de IFN-gama. Linfécitos do tipo CD8+ expressando granzima A e
macréfagos produtores de TNF-alfa sio as células inflamatérias que predominam no
miocardio (D’avila Reis et al. 1993). A resposta inflamatéria celular, juntamente com
producio de intermediarios reativos de oxigénio/nitrogénio (Silva et al. 2002) e de outros
mediadores inflamatérios contribuiria para o aparecimento de necrose e fibrose nas lesoes
cardiacas associadas a infec¢ao pelo T. cruzi.

De fato, a resposta imune desenvolvida na infec¢ao pelo T. erugi ¢ bem caracterizada.
Em camundongos em fase inicial da infecgdo, por exemplo, macréfagos reconhecem
tripomastigotas através de receptores do tipo To/ (TLR-2, TLR4 e TLR-9), ativando a
transcricao de genes de citocinas via Myd88, uma molécula adaptadora intracelular (Campos
& Gazzinelli, Bafica et al. 2008). As citocinas IL-12 e TNF-alpha sao produzidas e facilitam a
polarizacao de células T CD4+ e T CD8+ para o tipo 1 (Campos & Gazzinelli 2004). O
IFN-gama ¢ essencial para o controle da infecgdo e produzido por essas células e, juntamente
com o TNF-alfa, ativam macréfagos fazendo-os exercerem um papel essencial no controle
da replicacdo parasitaria através da produciao de oxido nitrico - NO (Silva et al. 2002).
Contudo, ha evidéncias de que mecanismos independentes de NO, mas dependentes de
IFN-gama também siao importantes para esse controle parasitario (Santiago et al. 2005). As
citocinas I1.-4 e IL.-10 também sdo produzidas de forma a controlar a resposta imune do tipo
1 e a excessiva inflamacdo que esse tipo de resposta desencadeia, mas sabe-se que essas
citocinas podem potencialmente interferir na capacidade de eliminagao e controle parasitario
no hospedeiro mamifero (Soares et al. 2001).

Finalmente, um grupo especial de citocinas também exerce papel fundamental no
processo de remodelamento cardiaco induzido pela inflamacdo: as quimiocinas. As
quimiocinas sao polipeptideos de baixo peso molecular com caracteristicas comum no
recrutamento seletivo de diferentes tipos leucocitarios para o sitio da inflamacao, através de
gradientes de concentra¢ao e conforme a expressio de seus receptores nessas populacoes
celulares (Frangogiannis 2004; Filippatos G et al. 2003). Essas quimiocinas apresentam
participagao na doenga de Chagas tanto na fase inicial quanto no estabelecimento e evolugao

da cardiopatia chagasica e, parte delas, apresenta-se dependente de IFN-gama (Talvani et al.
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2000, Teixeira et al. 2002). Estudos realizados em seres humanos identificaram importantes
cotrelagodes clinicas entre peptideos/proteinas inflamatérias circulantes, em alto grau de
especificidade, com a disfungao ventricular esquerda em portadores de CCC. Estes resultados
demonstraram que a sintese de algumas citocinas/quimiocinas como TNF-alfa, CCL.2/MCP-
1 e seus receptores apresentavam boa correlagio com o aumento da disfun¢ao cardiaca
(Talvani et al. 2004 a,b), o que refor¢a a importancia desses mediadores inflamatorios no
mecanismo desencadeador ou perpetuador do remodelamento cardiaco na doenga de
Chagas.

Sendo assim, uma vez que o parasito persistira liberando seus antigenos no
hospedeiro, consequentemente, havera uma estimulagdo constante do sistema imune
tornando-se persistente o processo inflamatério no miocardio, conclui-se que a resposta
imune na fase cronica da doenga de Chagas ¢ fundamental para o desenvolvimento de lesdes
cardfacas severas. Por isso, torna-se extremamente relevante investigar possiveis formas de
manipula¢ao direta ou indireta dessa resposta inflamatéria durante a infec¢ao chagasica. Mais
recentemente, algumas novas abordagens tém sido levantadas a luz dos conhecimentos atuais
sobre imunofarmacologia e fisiologia do exercicio: (i) a efetiva ac¢do de farmacos
cardiovasculares e (i) da atividade fisica afetando diretamente a resposta imune humana.
Neste sentido, a avaliagdo desses fatores, diretamente associados a rotina diario dos pacientes
acometidos pela doenca, contribuiria direta ou indiretamente para a compreensao do quadro

de remodelamento e evolucao clinica da CCC.

1.4. O grupo farmacolégico das estatinas:

As estatinas sao os farmacos mais prescritos no mundo, dada sua importancia sobre o
efeito redutor do colesterol endocelular em todas as células do organismo e, por consequéncia,
também atuarem na prevencao e controle de doengas cardiovasculares (Sposito et al. 2007,
Findlay 2007). Seu mecanismo de agao se da através da inibicado competitiva da ligagao entre a
enzima b-hidroxi-b-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) a sua enzima alvo, a HMG-CoA redutase,
bloqueando de forma eficiente a producio do mevalonato e demais produtos da via de
biossintese do colesterol (Endo 2004). Em consequéncia disso, a sintese de colesterol torna-se
reduzida nos hepatocitos levando a uma supra-regulacio de receptores de liproproteina de
baixa densidade (LDL) (Rader 2007). A presenca de maior nimero de receptores LDL

determina maior captacdo de particulas LDL (ricas em colesterol) da circulagdo reduzindo a
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concentracao sérica de colesterol. Os receptores de LDL, além de internalizar LDL,
internalizam também remanescentes de liproproteina de muito baixa ensidade (VLDL), ou
seja, as liproproteinas de densidade intermediaria (IDL) que sdo capturadas pelos hepatocitos
reduzindo, dessa forma, os niveis de triglicerideos na circulagio (Mckenney 2001). Outro
possivel mecanismo para diminuigao de triglicerideos pelas estatinas baseia-se no fato de que o
colesterol ¢ um componente essencial para a formac¢ao de VLDL pelo figado e, portanto, a
inibicao da biossintese de colesterol limitaria sua disponibilidade para producao e secregio de
VDL (Rader 2007, Dergunov et al. 2008).

Os compostos quimicos pertencentes a classe dos inibidores da redutase sao:
sinvastatina, cerivastatina, lovastatina, fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e pravastatina.
As formas ativas desses compostos constituem analogos estruturais e intermediarios da HMG-
CoA. A administragdo das estatinas acompanha o ritmo funcional circadiano, provavelmente
pelo mecanismo de agdao da enzima redutase ser dependente dos corticoides adrenais (Jones
1990). Em humanos, a dose diaria maxima recomendada de algumas estatinas (ex.
Sinvastatina) é 80 mg para o tratamento da hipercolesterolemia. Porém, esses compostos
diferem entre si quanto a lipofilicidade e permeabilidade tecidual, como simplificado na tabela

1.

Tabela 1. Caracteristicas farmacoldgicas das estatinas.

Absorgio Ligagdo proteinas Meia-vida Doses em Hidrofilia
Estatina Intestinal (%) | plasmaticas (%) plasmatica comprimidos
(horas) (mg)
Sinvastatina 61-95 98 1-3 5, 10, 20, 40, 80 Nio
Fluvastatina >90 >99 0,5-0,8 20, 40, 80 Nio
Lovastatina 31 >95 15 10, 20, 40 Nio
Pravastatina 34 43-48 2 10, 20, 40, 80 Sim
Rosuvastatina 36 88% 19 5, 10, 20, 40 Sim
Atorvastatina >95 >98 14 10, 20, 40, 80 Nio
Adaptado de Vaughan and Gotto
2003.
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Além de sua acdo preventiva na hipercolesterolemia, o grupo das estatinas tem
apresentado efeitos pleiotropicos, nos ultimos anos: (i) evidéncias de sua fungido
antiinflamatoria relatada através da reducdo dos niveis séricos de proteinas C reativas (Ridker
et al. 2001), reducao de niveis séricos de citocinas proé-inflamatérias (Ascer et al. 2004,
Naoumova et al. 2003), reducdo da sintese de quimiocinas (Waehre et al. 2003, Veillard et al.
20006), inibicao da expressao de receptores de quimicoinas induzidas por citocinas (Veillard et
al. 2006, Han et al. 2005), bloqueio das proteinas Rho-A relacionadas aos processos de
migracao celular e sinaliza¢do leucocitaria (Dunn et al. 2006) e estabilizacio da placa
aterosclerotica (Crisby et al. 2001).

Nos ultimos anos, estudos demonstraram a a¢ao imunomoduladora dos inibidores da
HMG-CoA redutase através da redugao na producao de algumas citocinas. As estatinas inibem
a produgao de citocinas pro-inflamatérias IFN-gama, TNF-alfa, IL-1 e IL-6 (Schonbeck &
Libby, 2004). Em individuos hipercolesterolémicos tratados com estatinas houve uma redugao
nos niveis séricos de TNF-alfa, 1L.-6, I1L-1 e IL-8 (Ascer et al 2004) e, naqueles com
hipercolesterolemia familiar heterozigotica, houve reducio de I1.-12, mas nio de IL-10
(Naoumova et al. 2003). Foi demonstrado também que as estatinas, além de reduzir migragao
leucocitatia induzida por CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1 (Ortego et al. 1999), reduziam a
secrecao de MIP-lalfa e IL-8 em individiduos com doencas arteriais (Wachre et al. 2003) e
bloqueavam a secrecio de metaloproteinases (MMP), enzimas que facilitam a passagem das
células pela lamina basal do endotélio e matriz celular (Xu et al. 2003). A saber, essas MMP e
quimiocinas encontram-se altamente relacionadas ao mecanismo de remodelamento cardfaco.

As investigacOes sobre os efeitos das estatinas em doencas inflamatérias também
trouxeram grandes aplicagoes as enfermidades autoimunes, devido a capacidade desses
compostos em inibirem a indugdo da resposta do tipo Th1l (Marai & Shoenfeld 2007). Porém,
ha controvérsias quanto as a¢Oes das estatinas polarizando a resposta imune no sentido do
fenétipo Th2. Uma justificativa para esse fato seria a variabilidade de doses aplicadas e os
diferentes modelos experimentais utilizados para o estudo das doengas inflamatorias. De
qualquer forma, o mecanismo exato da intervencdo das estatinas no balanco Th1/Th2
evidenciada em varios trabalhos ainda permanece niao esclarecido. Mas sabe-se que a
diferenciacao para Th2 induzida pela estatina pode ser revertida pela administracio do
mevalonato (Youssef et al. 2002), o que demonstra que os metabélitos da via da sintese de

colesterol influenciam a diferenciagao para Thl.
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Do ponto de vista clinico, trabalhos desenvolvidos em seres humanos e modelos
experimentais demonstraram que doses moderadas de estatinas propiciavam uma melhora na
func¢io ventricular esquerda, além de promover uma sobrevida nos grupos avaliados (Greer et
al. 2006, Linthout et al. 2007, Biria et al. 2008). Parte destes multiplos efeitos das estatinas
parecem estar associados a uma dependéncia direta da ativagdo do oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e, reforcado, pela inibicao direta das proteinas Rho e Rho-quinases nas
doengcas cardiovasculares e inflamatérias (Shimokawa H & Takeshita A 2005).

Em suma, apdés a demonstracio que as doengas cardiovasculares apresentavam
componentes inflamatérios relevantes para sua patogénese e que, essa era parcialmente
revertida em individuos que utilizavam diariamente estatinas (Hennekens et al. 2004), alguns
grupos propuseram a ampliacao do uso de estatinas pela producio de polipilulas contendo
diversos farmacos de agao cardiovascular e como agentes profilaticos da doenga cardiaca em
individuos normocolesterolémicos (Law 2003, Rudnicka 2003). Nesse contexto, torna-se
altamente desejavel a avaliacio desses compostos inibidores da HMG-CoA redutase no

processo inflamatério e no mecanismo de remodelamento da cardiopatia chagasica cronica.

1.5. O treinamento fisico aerdbico:

Desde primoérdios da humanidade, o homem pré-histérico despendia extrema forga,
velocidade e resisténcia para sobreviver. Suas constantes migragoes em busca de moradia o
obrigavam a longa caminhada junto as quais lutava, corria, saltava tornando-o, dessa forma,
um ser extremamente ativo fisicamente. Atualmente, a atividade fisica pode ser interpretada
como qualquer movimento corporal produzido pela musculatura esquelética que resulte em
gasto energético (Caspersen et al. 1985), co-existindo componentes e determinantes de ordem
biopsicossocial, cultural e comportamental.

Apbs a era epidemioldgica das doengas cronico-degenerativas surgem inumeros
estudos relacionando a atividade fisica como um meio de promog¢ido da saude (Kohl 2001,
McKelvie et al. 2002, Fang & Marwick 2003). B preconizado, de acordo com esses estudos,
que a pratica regular de atividade fisica ou mesmo a aptidao fisica apresentam-se associados a
prevencio de inumeras doencas catdiovasculares e/ou bioquimicas. Porém, torna-se
importante diferenciar atividade fisica de aptidiao fisica, sendo a primeira uma opgao

comportamental e a segunda, parcialmente determinada por padroes genéticos.
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O treinamento fisico aerdbico ¢, atualmente, considerado uma importante ferramenta
terapéutica no manejo de algumas doengas cardiovasculares (Niederseer et al. 2007). Uma
atividade fisica é considerada aerébica quando a maior parte da demanda energética é suprida
através do metabolismo aerébico. A atividade fisica executada de forma sistematica e regular
desencadeia uma série de adaptagdes cronicas benéficas em todo o organismo, tais como
reducdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca de repouso em individuos hipertensos,
elevagdo no consumo maximo de oxigénio, elevacao da expressio e da atividade de enzimas
anti-oxidantes e melhora substancial da resposta imune (se a atividade fisica for realizada em
intensidade leve ou moderada) (Caspersen et al. 1985, Kohl 2001, Gielen et al 2003).

Os efeitos anti-inflamatérios da atividade fisica aerdbica tém sido extremamente
avaliados (Gielen et al. 2003, Costga & Vaisberg 2002). De forma geral, existe um consenso
entre os investigadores que a atividade fisica aerdbica de alta intensidade e de longa duragao
exerca uma func¢ao pro-inflamatéria enquanto aquela de leve ou moderada intensidade,
apresentando média ou longa dura¢do exerceria uma resposta anti-inflamatéria (Petersen &
Pedersen 2005, Pedersen & Toft 2000, Moldoveanu et al. 2001). Parte dos efeitos
imunomodulatérios da atividade fisica aerébica tem sido demonstrado em eventos de
aterosclerose, diabetes, cancer e doencas cardfacas isquémicas (Petersen & Pedersen 2005). Foi
demonstrado que a atividade fisica aerdbica de baixa intensidade é capaz de regular inimeras
citocinas e/ou quimiocinas como IL-1beta, TNF-alfa, IL-6, IL-8, CCL2 (Moldoveanu et al.
2001, Zieker et al. 2005, Pedersen & Toft 2000). Em contrapartida, foi sugerido também que a
inflamagao aguda ocasionada pelo exercicio fisico de alta intensidade pode ser provocada pelo
aumento do estresse oxidativo que proporciona uma intensa migracao de células do sistema
mononuclear fagocitario para a musculatura em atividade excessiva (Aoi et al. 2004).

O exercicio fisico aerébio é capaz de modular tanto o sistema imune inato quanto o
adaptativo (Costa Rosa & Vaisberg 2002, Linke et al. 2005, Gielen et al. 2003). Os
mecanismos responsaveis por essas respostas sio hormonio-dependentes (Jonsdottir et al.
1997), metabolicos (Cuti et al. 1999) e¢/ou mecanicos (Evans et al. 1991). Embora a atividade
fisica seja normalmente denominada como um estimulo estressante, cabe lembrar que
normalmente ocorrem duas respostas distintas ao exercicio: (i) a resposta aguda e (i) a
resposta cronica. Segundo Costa Rosa, “A resposta aguda ¢é reagdo transitoria ao estresse,
enquanto o estimulo cronico gera a resposta de adaptagao cronica ao exercicio, que habilita o
organismo a tolerar de maneira mais adequada o estresse” (Costa Rosa & Vaisberg 2002).

Finalmente, um outro importante paradigma acompanha as atividades fisicas: a

explosao aguda de atividade fisica e o treinamento fisico condicionado. A “explosao aguda” de
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exercicios fisicos, ao contrario do condicionamento fisico, pode gerar um aumento de
marcadores inflamatérios favoraveis aos processos inflamatoérios vasculares e sistémicos como
moléculas de adesao (VCAM e p-selectina), citocinas pré-inflamatérias como TNF-alfa e 1L-6,
além de hipoxia periférica, formagao de radicais livres e indu¢do de apoptose no musculo
esquelético (Jenkins 1988, Adams et al. 1999). Neste sentido, a atividade fisica atuaria como
uma estratégia deletéria para os individuos com insuficiéncia cardfaca e por isso mesmo, de
acordo com a etiologia dessas doencas cardfacas, necessita ser compreendida de forma
particularizada.

Em suma, torna-se também desejavel a compreensio de potenciais fatores de
intervengao clinica que possam ser aplicados na cardiopatia secundaria a infecgao pelo 1. ¢cruzy,
seja como um método preventivo do remodelamento cardfaco (ex. atividade fisica aerébia
antecessora ao infcio do processo inflamatorio) seja como método preventivo-paleativo para
aqueles que ja apresentam o remodelamento em graus variados (ex. uso diario das estatinas).
Essas intervencgdes, se comprovadamente benéficas, poderiam auxiliar enormemente no
manejo clinico da doenca de Chagas humana através de estratégias de baixo custo para o

paciente e reduzido efeito colateral.
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2.0. Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébico (iniciado
anteriormente ao desenvolvimento da cardiopatia chagasica) e do uso diario de Sinvastatina
(um inibidor da HMG-CoA redutase) sobre o remodelamento cardiaco em cles
experimentalmente infectados pelo Trypanosoma cruzi, durante as fases aguda e cronica da

doenca.

2.1. Objetivos especificos

(i) Desenvolver um programa de treinamento fisico para caes, baseado no teste de esforco

previamente validado em seres humanos.

(i) Avaliar os efeitos do exercicio fisico aerébico e do tratamento com a Sinvastatina sobre a

parasitemia e a mortalidade dos caes infectados pelo T. cruzi.

(iii) Determinar o efeito do treinamento fisico arébico e do tratamento com a Sinvastatina,
isoladamente e em associa¢ao, sobre o perfil plasmatico das citocinas IFN-gama, TNF-alfa,

IL-10 e 6xido nitrico, durante as fases aguda e cronica da infeccao.

(iv) Determinar o efeito do treinamento fisico aerdbico e do uso de Sinvastatina, isoladamente
e em associacao, sobre a intensidade do infiltrado inflamatério e fibrose no miocardio na fase

cronica da infec¢ao (6 meses).
(v) Avaliar, trimestralmente, os efeitos do treinamento fisico aerébico e do tratamento com

Sinvastatina sobre os eventos ecocardiograficos durante as fases aguda e cronica da doenca de

Chagas.
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3.0. Animais, Material e Métodos

3.1. Descri¢ao do modelo canino

Para esse estudo, foram utilizados caes, sem ra¢a definida, provenientes de uma tnica
ninhada para cada experimento. Os caes foram obtidos e mantidos no canil da Universidade
Federal de Ouro Preto. Os animais foram alimentados com ra¢ao comercial para caes e agua
ad libitum. Previamente a inclusio dos mesmos neste estudo, eles foram tratados com anti-
helminticos e imunizados contra doencas infecciosas.

Um total de 20 caes foi inoculado com a cepa Y do T. crugi e esses caes divididos em
quatro grupos com cinco animais cada: Um grupo que ndo praticava ativividade fisica regular
e nido recebia nenhuma interven¢io farmacoldgica, um grupo que nao praticava atividade
fisica regular, mas que recebia o tratamento com Sinvastatina. Grupos de dez cdes foram
submetidos ao treinamento fisico aerébico, sendo que cinco deles receberam o tratamento
com Sinvastatina e cinco nao.

Todos os procedimentos realizados de acordo com os principios éticos de
experimenta¢ao animal, pré-estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentag¢ao Animal

(COBEA).

3.2. Infecgao pelo T. cruzi

Quatro grupos de cinco de cies, para constituir os grupos sedentario, sedentario e
tratado, treinado, treinado e tratado, respectivamente, foram inoculados aos 120 dias de idade
com 2.000 formas tripomastigotas sanguineas/Kg corporal, via intraperitoneal. Os parasitos
foram obtidos de camundongos Swiss, infectados com a cepa Y do T. auzi, a partir da coleta
de sangue dos mesmos no periodo de pico de parasitemia. Apds esse procedimento, foi
realizada a contagem dos tripomastigotas em uma amostra isolada do material. Essa amostra
foi posteriormente diluida em solucdo salina a fim de determinar a existéncia de 2x10°

parasitos em 0,5 ml de solu¢io, que foi inoculada em cada animal.

3.3. Confirmagao da infecgao e avaliagdo da parasitemia
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A partir do 10° dia de inoculagao foi coletado, diariamente, sangue da veia marginal da
orelha dos cdes para a confirmagao da infec¢do através da analise microscopica do sangue a
fresco.

A parasitemia dos caes foi avaliada diariamente, apds a positivacao, através da amostra
de 5ul de sangue, coletado da veia marginal da orelha dos animais, em exame ao microscopio
para a detecgdo de parasitos. A quantificacao dos parasitos foi realizada de acordo com a

técnica descrita por Brener (1962) até cinco dias apos a negativagao.

3.4. Esquema terapéutico com a Sinvastatina

Para o tratamento diario dos animais foram empregados comprimidos, contendo 20
mg de Sinvastatina (Sanval Ltda, S.P.), administrados individualmente por via oral. Os animais
nao apresentavam dificuldades para deglutir o medicamento em forma de comprimido, e foi
ofertada 4agua por via oral através de uma seringa concomitantemente com o comprimido no
intuito de facilitar e assegurar a degluticio do medicamento. A dose foi estabelecida em
funcao da dose humana, empregada nao para a reversao da hipercolesterolemia primaria, mas
para prevengao de eventos cardiovasculares (Rosendo et al. 2007).

O tratamento foi iniciado junto com a infecg¢ao. O medicamento foi administrado no
final da tarde (17-18 horas), horario aproximado do periodo noturno preconizado para a

administracao de estatinas.

3.5. Metodologia para o estabelecimento da frequéncia cardiaca de treinamento

utilizando o método do limiar de lactato sanguineo ou limiar anaerébico

Para que as rotinas de treinamento aerdbico possam produzir adaptagdes na dire¢ao
desejada, ¢ necessario o estabelecimento de uma combinacao entre os componentes basicos:
freqiiéncia, duragao e intensidade dos esforgos fisicos. Uma atividade fisica aerébica deve
apresentar um esfor¢o de longa duracao e com intensidade moderada.

Qualquer treinamento aerdbico precisa de uma prescricao de treino correta, baseada
no nivel de condicionamento fisico/cardiovascular atual, para garantir seguranca de bem-estar.
A progressao deve ser gradual e acompanhando os ajustes cardiovasculares alcan¢ados com o

treinamento.
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Ha diversas maneiras de se estabelecer a frequéncia cardiaca de treinamento, que ¢ o

parametro mais seguro para definir um treinamento aerébico dentro da capacidade individual.

(i) Fase inicial para adaptagio a esteira

Para a realizagdo da atividade fisica, nos primeiros cinco dias que antecederam o
programa, os animais foram treinados e ambientados para caminhar na esteira. Para isso, eles
foram submetidos a uma baixa velocidade (2,5 Km/h) e foi dado estimulo verbal e com {scas
continuamente, sempre pelas mesmas pessoas (juntas). As sessoes de adaptacio foram
realizadas diariamente pelo perfodo de cinco dias, durante 20 minutos. Todos os animais se

adaptaram apos esse periodo.

(ii) Fase secundaria para aplicacao do teste de esforgo

Apbs a fase de adaptacdo os animais foram submetidos a2 um teste de esfor¢o para a
determinacdo da FC de treinamento (FC tr). Antes de serem submetidos ao esforco, cada cao
foi isolado do grupo e induzido, durante um periodo de 10 minutos, a quietude e repouso
para a aquisi¢ao da FC e lactato capilar, no estado basal. Os dois parametros foram obtidos
como serd descrito mais abaixo. Apods esse periodo, foi aplicado um teste de exercicio
submaximo, usando o limiar anaerébico ou limiar de lactato como critério para a interrupgao
do mesmo. O protocolo, modificado de Stegmann e colaboradores (1981), constituiu-se de
quatro estagios com duracao de trés minutos cada. A intensidade do esfor¢o foi aumentada,
através do incremento da velocidade em 2 Km/h a cada estagio. O teste foi iniciado a uma
velocidade de 1.5 Km/h, na qual o cio apenas caminhava, e seguiu-se com 3.5; 5.5 ¢ 7.5
Km/h, respectivamente, até o final de 12 minutos constituindo o petiodo de esforco. A FC
foi monitorada durante todo o periodo do teste, através de um monitor de FC (Polar),
ajustado ao térax do animal. Foi registrada a média da FC dos dltimos 15 segundos de cada
estagio e o teste foi interrompido por menos de um minuto, para a coleta de sangue da veia
marginal da orelha do cdo, ao final de cada estiagio. Foram feitas dosagens de lactato nas
amostras colhidas através do kit Acusport (lactimetro portatil e fitas), marca Roche, para a
construcao de uma curva de lactato. A curva de lactato de cada cio teve uma curva de FC,
correspondente, obtida pelos valores registrados para cada estagio do teste. O teste
apresentou duracao de 43 minutos, pois, ao final do periodo de esforco foi iniciado o periodo

de recuperagao constituido de cinco estagios — 1, 2, 4, 8 e 16 minutos pés-esfor¢co. Ao final de

-21 -



MELO, L. Resultados e Discussdo

cada estagio do periodo de recuperagao foram feitas quantificagdes de lactato capilar, da
mesma forma como a descrita acima. Igualmente, a FC também foi registrada. Os valores
para ambos, FC e lactato, do periodo de recuperagao também foram usados para a construgiao

das curvas.

(iii) Fase tercidria: construgio das curvas de lactato versus frequéncia cardiaca de esforco

Seguindo o modelo matematico proposto por Stegmann e colaboradores (1981) para a
identificacdo do IAT (individual anaerobic threshold) foram construidas duas curvas (i)
concentra¢ao de lactato em fungao do esforgo e (ii) frequéncia cardiaca em fung¢ao do esforgo.
A seguir foram determinados dois tempos caracteristicos na curva de concentra¢ao de lactato,
o tempo %4, onde o gradiente de lactato entre o sangue e o musculo e a taxa de difusdo sao
maximos. O tempo 7B, deveria representar o ponto onde, apés o acimulo maximo de lactato
no sangue ocorrido no perfodo pos esforco, a concentracao de lactato voltasse a atingir o
valor que apresentava em %4, nesse mesmo periodo. De posse desses dois tempos, era
determinado o tempo do IAT, onde a taxa de eliminagdo ¢ igual a taxa de produgiao de
lactato.

Como ap6s o IAT, a taxa de eliminagao ¢ constante e igual ao seu valor maximo Ew, a

taxa de variacdo da concentragao de lactato no sangue ¢ dada por

dn/dt = Em +Me(¢C) (1)

onde Mc ¢ a constante de membrana e ¢C ‘e o gradiente de lactato entre o sangue e o
musculo. Esse gradiente atinge o seu valor maximo em 7 = £4. Logo, dn/dt é maximo nesse

instante e na curva de lactato £4 ¢ um ponto de inflexao, isto ¢, nesse ponto

Fn/df =0

Para determinar 4 temos que achar o instante 7 que satisfaga a equagao acima.
Para tal, interpolamos via spline cribica os dados correspondentes as medidas realizadas em dez
instantes diferentes do teste de esfor¢o para cada acao. De posse da curva interpolada,
resolvemos numericamente a equagao numero 2, usando o método de Newton-Raphson. O

tempo /B ¢ determinado pela solu¢ao numérica (Newton-Raphson) de
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n(?) — n(tA) =0

Para determinar o IAT procuramos o ponto (x;, y) na curva de lactato interpolada tal que

Dy/dx = fitB) —y/1B —y

isto ¢, o unico ponto da curva onde a reta tangente, tracada a partir de tB, intercepta. A curva
da frequéncia cardiaca foi correlacionada com a de concentragao de lactato, logo, no tempo
IAT, além de uma concentragao especifica de lactato para cada animal, havia uma FC também
especifica. Essa FC foi determinada e usada como a frequéncia cardfaca de treinamento

(FCtr).

3.6. Treinamento fisico diario dos animais

O treinamento fisico foi realizado numa sala separada do canil da Universidade
Federal de Ouro Preto. Essa sala era naturalmente ventilada e iluminada. Foi utilizada esteira
elétrica da marca Rottax e Caloi, contendo sensor digital para avaliagdio da velocidade (em
Km/h), adaptadas para os cies com a utilizacio de cercas de madeira com aberturas na frente
e laterais na altura dos olhos dos cies, para permitir sua visao do ambiente e niao gerar
desconforto para os animais. Além dessas aberturas, a parte traseira da cerca era vazada para
permitir defecagbes pelos animais (eventos frequentes), sem que a esteira fosse
comprometida.

A partir do resultado do teste de esforco (identificacao do IAT e FC correspondente),
a FC tr fol estabelecida a fim de garantir que o treinamento fosse aerébico e de moderada
intensidade, como indicado para condicionamento cardiovascular. Foi estabelecida como FC
tr a FC correspondente ao IAT, o que definiu o treinamento como aerébico. O treinamento
dos cdes foi iniciado apds a inoculagdo dos mesmos. Os cies foram colocados na esteira em
baixa velocidade (2,5 Km/h) por cinco minutos para adaptacao e ajustes cardiovasculates, e
logo em seguida a velocidade foi aumentada afim de que a FC tr fosse alcangcada. A FC dos
caes foi continuamente monitorada durante todas as sessoes de treinamento através do
cardiofrequencimetro da marca Polar. Os animais foram treinados por 20 minutos na primeira
semana, 30 minutos na segunda semana e 40 minutos da terceira semana em diante. A
intensidade do treinamento foi continuamente ajustada de acordo com a FC tr previamente

estabelecida. A partir do terceiro més apos a infec¢ao, postulado nesse estudo como inicio da
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fase cronica, os animais passaram a ser treinados trés vezes por semana durante 50 minutos
afim de acumular 30 minutos diarios de exercicio (OMS). Nessa fase a intensidade do
exercicio foi diminuida para 70-80% da FC tr estabelecida no inicio. Nesse periodo, os cies
foram monitorados mais cuidadosamente, devido a presenca de comprometimento cardiaco
em maior ou menor grau. No caso de inquietagdo, choro ou ofegacdo, a intensidade era
diminuida até o desaparecimento dos mesmos. Na presenca de taquicardias ou bradicardias
persistentes, ou na nao cessacao de sinais de mal-estar, como os citados anteriormente, O
treinamento era interrompido naquele dia. Nenhum animal morreu ou seu treinamento foi

interrompido devido a intolerancia ao esfor¢o até o final dos experimentos.

3.7. Venunpungao para avaliagao imunoldgica.

Foram coletados 10 mL de sangue de cada animal, através da veia femural. As
amostras foram, imediatamente apds a coleta, centrifugadas a 3000rpm durante 10 minutos.
O sobrenadante (soro) foi armazenado em tubos eppendorf de 0,5 mL a -80°C. As coletas
sanguineas dos animais foram feitas antes da inoculagao dos parasitos, e mensalmente durante

os seis meses da infeccao.

3.8. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para TNF-alfa, IFN-gama e IL-10

Os ensaios imunoenzimaticos para as citocinas TNF-alfa, IFN-gama e IL-10 foram
realizados utilizando-se o soro de animais infectados sedentirios e treinados, submetidos ao
tratamento diario ou nao com Sinvastatina. Utilizando placas de 96 pogos, serao adicionados
100 ul de anticorpo monoclonal contra a proteina (ou peptideo) a ser dosada, diluidos em
PBS contendo 0.1% de albumina de soro bovino - BSA (SIGMA). Apés incubagio por 12
horas a temperatura ambiente, os anticorpos nao adsorvidos foram descartados e as placas
bloqueadas com 300 ul/pog¢o de uma solu¢io contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a 37°
C. As amostras de soro, previamente padronizadas por nosso grupo, serdo aplicadas em um
volume de 100ul para cada pogo. Paralelamente, a proteina investigada sera diluida em varias
concentragoes para o estabelecimento da curva padrao e, a seguir, realizada incubagao por 12
horas a temperatura ambiente. Posteriormente os anticorpos secundariosserao diluidos em

PBS-BSA 0.1% e incubados por duas horas a temperatura ambiente. Finalmente, 100 ul de
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estreptoavidina ligada a peroxidase na diluicio de 1:4000 em PBS-BSA 0.1% serdo

adicionados a placa e a mesma mantida sob agita¢ao por 30 minutos. O cromégeno escolhido

para revelacio sera o OPD (B-phenylenediamine -SIGMA) ou tetrametilbenzidina, diluido
em tampao citrato de acordo com recomendagao do fabricante. No momento da aplicagiao de
100ul desta solu¢ao nos pocos, sera ainda adicionado 2ul/placa de H,0, 30 volumes como
catalisador da reagdo. Apdés 20 minutos de incubagdo em auséncia de luz, a reagdo sofrera
bloqueio adicionando-se 50 ul de H,SO, 3M por pogo. A leitura da intensidade de marcacao
sera realizada em leitor de ELISA utilizando-se o comprimento de onda de 490 nM. Serao
utilizados kits para estes ensaios e possiveis alteragdes poderao ocorrer no protocolo acima,

de acordo com cada fabricante.

3.9. Avaliagdo ecocardiografica

Os animais foram anestesiados com 0,5 mL/Kg corporal de Tiopental sodico
(0,03 g/mL de solucao salina 0,9%) por via endovenosa e logo apos posicionados
em decubito lateral direito, com os membros mantidos em dngulo de 90° em

relacdo ao corpo, sobre uma superficie isolante elétrica.

A avaliacao ecodopplercardiografica foi realizada de forma sistematizada,

por um s6 examinador experiente, utilizando-se aparelhagem de ecocardiografia
portatil Cypress dotada dos modos Unidimensional, Bidimensional, Doppler
pulsado, continuo, mapeamento de fluxo em cores e adaptado para obtencao do
Doppler tecidual. Utilizou-se transdutor multifreqiiencial de 3,0-3,5 MHZ, com

registro eletrocardiografico simultaneo.

Utilizou-se a técnica convencional de exame, ja estabelecida na literatura
(Sahn et al. 19778; Feingenbaum 1994), empregando-se as diversas modalidades do
exame ecocardiografico acima descritas. Os cortes ecocardiograficos foram

realizados com o paciente posicionado em decubito lateral esquerdo, inicialmente
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na posicao paraesternal, onde foram obtidos os cortes longitudinais do ventriculo
esquerdo e cortes transversais ao nivel da valva mitral e musculos papilares e, em
seqiiéncia, na posicao apical, onde foram obtidos os cortes de quatro, duas e cinco

camaras (Oh et al. 1995).

Através da analise combinada das técnicas Unidimensional, Bidimensional

e Doppler foram avaliadas as dimensoes cardiacas, a fungoes sistolica e diastdlica
ventricular esquerda e a contratilidade global e segmentar do VE. Ao longo da
sistematica do exame, procurou-se identificar a presenca de trombos, aneurismas,

regurgitacoes valvares, hipertensao pulmonar e alteracées pericardicas.

As medidas ao Unidimensional foram guiadas pela imagem ao

Bidimensional e realizadas no pico da onda R, identificado através do registro
eletrocardiografico simultaneo de uma derivacao. Foram seguidas as
recomendacoes da Sociedade Americana de Ecocardiografia para obtencao das
medidas ecocardiograficas Foram mensurados os diametros diasto6licos da raiz de
aorta, do atrio esquerdo e do ventriculo esquerdo, a espessura diastolica do septo
interventricular; a espessura diast6lica da parede posterior do ventriculo esquerdo
e o didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo. A partir dessas medidas e utilizando-
se o sistema de calculos automaticos do equipamento, foram calculados os
parametros ecocardiograficos de avaliacao da funcao sistélica ventricular esquerda
ao Unidimensional fracao de ejecao do ventriculo esquerdo pela formula de
Teichholz et al. (1976) e o percentual de encurtamento sistolico. A massa
ventricular esquerda foi calculada segundo recomendacoes da American Society of

Echocardiography.
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A avaliacao ao Bidimensional envolveu a mensuragao dos volumes sistolico

e diastolico finais do ventriculo esquerdo nos cortes apicais de duas e quatro
camaras, utilizando-se a formula de Simpson biplanar para calculo da fracao de
ejecao (Wyatt et al. 1980). Qualitativamente, foram também avaliadas, ao
Bidimensional, ao Doppler e ao color Doppler, a morfologia e movimentacao das
valvas cardiacas, o grau de regurgitacao valvar, a morfologia e dimensoées das
camaras cardiacas, a espessura e textura miocardicas. Avaliou-se, ainda,
qualitativamente, a contratilidade global e segmentar das paredes do ventriculo
esquerdo utilizando-se o modelo de subdivisao do ventriculo esquerdo em 16
segmentos, segundo proposto pela American Society of Echocardiography nas
projecoes paraesternal e apical (Oh et al.1995), presenca de trombos, aneurismas e
alteracoes pericardicas. Sempre que possivel obteve-se uma estimativa da pressao
sistolica em artéria pulmonar através da mensuracao da velocidade maxima da

regurgitacao tricuspide.

(i) Avaliagio da funcio diastolica ventricular esquerda

A avaliacdo da funcao diastolica ventricular esquerda foi realizada através

da anélise combinada de medidas ecocardiogréaficas obtidas ao Doppler que
incluiram o estudo do fluxo mitral ao Doppler pulsado associado a analise do fluxo
venoso pulmonar e do Doppler tecidual ao nivel do anel valvar mitral (basal septal
e basal lateral). De acordo com os dados obtidos, a funcao diastélica foi
categorizada como normal (Grau 0), relaxamento alterado (Grau 1); pseudonormal

(Grau 2) e restritiva (Grau 3) (Oh et al. 1995).
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(ii) Avaliagio ao Doppler tecidual

O equipamento utilizado neste estudo foi adaptado para obtencao do Doppler
tecidual. O registro da movimentacao longitudinal do anel mitral foi realizado ao
Doppler tecidual pulsado orientado pelo modo colorido, com a amostra
posicionada sobre o anel mitral nas bordas lateral e septal, a partir do corte apical
de quatro camaras, posicionando-se o cursor nos segmentos miocardicos em

estudo.

(iii) Avaliacao da contratilidade ventricular

A avaliacao qualitativa da contratilidade segmentar do ventriculo esquerdo foi
feita utilizando-se o modelo de subdivisao do ventriculo esquerdo em 16
segmentos, segundo proposto pela American Society of Echocardiography (In:
OH et al. 1995), nas projecoes paraesternal (longitudinal e transversal ao nivel da

valva mitral, masculos papilares e apical) e apical (quatro e duas camaras).

3.10. Necropsia e coleta de fragmentos cardiacos

Os caes foram anestesiados com 0,5 mL/Kg corporal de Tiopental sédico (0,03 g/mL
de solugao salina 0,9%) por via endovenosa. Uma vez anestesiados, os animais foram
eutanasiados através de choque elétrico de 110V e a necrépsia conduzida pelo patologista de
nossa equipe. Assim, o coragao foi removido para as analises macro e microscopica. Para isso,
o peso do orgao foi determinado e relacionado com o peso de cada animal, obtendo-se um
indice de peso (IP) [(IP=Peso do 6rgao(g)+Peso do cao(Kg)]. Em seguida, foram feitos cortes
da parede atrial direita e parede ventricular esquerda de todos os cies. O atrio direito ¢ a

regido onde a miocardite chagasica canina processa-se com maior intensidade (Caliari et al.

-28-



MELO, L. Resultados e Discussdo

2002). Os fragmentos obtidos foram armazenados em formol 10% tamponado (temperatura
ambiente) para analises histopatolégicas e em frascos estéreis a -80°C, para posterior analise

moleculat.

3.11. Avaliagao histopatologica do tecido cardiaco

(i) Técnica de Hematoxilina & Eosina

Para visualizacdo do infiltrado inflamatério nos cortes de tecido cardiaco dos animais,
os fragmentos teciduais foram corados pela Hematoxilina & Eosina. Sec¢des com 4um de
espessura da parede atrial direita e ventricular direita e esquerda foram desparafinizados em
dois banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em solu¢Ges alcodlicas de concentracdes
decrescentes de alcool (100%, 90%, 80% e 70%), 10 minutos em cada, lavados em agua
corrente por 10 minutos e em tampao fosfato (PBS) pH 7,2 por 5 minutos. Em seguida, os
cortes oram corados pela Hematoxilina por 10 minutos, lavados em agua corrente e
diferenciados rapidamente em dlcool acidulado, e logo apds lavados novamente em 4gua
corrente. Depois, foram corados pela Eosina durante 1 minuto. Apés o dltimo processo de
lavagem em agua corrente, as laminas com os cortes, foram colocadas na estufa a 56°C para
secagem. Ao final, as laminas foram montadas com laminulas e E#/lan e submetidos a analise

em microscopia optica.

(ii) Técnica de Tricomico de Masson

Para a observacao do tecido conjuntivo fibroso e, por conseguinte, determinac¢ao da
fibrose cardiaca, os fragmentos cardfacos foram corados pela técnica de Tricomico de
Masson. Apos a desparafinizacao e hidratagao das sec¢Oes da parede atrial direita, ventricular
direita e esquerda dos coragdes dos caes, estas foram coradas pela Hematoxilina por dois
minutos, lavadas em agua corrente e coradas durante cinco minutos em solugao contendo
90mL Sudam 1% em solugao alcodlica, 10mL fucsina acida 1% em solugao aquosa e 1 mL de
acido acético glacial. Logo apds, os cortes foram lavados em agua corrente, corados por 10
minutos em solugao composta de 2,5g de acido fosfotungstico e 2,5¢ de acido fosfomolibdico
em 100mL de agua destilada e, novamente, lavados em agua corrente. Em seguida, os cortes

foram imersos, por cinco minutos, em uma soluc¢ao final contendo 2,5g de azul de anilina e
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2mlL de acido acético glacial em 100mL de agua destilada, lavados e submetidos a solucdo de
agua acética 10% durante cinco minutos. Apos a realizac¢ao do ultimo processo de lavagem, os
cortes foram para a estufa (56°C) e, posteriormente, submetidos a montagem similar a

Hematoxilina & Eosina.

(iii) Quantificacio da inflamacdo e tecido conjuntivo fibroso na drea cardiaca

Todos os nucleos celulares e areas de colageno presentes no microfragmento do atrio
direito, ventriculo direito e esquerdo dos cdes foram contados em 20 imagens (campos)
aleatérias (area total percorrida igual a 2,24 x 106 um2). As imagens visualizadas pela objetiva
de 40x foram digitalizadas através de microcamera Leica DM 5000 B (Leica Application Suite

versao 2.4.0R1) e processadas por meio do programa analisador de imagens Leica Qwin V3.

3.12. Analise Estatistica

Os parametros avaliados serao apresentados através da média de seus valores e
respectivos “erro médio padrio - SEM” ou entio, pelos valores absolutos com respectiva
média (graficos de dispersdo). Foi utilizado OneWay ANOVA para multiplas comparagées -
testes de Tukey-Kramer HSD e Bonferroni. Todas as analises serdo realizadas através dos

programas INSTAT e GraphPad Prism.

4.0. Resultados e discussio

4.1. Determinagio da frequéncia cardiaca de treinamento para os caes previamente

a infecgdo pelo T. cruzi.
Para se determinar os parametros de aptidao aerdbica e anaerdbica dos caes
infectados pelo T. cruzi, optou-se pela utilizagao do protocolo de cinética do lactato, segundo

(Stegman et al. 1981).
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Durante o trabalho do musculo esquelético o suprimento de oxigénio necessario para
sustentar o metabolismo oxidativo é esgotavel. Com isso, fontes anaerdbicas de energia sao
utilizadas e o lactato surge como um produto desse processo bioldgico. O teste de lactato
sanguineo ¢ amplamente reconhecido como meio de determinacao da capacidade funcional
individual e é amplamente correlacionado com a FC e o VO,max. (Weber et al. 1987). A
determinagdo nao invasiva do limiar anaerébico ou limiar de lactato pode ser adquirida de
formas diferentes. Respostas fisioldgicas ao exercicio sao alteradas com a intensidade do
esforco fisico, momento onde ocorre o acumulo de lactato — exemplo: acidose metabdlica,
VO, alterado, drive ventilatério aumentado, resisténcia diminuida (Wasserman 1987). Testes
de esforgos fazem parte da rotina para avaliagio de pacientes com insuficiéncia cardiaca.
Estes sao usados para estratificagio do risco e medida da capacidade funcional (Lainchbury
& Richards 2002). A cinética do lactato parece ser o mais sensivel parametro durante o teste
de exercicio submaximo (Larsen et al. 2001). A viabilidade de um teste de esforco realizado
em humanos tem sido investigada para aplicacao em cies (Kittleson et al. 1996), usando um
teste submaximo e medidas de limiar anaerébico. O teste de lactato, ou limiar anaerdbico, foi
realizado neste trabalho por ser um método pouco invasivo (apenas coleta de microlitros de
sangue), de facil aplicacdo e principalmente, por ser um meio nao subjetivo de adquirir as
variaveis necessarias para a prescricdo de um treinamento aerébico. Testes de esfor¢o que
leva em consideracdo apenas a sensagao de fadiga apresenta reduzida confiabilidade para
aplicacdo em caes.

A Fig. 1 ¢ indicativa dessa avaliagao do lactado, realizada de forma individual, para
cada animal submetido ao treinamento fisico. Através de uma curva de interpolagao, os
valores de t, e t; foram estabelecidos e limiar anaerébio individual (IAT) calculado. A seguir,
como exemplificado na Fig. 2, o valor do IAT foi utilizado como parametro para
identificacdo da freqiiéncia cardiaca de treinamento para cada animal isoladamente (Tabela 2)

possibilitando, dessa forma, o inicio do treinamento fisico diario.
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Figura 1. Curva de interpolagdo para determinagido do Individual Anaerobic

Threshold. Essa figura é representativa do resultado de interpolagao de um dos animais

submetidos ao teste de esfor¢o submaximo, onde uma amostra de sangue foi coletada pela

veia marginal da orelha apds diferentes velocidades estabelecidas através da esteira elétrica

(eixo X) e o lactato correspondente (eixo Y) avaliado. Através dos pontos t, e tg, o IAT foi

estabelecido para cada animal. Simbolos da figura: t,: tempo A, tz: tempo B e IAT: indice

anaerobico de treinamento.
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Figura 2. Estabelecimento da freqiiéncia cardiaca de treinamento individual. A
partir da pré-determinagao do valor do indice anaerébico de treinamento (IAT) e sua
respectiva correlagio com a velocidade de treinamento (esteira elétrica), foi identificada a
freqiiéncia cardiaca (Fc) correspondente a esse IAT para posterior acompanhamento,
através de um cardiofrequencimetro, do ritmo de treinamento diario para esses animais.

Curva representativa para de apenas um animal.
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Tabela 2. Parimetros individuais para o estabelecimento do programa de

treinamento para os cies infectados com a cepa Y do Trypanosoma cruzi.

Variaveis utilizadas para estabelecimento do progmaa de treinamento

Cio Tempo ta Tempo ts | Tempo IAT [ ] de Lactato Freqiiéncia cardiaca
(min) (min) (min) (mmol/L-1) no IAT (bpm) no IAT
T1 12.00 14.43 5.49 1.80 224
T2 12.32 14.08 5.20 0.86 219
T3 12.00 14.66 10.46 1.36 243
T4 12.28 14.36 3.60 1.18 190
T5 12.29 14.30 10.88 1.93 246
TS1 12.05 13.76 3.24 1.11 161
TS2 7.70 14.08 6.87 2.53 187
TS3 10.74 15.31 6.82 1.73 201
TS4 | 12.00 14.16 6.03 1.80 200
TS5 NST

T= céo infectado treinado
TS= céo infectado treinado e tratado com 20mg deaStatina
NST= ndo submetido ao teste de esforco

4.2. Efeitos da Sinvastatina e do treinamento aerébico sobre o Trypanosoma cruzi

circulante.

A resposta imune na doenga de Chagas aparece como condi¢ao sine gua non para o
estabelecimento da infeccao pelo T. euzi nas células hospedeiras. De posse dessa informagao,
sabe-se que o tempo médio para deteccdo sanguinea desses parasitos em modelos
experimentais (ex. camundongos) ocorre em torno de 3 dias apds a infecgao. Esse periodo é
correspondente ao tempo de penetracao da forma tripomastigota nas primeiras células,
seguido de sua diferenciag¢do para a forma replicativa amastigota e posterior retorno a forma
tripomastigota infectante. Apds a primeira observa¢ao desse parasito circulante (denominado
de periodo pré-patente), observa-se um crescimento exponencial na quantidade de parasitos

no sangue até o estabelecimento de um pico maximo nesses animais, caracterizando o pico de
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parasitemia. Apds todo esse periodo, acredita-se haver tempo suficiente para o
estabelecimento de uma resposta imune especifica contra o 1. ¢uzi e, a partir de entdo, a
tendéncia desses hemoflagelados é reduzir até desaparecer por completo na circulagao. Vale
ressaltar que os picos de parasitemia, bem como as caracteristicas da curva de parasitemia sao
diretamente dependentes da cepa do parasito e das caracteristicas genéticas do hospedeiro
avaliado (Brener 1973, Toledo et al. 2004).

Em nosso estudo, observamos que caes sedentirios apresentaram um pico de
parasitemia no 18° dia apds a infec¢ao pelo T. cuzi, enquanto aqueles animais também
sendentarios, porém tratados com o inibidor da HMG-Coa redutadse, Sinvastatina, ocorreu
antecipa¢ao do pico de parasitemia para o 14° dia (Fig. 1 A). Ressalta-se que nesse estudo, foi
utilizada a cepa Y do T. cugi, previamente reportada por nosso grupo (Guedes et al. 2007)
com picos de parasitemia entre no 15° dia apos a infecg¢do. Nessa analise individualizada da
curva de parasitemia, é possivel inferir sobre dois aspectos: (i) ao contrario de Guedes et al.
2007, que utilizou caes da raca Beagle, em nosso estudo foram utilizados animais de raga nao
definida, o que justificaria parcialmente a diferenca encontrada para o momento do pico de
replicagdo sanguinea; (ii) potencial padrio anti-inflamatério desencadeado pela atividade
sistémica da Sinvastatina nos animais infectados, retardando a acdo das células inflamatorias e
ocasionando, assim, a antecipa¢ao do pico parasitémico. Essa hipotese poderia ser sustentada
pelos efeitos anti-inflamatorios previamente descritos para as estatinas, capazes de reduzir os
niveis séricos de mediadores inflamatdrios essenciais para a contengao e eliminagao do T. crugi
como o TNF-alfa, a IL-12 e o IFN-gama (Ascer et al. 2004, Naoumova et al. 2003). Esses
mediadores inflamatérios constituem pilares da resposta inflamatéria anti-T. ¢ruzi por serem 0s
grandes responsaveis pela ativagdo de células inflamatérias e potencializagio da cascata
inflamatoria (produgao de citocinas, quimiocinas e indutores de 6xido nitrico, altamente toxico
para os parasitos) tanto de forma sistémica quanto sitio-dependente (Abrahamsohn &
Coffman 1995, Brener & Gazzinelli 1997, Golgher & Gazzinelli 2004)

Por outro lado, ao submetermos os cides infectados a atividade fisica aerdbica diaria,
ditos treinados, nenhuma diferencga foi observada no periodo pré-patente, de forma similar aos
animais sedentarios. Porém, ao administrarmos 20mg de Sinvastatina diariamente aos animais
treinados, foi observada uma reducao significativa nos parasitos circulantes apds o 14° dia de
infeccao (Fig. 3B). A tnica exce¢ao ocorreu para o pico de parasitemia, observado para ambos
os grupos no 12° dia e sem diferencas significativas entre eles (Fig. 3B). Independente das
hipoteses apresentadas para a antecipagao do pico de parasitemia nos animais sedentarios

tratados com Sinvastatina (Fig 3A), a intensidade da replicagdgo maxima dos parasitos
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permaneceu inalterada para todos os grupos estudados, inclusive aqueles submetidos a

atividade fisica -aproximadamente 3x10’ parasitos/0.1ml de sangue (Fig. 3A, B).
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Figura 3: Curva de parasitemia. Os animais infectados pela cepa Y do 1. awgi foram
submetidos ao tratamento com Sinvastatina 20mg em associagdo com o estado de
sedentarismo (A) ou de treinamento fisico (B) desses animais sendo a parasitemia avaliada,

diariamente, através da coleta de sangue pela veia marginal da orelha. Os dados sio
apresentados como média do grupo/dia. * p<0.05 quando diferente do grupo nio tratado

com Sinvastatina.
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Sabe-se que, além de suas propriedade anti-hipercolesterolémicas e anti-inflamatorias,
a via metabolica das estatinas atua como inibidor competitivo do mevalonato, importante
enzima para o metabolismo do T. ewugi (Schonberck & Libby 2004). O T. wuzi realiza a
biossintese de ergosterol, como etapa essencial de sua via metabdlica havendo, nessa via,
enorme divergéncia quanto aos mecanismos previamente conhecidos em células de
mamiferos daqueles descritos para o parasito (Buckner FS 2008). Nesse contexto, inimeros
pesquisadores tém investido em alvos quimioterapicos anti-1. cwzi envolvendo a via
metabolica do ergosterol (Maldonado et al. 1993, Corrales et al. 2005). Em nossa avaliagao da
Sinvastatina na doenca de Chagas experimental, acreditamos que esse composto tenha
catalisado a redugao do NADP, dependente de HMG-CoA, para mevalonato. Dessa forma, a
administragdo da Sinvastatina em concomitancia com a fase aguda da doenca de Chagas
atuaria positivamente como um inibidor competitivo do mevalonato presente em
mitocOncrias de diferentes formas evolutivas do 1. ewzi (Pena-Dias et al. 2004). Fato
interessante a ser observado ¢ a redugdao dos parasitos circulantes ocorrer apés o 14° dia pos-
infeccao (Fig 3 A e B) e, uma possivel explicagdo para essa lenta atuagao da Sinvastatina sobre
o mevalonato do T.eruzi seria pela reduzida biodisponibilidade do farmaco (administragao via
oral) e pela primeira passagem hepatica (Willke et al. 2008). De qualquer forma, a agdo
sinérgica da Sinvastatina e da resposta imune na fase inicial da doenga de Chagas aparecem

como mecanismos promissores e complementares para a area de quimioterapia anti-T. crugi.

4.2. Efeitos da Sinvastatina e do treinamento aerébico sobre a resposta de citocinas

pro- e anti-inflamatérias na doenga de Chagas experimental.

Estudos em modelo murino mostraram, no passado, que as citocinas desempenhavam
um papel crucial no controle da infecgao pelo 1. cruzi. A resposta imune inata e adaptativa,
desencadeada em fungdo da presenca do parasito e de suas moléculas antigénicas (ex. GPI)
durante a fase inicial da doenga, atuava como mecanismo de produgao de indmeras citocinas
pro-inflamatérias como IL-12, IFN-gama, TNF-alfa e de quimiocinas como IP-10/CXCL10,
MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5 (Talvani et al. 2000, Teixeira et al. 2002). Assim, para
promover a conten¢ao dessa infeccao macrofagos e células dendriticas iniciam a endocitose
das formas tripomastigotas do 1. ¢ruz/ e consequente liberagdo de citocinas pro-inflamatérias
como IL-12, TNF-alfa e outras moléculas co-estimuladoras. Essas citocinas promovem a

ativagao de células T produtoras de IFN-gama que, por sua vez, tornam-se as moléculas
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chaves para a estimulagdo em massa da resposta imune contra o T. ¢ugi e para a producgao de
uma grande variedade de quimiocinas que promoverdo a migracao leucocitaria para os sitios de
infec¢ao (Teixeira et al. 2002). Em conjunto, essas etapas ocorrerao durante um periodo curto
da infeccdo inicial, mas auxiliardo na constru¢ao de uma resposta celular e humoral contra o T.
¢eruzi levando ao controle ou a eliminagao do parasito.

Vale ressaltar que essas citocinas acima mencionadas, produzidas na fase inicial da
doenga de Chagas contribuem para o controle parasitirio, mas na fase cronica da doenga
atuam na perpetuacao da resposta inflamatéria em sitios-especificos de infec¢ao. Em nosso
estudo com o modelo cio, avaliamos a cinética de IFN-gama/TNF-alfa (perfil Thl) e da
citocina regulatéria (perfil Th3) durante a fase aguda e cronica de infecgao pelo T. cruzi.

Nossos resultados demonstraram que os caes infectados e submetidos ao treinamento
tisico aerdbico apresentaram um aumento na producido sérica de IFN-gama (Fig 4A) e TNF-
alfa (Fig 4C) entre o més 1 e 2 de infecgdo. Em contrapartida, a administragdo diaria de
Sinvastatina foi capaz de reduzir significamente a produgao inicial de ambas as citocinas pré-
inflamatérias. Além disso, animais submetidos 2o treinamento fisico aerdbico diirio
apresentaram niveis ainda mais elevados de IFN-gama (Fig 4B) e TNF-alfa (Fig 4D) em
relacao aos animais sedentarios e, de forma similar, a administragao de Sinvastatina foi capaz
de reduzir essa produc¢ao no final da fase aguda e inicio da fase cronica. Nem a Sinvastatina
(Fig 5A) nem a atividade fisica aerébica (Fig 5B) foram capazes de alterar a sintese de 1L-10 no
soro desses animais, exceto naqueles animais treinados em uso de Sinvastatina no 6° meés de
infec¢ao (Fig 5B). A titulo de informagao, a ultima analise de citocinas desses animais ocorreu
no 6° més pos-infec¢iao, o que corresponderia a uma fase cronica ainda inicial.

Na infec¢do cronica humana pelo T. eouzi, o perfil de citocinas dominante ¢
exclusivamente do tipo Thl (ex. IFN-gama) induzindo uma supressio de citocinas do tipo
Th2 (ex. IL-4) e elevando os niveis de TNF-alfa (Abel et al. 2001, Gomes et al. 2003). Além
disso, através da citometria de fluxo, foi possivel definir que células T CD4+ de pacientes
apresentando cardiopatia chagasica cronica produziam mais IFN-gama e menos IL-10 do que
as mesmas células de pacientes com a forma clinica assintomatica/indeterminada (Gomes et al.
2003). Esse fato sustentaria a hipotese de individuos que evoluem da forma indeterminada
para a forma cardfaca desenvolveriam uma resposta imune do tipo Thl exacerbada e, em
contrapartida, aqueles que prevalecerem com uma resposta exacerbada do tipo Th2
apresentaria maior prote¢ao cardfaca (Bilate & Cunha-Neto 2008).

Na doenga de Chagas, estudos clinicos tém apontado para o TNF-alfa circulante como

um excelente marcador de prognéstico clinico para a cadiopatia chagasica. Nao foi objetivo de
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nosso grupo estabelecer, nesse momento, correlagdes clinicas entre os valores de TNF-alfa
circulante nos caes e seus respectivoas achados ecocardiograficos. Porém, nosso grupo e de
outros pesquisadores demonstraram que o TNF-alfa apresentava altissima correlagdao clinica
com a reducdo da fracio de ejecdao ventricular e com o aumento do diametro do ventriculo
esquerdo em diastole em pacientes com cardiopatia chagasica cronica (Talvani et al. 2004, Abel
et al. 2001). Ainda, pacientes chagasicos apresentando cardiopatia chagasica grave que
apresentavam alelos de TNF-alfa associado com alta produc¢do dessa citocina apresentaram
reducdo na sobrevida se comparado com outros carreando outros alelos (Drigo et al. 2000).
De fato, as citocinas inflamatérias alcancaram grande destaque na area clinica da doenca de
Chagas sendo avaliada, mais recentemente, através de estudos com polimorfismos génicos em
outros genes pro-inflamatérios (ex. CCL2, BAT 1), ambos apresentando associa¢io com o
desenvolvimento da cardiopatia chagasica (Ramasawmy et al. 2006 a,b).

De acordo com nossos achados no modelo cio, o desenvolvimento de atividade fisica
em individuos infectados pelo T. ¢ruzi, sem o uso diario de farmacos do grupo das estatinas,
elevaria o perfil de citocinas pré-inflamatérias. Nao se pode afirmar se necessariamente esse
aumento contribuiria para uma reposta exacerbada ao coragao ou se ele é, ao contrario, uma
resposta da sobrecarga fisiologica e inflamatéria do coragio, como demonstrado pelos
trabalhos clinicos em seres humanos. De qualquer forma, seja na condi¢ao sedentaria, seja na
condigao de atividade fisica aerdbica (traduzida na rotina dos pacientes como um caminhar até
o trabalho, como uma atividade laborativa no campo etc), o uso de estatinas exerceria um
papel antiinflamatério que poderia trazer beneficios ao coragao — menor inflamagdo, menor

fibrose e menor remodelamento cardiaco.

-39 -



MELO, L. Resultados e Discussdo

A B
0.10q —e— Sedentario 0.109 —a—Treinado *
00e] ~° Sedentdrio + Sinvastatina _. oogd — Treinado + Sinvastatina
= .099 = ' *
E * % = F T ox
2 008 Y s 008 —
P 4 1
: : .
g 00 i § 0.079 L4 07T
zZ
L 006 h¢ T & 008 11 l
1 > 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Mese apos a infecgao Meses apos a infeccdo
C
0.08 * —e— Sedentario D
—e— Sedentario + Sinvastatina - .
. 0081 Treinado
E 0.074 = —— Treinado + Sinvastatina
E £ 0071 * *
s 006 = /1/1
E Y %’ 0.06 - - e
zZ
£ 0.054 0 ) 4
Z 005 + ¥
0.04 T T T T T T
0 1 2 3 4 6 0.04

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Meses apos a infeccdo P .
Meses apds a infecgédo

Figura 4. Efeitos da Sinvastatina e do treinamento fisico aerébico sobre a sintese de
citocinas pré-inflamatoérias. Amostras de sangue foram coletadas mensalmente para
avaliagio da sintese de IFN-gama em animais sedentirios e¢/ou tratados com Sinvastatina
20mg (A) e em animais treinados e/ou tratado com Sinvastatina 20mg (B). Também foi
avaliada a sintese de TNF-alfa tanto em caes sedentarios (C) quanto em caes treinados (D),
ambos submetidos ou nio ao tratamento diario com Sinvastatina 20 mg (D). Os pontos da
curva sio representativos da média +/- SEM para cada més, sendo significativo * p<0.05 em

relagdo ao grupo tratado com Sinvastatina.
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Figura 5. Efeitos da Sinvastatina e do treinamento fisico aerébico sobre a sintese de
citocinas anti-inflamatoérias. Amostras de sangue foram coletadas mensalmente para
avaliacdo da sintese de IL-10 em animais sedentirios e/ou tratados com Sinvastatina 20mg (A)
e em animais treinados e/ou tratados com Sinvastatina 20 mg (B). Os pontos da curva sio

representativos da média +/- SEM para cada més, sendo significativo * p<0.01 em relagio ao

grupo tratado com Sinvastatina.

4.3. Avaliagao macroscopica e histopatologica do tecido cardiaco apés o uso diario de

Sinvastatina e do treinamento fisico.

Estabelecido um padrao parcial de resposta encontrado nos caes de raga nao definida
para a infecgao com a cepa Y do 1. ¢uzi, a proxima etapa inicia uma avaliagao direta no foco
de nosso trabalho: o remodelamento cardiaco dependente do processo inflamatério. O
remodelamento cardfaco, com previamente definido nesse trabalho, é uma condi¢ao induzida
por qualquer injuria ao tecido cardiaco. Essa injuria pode ocorrer a partir de um infarto do
miocardio, de uma cardiopatia nao isquémica (ex. cardiopatia chagasica), em estagios finais de
valvulopatias (especialmente as regurgitantes), em estagios finais de estenose aortica, em

doenca hipertensiva e até mesmo em doengas infiltrativas que causam diminuicao na fungao
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dos midcitos (ex. cardiopatia chagasica) (Hill & Olson 2008, Cohn et al. 2000, Buckberg et al.
2008).

Em nossa avaliagdo macroscopia dos coragdes eutanasiados, observamos que 50%
dos animais infectados pelo T. euzgi, porém sedentarios, apresentaram uma leve flacidez de
atrio direito (Fig 6A), sendo o coragao dos demais caes com aparéncia normal. Jd4 no grupo
sedentario tratado com a Sinvastatina, apenas um animal apresentou flacidez acentuada no
atrio direito (Fig 6B). Para nossa surpresa, o condicionamento prévio dos animais e seu
treinamento fisico diario proporcionaram inalteracio macroscopica nesses 6rgaos em 100%
dos animais (Fig. 6C), enquanto a administracdo de Sinvastatina propiciou alteragoes anatomo-
patolégica distintas em 100% dos animais (Fig 6D), sendo as mesmas caracterizadas por:
auséncia de consisténcia no atrio direito (AD), pouca consisténcia no AD, leve ou acentuada
flacidez no AD. Ainda, durante os seis meses de avaliacao, nao houve alteracao na relacao de
peso do coragdo com o peso corporal dos animais, demonstrando auséncia de cardiomegalia

nessa etapa inicial da cardiopatia chagasica (Fig. 7).

Figura 6. Representagao morfolégica do coragdo dos cdes. Aspecto macroscopico do

6rgio cardfaco apods seis meses de infeccao com a cepa Y do T. euzi, sendo (A) caes
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sedentarios, (B) cdes sedentarios tratados com Sinvastatina, (C) cdes treinados e (D) caes

treinados tratados com Sinvastina.

I Sinvastatina 20mg
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Figura 7. Relagdo existente entre o peso do coragido e o peso corporal dos animais.
Antes da necropisa, aos seis meses de infecgdao, os caes infectados pela cepa Y do T. cruzi
foram pesados e, apds a necropia seu coragao pesado. A relacdo entre o peso do coragiao e o
peso corporal, como indicativo de hipertrofia do 6rgao, foi apresentado como a média do

grupo +/- SEM. * p<0.05 em rela¢io ao grupo tratado com Sinvastatina.

Nossos resultados proveniente do grupos sendentario sem tratamento apresentaram-se
coerentes com as observagoes patolégicas na doenga de Chagas. Tal qual em seres humanos, a
maioria dos caes infectados pelo T. ¢uz/ ainda nao apresentou manifestagdes patologicas
representativas (ex. aneurisma de ponta) aos seis meses de infec¢dao, tempo considerado uma
etapa ainda precoce da fase cronica da doenga. No modelo canino, em especial, tem sido
descritos casos de cardiomegalia, arritmias e insuficiéncia cardfaca congestiva, porém sem um
estudo anatomo-patolégico aprofundado. Essa correlagio clinica, inclusive, ja havia sido
observada por Laranja & Andrade (1980), quando descreveram a forma cronica em um cao
com dezesseis meses de infec¢ao com caracteristicas semelhantes as observadas na cardiopatia
humana, com miocardite difusa, fibrose focal e intersticial, apresentando degeneragao focal de
fibras cardiacas em rela¢do ao processo inflamatério. Andrade e colaboradores (1997) também
procuraram  correlacionar os achados anatomopatolégicos com as  alteragoes

eletrocardiograficos e com as lesdes anatdmicas do sistema excito-condutor do coragao. Esses
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autores investigaram caes jovens inoculados com a cepa 12 SF isolada de caso agudo humano
fatal e esses animais desenvolveram quadro agudo grave, com alto indice de letalidade até 21
dias de infeccdo. Esses animais apresentaram, também, quadros eletrocardiograficos e
anatomo-patologicos idénticos aqueles reprensentados pela clinica (humanos), indicando que,
no modelo canino, pelo menos na fase aguda, os resultados obtidos experimentalmente
poderiam reproduzir a doenga de Chagas humana. Na fase cronica da doenga de Chagas, ainda
utilizando o modelo cdo ja ¢ possivel a identificagio de lesdes fibrético-inflamatérias nos
segmentos do sistema excito-condutor, possibilitando a compreensio dos eventos
eletrocardiograficos caracteristicos da doenca (de Lana et al. 1988, de Lana et al. 1992).

E conhecido que o treinamento fisico intenso realizado por atletas expde o coragio a
intensas sobrecargas ao longo de meses ou anos. Essa freqiiente exposi¢io a sobrecargas
resulta em alteragdes no automatismo cardiaco, como bradicardia de repouso, alteracao da
condugao atrioventricular, despolarizacio e repolarizagao ventricular (Fang & Marwick 2003,
Niederseer et al. 2007). Os ajustes estruturais do coragdo também sio marcantes, podendo
levar a aumentos de até 85% na massa do ventriculo esquerdo (Pluim et al. 1999). Nos
pacientes com cardiopatia chagasica, o treinamento fisico ¢ um fator de alto risco para aqueles
individuos com alteracbes moderadas ou graves. No entanto, nossa proposta foi exatamente
preparar o 6rgio cardiaco para que o mesmo pudesse se adaptar as sobrecargas funcionais
exercidas pela atividade fisica didria, antes do desenvolvimento de acometimentos devido a
resposta imune contra o 1. ¢ugi. Por outro lado, com base na literatura cientifica, seria
esperado que ap6s esse condicionamento fisico houvesse uma predominancia de um padrio de
citocinas pro-inflamatoérias (Aoi et al. 2004), aspecto sem maiores transtornos advindos de um
individuo sem doenca inflamatoria correlata. Porém, nao se sabe como esse padrao de resposta
imune atuaria em um individuo com uma doenca inflamatéria progressiva, com é o caso da
cardiopatia chagasica. Por outro lado, a administracio da Sinvastatina, cujo papel anti-
inflamatério em doengas cronicas e propriedade protetora no remodelamento cardiaco, ja foi
largamente descrita na literatura (Petersen & Pedersen 2005) poderia estabelecer um balango
entre os beneficios da atividade fisica e a redu¢ao do processo inflamatério cardiaco. Porém,
observamos exatamente o oOposto: macroscopicamente, a Sinvastatina nao proporcionou
beneficio para o cora¢ao dos animais treinados.

Uma possivel justificativa para essa alteragdo morfoldgica associada 4 administragao de
Sinvastatina em animais treinados poderia ser encontrada associada aos mecanimos vinculados
a sindrome do overtraining. Essa sindrome, presente em atletas de alto nivel competitivo, baseia-

se no principio da sobrecarga de treinamento fisico e, como hipdtese, acredita-se que a
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exacerbagdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, TNF-alfa, IL-1) produzidas exerceria agao
supressora do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadas (Smith 2000). Nesse sentido, devido a
presenca de mediadores inflamatérios sucedendo o quadro proé-inflamatério do overtraining,
como resposta existe maior propensao a traumas teciduais em diferentes grupos musculares.
Provavelmente, a associagao entre cardiopatia chagasica e atividade fisica, complementada por
um farmaco com atividade anti-inflamatéria exacerbaria a condicdo de trauma muscular, tanto
no musculo esquelético (nao avaliado nesse trabalho) quanto no musculo cardiaco. Dessa
forma, a analise microscopica e a avaliagao funcional do coragao (ecocardiografia) tornam-se
instrumentos importantes para justificar o processo de remodelamento cardiaco observado na
avaliagdo macroscopica.

Durante a avaliagao histolégica do tecido cardiaco nao foram observados ninhos de
amastigotas do parasito aos seis meses de infec¢ado (dados nao mostrados através de
grafico/foto). No entanto, um padrio inflamatério de células mononucleates, de cariter
difuso, foi observado elevado em todos os grupos avaliados (sedentarios e treinados), em
relacio aos tecidos de animais nao infectados obtidos no laminario (banco de dados) do
laboratério de doenga de Chagas, NUPEB, UFOP.

O ventriculo direito dos animais infectados pelo T. euzi, porém sedentarios,
apresentou niveis de infiltrado inflamatério semelhantes aqueles observados para o grupo de
caes submetidos ao treinamento fisico. Porém, apenas no primeiro grupo, a administragao de
Sinvastatina fol capaz de reverter o processo inflamatério nessa sec¢dao do coragao (Fig 8 ). Em
contrapartida, a formagao de coliageno apresentou-se mais intensa no grupo de animais
treinados, em relacao aos animais sedentarios. Mas de forma similar ao processo inflamatério,
a Sinvastatina foi também eficiente ao proteger o miocario contra o processo de fibrose apenas

no grupo de animais sedentarios (Fig. 9).
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Figura 8. Sinvastatina reduz o infiltrado inflamatério no ventriculo direito.
Fotomicrografia de cortes de fragmentos de ventriculo direito de animais sedentarios (A e B)
ou treinados (C e D) e animais nio infectados (E). Observar que animais dos grupos tratados
com a Sinvastatina 20mg (B e D) apresentaram menor quantidade de células inflamatérias que
seus respectivos pares (A e C). Coloracao: Hematoxilina e Eosina. Barra = 10 micrometros. Os
resultados foram apresentados como média +/- SEM para cada grupo, sendo significativo
$<0.01 * em relagdo aos animais infectados, # em relacao ao grupo tratado com Sinvastatina

no mesmo grupo e & em relagdo aos animais infectados treinados apenas.

- 46 -



MELO, L. Resultados e Discussdo

9000+ . .
I Sinvastatina 20mg

~
£
E s
@ © 60004
2 o
~ 2
oy 3
e g
g £ a0
T > - SRR
5 <
(@]

G T

Né&o infectado Sedentario Treinado

Infectado como Trypanosoma cruzi
(cepaY)

Figura 9. Sinvastatina reduz a deposi¢io de colageno no ventriculo direito.
Fotomicrografia de fragmentos do ventriculo direito de animais sedentarios (A e B) ou
treinados (C e D) e animais ndo infectdos (E). Observar menor disposicio de coligeno
tecidual em animais sedentarios (A e B) que seus respectivos pares treinados (C e D).
Coloragao: Tricomio de Masson. Barra=10 micrometros. Os resultados foram apresentados

como média +/- SEM para cada grupo, sendo significativo p<0.01 * em relacio aos animais
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infectados, # em relacao ao grupo tratado com Sinvastatina no mesmo grupo ¢ & em relagiao

aos animais infectados treinados apenas.

O ventriculo esquerdo apresentou um quadro diferenciado em relacio ao processo
inflamatério no tecido. Nao houve diferenca quanto ao grau de inflamagdo entre os grupos
infectados sedentirios ou em treinamento fisico, utilizando ou niao a Sinvastatina diariamente
(Fig.10). Ao contrario do observado para o ventriculo direito, os animais sedentarios
apresentaram maiores indices de fibrose (representados aqui pela quantificagdo do colageno)
em relagao aos animais treinados, sugerindo que o treinamento exerceu um potencial efeito
protetor para essa seccao cardiaca. No entanto, novamente apenas no grupo de sedentarios, o
uso de Sinvastatina foi capaz de reduzir o indice de fibrose no miocardio (Fig. 11).

Ja o atrio direito é considerado a regiao onde a miocardite chagasica canina processa-se
com maior intensidade (Caliari et al. 2002). Na avaliagdo microscopica do atrio direito foi
encontrado um padrio similar aquele observado no ventriculo direito. Assim, os animais do
grupo sedentario nio tratado com Sinvastatina apresentaram maiores indices de infiltrado
inflamatério em relagdo aos cdes treinados. Novamente, o uso da Sinvastatina foi capaz de
reduzir esse infiltrado de leucocitario apenas nos animais sedentarios (Fig. 12). Porém, de
forma diferente daquela observada para os ventriculos, a Sinvastatina reduziu
significativamente a fibrose atrio dos animais submetidos ao treinamento fisico, mas nao
naqueles sedentarios (Fig. 13). Ainda assim, o processo de fibrose nos animais submetidos ao
treinamento fisico permaneceu mais intenso do que nos animais sedentarios. Esse fato reforca
a idéia de que a qualidade da resposta inflamatoria, potencializada pela presenga do T. cruzgi e
pela condi¢ao pro-inflamatéria da atividade fisica, desempenha papel na lesio miocardica, do
ponto de vista microscopico. E importante ressaltar, ainda, que a co-anilise do infiltrado
inflamatério e da presenca de colageno foi analisada do mesmo fragmento de tecido cardiaco
coletado 6 meses apds infeccdo. Em outras palavras, o processo de fibrose observado nos
graficos (Fig 9F, 11F e 13F) refletem a consequéncia de um processo inflamatorio antecessor,
o que poderia ser compreendido, de forma indireta, pela quantificagdo das citocinas pro-
inflamatorias avaliadas sistemicamente nos graficos (Fig 4 e 5). Dessa forma, se nao houvesse
o sacrificio desses animais no presente momento, provavelmente aqueles microfragmentos
avaliados com maiores infiltrados inflamatérios seriam, a seguir, as principais areas de

fibrose/colageno.

- 48 -



Resultados e Discussdo

MELO, L.

I Sinvastatina 20mg

(oplanbsa ojnajiuan)
cwin Tg67. /SO3ONN

Treinado

Sedentario

Nao infectado

Infeccdo como Trypanosoma cruzi

(Y strain)

Figura 10. Fotomicrografia de cortes de fragmentos do ventriculo esquerdo. Imagens
representativas de fragmentos de ventriculo esquerdo de animais sedentarios (A e B) ou
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sendo significativo p<0.01 * em relacdo aos animais infectados, # em relacao ao grupo tratado

com Sinvastatina no mesmo grupo e & em relacao aos animais infectados treinados apenas.
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Figura 11. Sinvastatina reduz a deposi¢ao de colageno no ventriculo esquerdo.
Fotomicrografias de fragmentos do ventriculo esquerdo de animais sedentirios (A e B) ou
treinados (C e D) e animais ndo infectados (E). Observar menor disposi¢ao de colageno
tecidual em animais tratados com a Sinvastatina 20mg (B e D) que seus respectivos pares.

Coloragao: Tricomio de Masson. Barra=10 micrémetros. Os resultados foram apresentados
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como média +/- SEM para cada grupo, sendo significativo p<0.01 * em relacio aos animais

infectados, # em relacao ao grupo tratado com Sinvastatina no mesmo grupo ¢ & em rela¢io

aos animais infectados treinados apenas.
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Figura 12. Sinvastatina reduz o infiltrado inflamatério no atrio direito. Fotomicrografias
de fragmentos do atrio direito de animais sedentarios (A e B) ou treinados (C e D) animais ndo

infectados (E). Observar que animais sedentarios nao tratados com a Sinvastatina 20mg
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apresentam maior numero de células inflamatérias que os demais animais sedentarios e
treinados. Coloragao: Hematoxilina & Eosina. Barra=10 micréometros. Os resultados foram
apresentados como média +/- SEM para cada grupo, sendo significativo p<0.01 * em relacio

aos animais infectados, # em relacao ao grupo tratado com Sinvastatina no mesmo grupo e &

em relagao aos animais infectados treinados apenas.
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Figura 13. Sinvastatina reduz a deposigao de colageno no atrio direito. Fotomicrografias

de fragmentos do atrio direito de animais sedentarios (A e B) ou treinados (C e D) e animais
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nao infectados (E). Observar menor disposi¢ao de colageno tecidual em animais treinados e
tratados com a Sinvastatina 20mg (D) quando comparado com o grupo treinado e nao tratado
ou com os grupos nao treinados (B, A e C). Coloragao: Tricomio de Masson. Barra=10
micrometros. Os resultados foram apresentados como média +/- SEM para cada grupo,
sendo significativo p<0.01 * em relacdo aos animais infectados, # em relag¢ao ao grupo tratado
com Sinvastatina no mesmo grupo e & em relacao aos animais infectados treinados apenas.

4.5. Efeitos da Sinvastatina e da atividade fisica aerdbica sobre a fungio cardiaca

O remodelamento cardiaco envolve uma série de situagdes fisioldgicas em resposta a
determinado estimulo/agtressao. Inicialmente esse processo pode ser considerado adaptativo,
mas a longo prazo, uma das consequéncias do remodelamento é o aparecimento de uma
disfunc¢ao ventricular progressiva, resultado de alteracoes estruturais, bioquimicas e energéticas.
Essas alteragoes culminam na deterioragao da capacidade funcional do coragao (Sutton et al.
2000, Remme 2003, Saini-Chohan & Hatch 2009).

Alguns parametros ecocardiograficos sio largamente empregados para a avaliagio da
func¢io ventricular: os diametros diastdlico e sistélico finais do ventriculo esquerdo (DVED e
DVES), a fragdo de ejecao ventricular esquerda (FEVE) e a fra¢do de encurtamento do VE
(Delta D %). Em nossos estudos, observamos que animais sedentarios durante a fase cronica
apresentaram um aumento do DVED (Fig 14) e do DVES (Fig 15) mas apenas o DVED, foi
totalmente revertido pelo uso da Sinvastatina (Fig. 14A e Fig 15A). De forma semelhante,
animais submetidos a atividade fisica alguns dias antes da avaliacio ecocardiografica (periodo
de adaptacdo a esteira) e ao longo de seis meses também apresentaram elevacao do DVED e
do DVES, principalmente aos 3 meses e 6 meses de infeccao . Porém em todos os periodos a
administragao de Sinvastatina foi altamente capaz de impedir esse aumento em ambas as
variaveis (Fig 14B e Fig 15B).

A fracdo de ejecao, medida através do método de discos (Simpsom) mostrou-se
inalterada nos animais sedentarios até o 3° més de infec¢ao mas, na fase cronica, a fracao de
ejecao sofreu uma queda até mesmo nos animais sedentirios em uso de Sinvastatina (Fig 16
A). Porém, essa suposta queda nao pode ser considerada patoldgica, pois os animais ainda
mantiveram 60% de sua capacidade de ejecdo, condi¢do considerada normal para os
parametros funcionais cardiacos (Buckberg et al. 2008). Estando a atividade fisica em foco
nesse trabalho, foi observada redu¢ao na FEVE dos animais em fase aguda e em fase cronica
da doenga (da mesma forma, ainda nao caracterizando uma condi¢ao patoldgica). Mas, ainda

assim, o uso da Sinvastatina foi capaz de assegurar uma fracao de eje¢ao maior em relagao aos
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animais sem tratamento (Fig. 16B). O aumento parcial dos diametros sistolico e diastolico dos
ventriculos e a leve redugdo da FEVE demonstrada ja em uma etapa inicial da cardiopatia
chagasica poderia ser reflexo do aumento de colageno descrito para esses grupos, em
decorréncia da inflamacao gerada pelo T. cuzz. Em alguns estudos foi avaliado o uso
prolongado da Sinvastatina em doengas cardiovasculares sendo demonstrado que esse farmaco
foi capaz de induzir regressao da hipertrofia e da fibrose, funcionando como um fator de
protecao da fungdo cardfaca em coelhos que apresentavam hipertrofia cardiaca (Palel et al. 20).
Em modelo canino, a Sinvastatina mostrou-se capaz de atenuar a expressao de 6xido nitrico
induzido por citocinas. Dessa forma, a Sinvastatina parece reduzir o grau de disfun¢io
ventricular esquerda, a resposta pro-fibrotica pelos fibroblastos e modular o remodelamento
estrutural atrial em animais com doenga cardiaca congestiva (Shiroshita-Takeshita e tla. 2007).
Nossos resultados siao similares a esses estudos em modelos experimentais (inclusive em
relagao ao 6xido nitrico — dado nao mostrado), porém ¢é importante lembrar que a variavel “T.
eruz?’ € uma pré-condi¢do para uma resposta inflamatéria progressiva e, consequentemente,
uma fonte riquissima de fibrose tecidual. Ainda assim, o uso de Sinvastatina apresenta-se

altamente benéfica para reverter esse quadro.
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Figura 14. Diametro diastélico do ventriculo esquerdo. Animais infectados pelo T. cruzi
mantiveram-se em condicdo de sendentarismo (A) ou sob treinamento fisico aerébico diario
(B) sendo alguns animais tratados com 20mg de Sinvastatina/dia (batras vermelhas) ou nio
(barras pretas). Trimestralmente, esses animais foram avaliados por ecodopplercardiografia e o
didmetro do ventticulo esquerdo em diastole foi expresso pela média do grupo +/- SEM, ja
havendo compensagdo pelo ganho individual desses animais. Letras diferentes significam

diferenca estatistica p<0.01. Més 0 = animais nao infectados pelo T. cruzi.
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Figura 15. Didmetro sist6lico do ventriculo esquerdo. Grupos de 5 cées infectados pelo T.
¢cruzi mantiveram-se em estado sendentario (A) ou sob treinamento fisico aerébico diario (B)
sendo alguns animais tratados com 20mg de Sinvastatina/dia (batras vermelhas) ou nao (batras
pretas). Trimestralmente, esses animais foram avaliados por ecodopplercardiografia e o
didmetro do ventriculo esquerdo em sistole expresso pela média do grupo +/- SEM, ja
havendo compensa¢iao pelo ganho individual dos caes. Letras diferentes significam diferenca

estatistica p<(0.01. Més 0 = animais nao infectados pelo T. cruz:.
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Figura 16. Fragio de ejegdo ventricular esquerda “Simpson”. Grupos de 5 cies infectados
pelo T. ¢ruzi mantiveram-se em condicao sendentaria (A) ou sob treinamento fisico aerébico
diario (B) sendo alguns animais tratados com 20mg de Sinvastatina/dia (barras vermelhas) ou
nao (barras pretas). Trimestralmente, esses animais foram avaliados por ecodopplercardiografia
e a fracio de ejecio expressa pela média das porcentagens dos grupos +/- SEM. Letras
diferentes significam diferenca estatistica p<0.01. Més 0 = animais antes da infec¢ao pelo T.

crugi.

Vale ainda ressaltar que a ecocardiografia permite diferenciar rapidamente alguns
parametros indicativos da cardiomiopatia em cdes (Pascon 2007). Um parametro avaliado
nesse trabalho e altamente associado a fungdo sistolica foi a porcentagem da fragao de
encurtamento (Delta D). Essa variavel mostrou-se reduzida tanto em caes sendentarios quanto

em caes submetidos a atividade fisica (Fig 17A, B) apenas durante a fase cronica da doenca e,
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nesses animais a Sinvastatina nao foi capaz de reverter a tendéncia de reducao dessa variavel.
Por outro lado, a avaliagdo ecocardiografica dos volumes sistolico e diastélico do ventriculo
esquerdo (VVES e VVED), mostrou aumento desses volumes tanto na fase aguda quanto na
fase cronica da doenga de Chagas (Fig 18A,C). Fato interessante foi a elevagdo desses
parametros nos animais sedentarios que receberam tratamento com Sinvastatina. Esse
resultado mostra-se incoerente aos aspectos morfolégicos previamente descritos durante a
necropsia desses animais, onde animais tratados com Sinvastatina apresentaram maior flacidez
atrial direita. Por outro lado, a atividade fisica, nos caes chagasicos, aumentou tanto o VVES
(Fig 18B) quanto o VVED (Fig 18D), porém esses volumes foram reduzidos nos caes tratados
com Sinvastatina tanto na fase aguda quanto na cronica.

No modelo canino de cardiomiopatia dilatada, a diminui¢io da fragdo de
encurtamento, bem como a dilatacio ventricular, manifesta pelo aumento dos volumes
sistélico e diastolico dos ventriculos, ocorrem principalmente do lado esquerdo do coragio e ¢é
mais frequente em ragas como Boxer e Doberman. Em racas nio definidas (mongtrel), essa
dilatagao pode ser bilateral (Cordeiro & Martins 2002).

Por outro lado, a percentagem de encurtamento sistélico do diametro ventricular (
%AD) indica o grau de diminuicao do diametro menor do VE com a contra¢io ventricular, e

¢ dada por:

%AD = DS/DD x 100

Sendo - DS: didmetro sistélico do VE e DD: diametro distélico do VE

No coragao normal, cerca de 80% do volume de ejecdo se devem ao encurtamento do
diametro menor, e apenas 20% ao encurtamento do diametro maior. Portanto, o
encurtamento sistélico do diametro menor é o principal responsivel pela diminuigao
volumétrica da cavidade ventricular esquerda e pela fragcao de ejecdo, existindo uma boa
correlacdo entre esta fragdao e a %AD. Fortuin e colaboradores mostraram ser possivel separar
coracao com fungido ventricular esquerda anormal dos normais através do delta D% (Fortuin
1973). A presenca das duas variaveis (exercicio fisico e uso de Sinvastatina) tém sido
largamente estudadas em condi¢oes de disfungdes cardfacas, inclusive, em modelo canino
(Billman 2006), mas nunca em associacao com a infecgao pelo T. cruzi.

Alguns autores apontam para o exercicio fisico aplicado por quatro semanas como um
fator benéfico para os efeitos hemodinamicos na cardiopatia congestiva em caes,

principalmente por seus efeitos nas propriedades diastélicas (Todaka et al. 1997). Parte dos
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efeitos positivos da atividade fisica estao relacionadas aos seus efeitos sobre o metabolismo
periférico e sobre as fungdes endoteliais (Adampoulus et al. 1993). Ha evidéncias de que a
atividade fisica leve, moderada e, principalmente intensa ¢ responsavel por drastica mudanga
no perfil inflamatério dos animais ou seres humanos em condicionamento. No caso dos
eventos observados para a cardiopatia chagasica cronica, a persisténcia desse perfil pro-
inflamatorio tem demonstrado efeitos nao interessantes para os caes infectados pelo T. ez,
mesmo que condicionamento fisico seja anterior ao desenvolvimento da cardiopatia
propriamente dita.

Finalmente, foi avaliado ainda o indice cardiaco e a relacao E/A nesses animais.
Em relagio a avaliagdo da fungao diastolica global, o doppler tecidual pode ser util na
diferenciacao entre padrdes de fluxo de enchimento ventricular normal e pseudonormal, pois,
ao avaliar a velocidade miocardica e nio o fluxo transvalvar, sofre muito pouco influéncia da
pré—carga. A presenca de relacio E’/A’ <1, ao Doppler tecidual, medida no anel mitral, em
individuos com padriao de fluxo mitral normal ao Doppler pulsatil, é indicativa de disfuncao
diastolica Grau 2, ou pseudonormal (Yamada et al. 2002). Admite-se, inclusive, que em
presenca de qualquer grau de disfun¢ao diastélica global, a velocidade da onda E’ no anel

mitral estara reduzida, sendo inferior a 8 cm/s no adulto e 10 cm/s nos individuos jovens.

Uma outra aplicacao do Doppler tecidual consiste na possibilidade de se

estimar a pressao atrial esquerda. Embora haja outros parametros, a medida mais
simples e exeqiiivel consiste avaliacao da relacao E/E’, isto é, a razao entre a
velocidade da onda E do fluxo mitral e a onda E’ do Doppler tecidual do segmento
miocardico ao nivel do anel mitral, medida esta que mostra boa correlacao com os
valores de pressao de enchimento ventricular, considerando-se como valor normal
relacdo E/E’<8 (Nagueh et al. 2001). Para esse grupo de pesquisadores, a a relacao
E/E’> 10 tem valor preditivo para pressao capilar pulmonar média superior a
15mmHg e, o uso da Sinvastatina em modelo experimental (coelhos transgénicos)
ou seres humanos foi capaz de melhorar a funcao cardiaca, reduzir a hipertrofia e
prevenir aumento de fibrose no 6rgao avaliado (Patel et al. 2001). Outros autores

(Ommen et al. 2000), informam que a pressao de enchimento ventricular
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esquerdo pode ser classificada como alta, indeterminada ou normal de acordo com

arelacao E/E’ ao Doppler tissular (>15; entre 8 e 15 e <8, respectivamente).

Em nosso achados, observamos que em caes sedentarios submetidos

apenas ao tratamento com a Sinvastatina, houve um aumento do indice cardiaco
tanto na fase aguda quanto na fase cronica da doenca de Chagas (Fig 19A). Por
outro lado, a atividade fisica mostrou-se benéfica por elevar o indice cardiaco nos

animais tanto na fase aguda e quanto na fase cronica (Fig 19B).

Ao contrario do indice cardiaco em que o uso da Sinvastatina nao alterou os
patrametros clinicos, na telacio E/A houve aumento significativo para os animais sedentatios
sob tratamento (Tabela 3). Apesar de nenhum dos grupos avaliados ter apresentado uma
relacio E/A menor que 1, indicativo de disfunc¢ao diastdlica grau 1, o uso de Sinvastatina foi
capaz de diferenciar essa relagio em relagdo aos animais nao infectados e em relacao aos
animais também sedentario sob tratamento. Portanto, seja nos parametros de resposta imune,
histopatolégicos ou funcionais cardiacos, nosso dados reforcam os cuidados com a atividade
fisica (lazer ou laborativa) do paciente chagiscio e a necessidade de maiores estudos
envolvendo as estatinas para o tratamento profilatico do remodelamento cardfaco assoaicado a

doenga de Chagas.
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Figura 17. Fragdo de encurtamento/Delta D. Grupos de 5 cies infectados pelo T. cruzi
mantiveram-se em estado sendentario (A) ou sob treinamento fisico aerébico diario (B) sendo
alguns animais tratados com 20mg de Sinvastatina/dia (barras vermelhas) ou nao (barras
pretas). Trimestralmente, esses animais foram avaliados por ecodopplercardiografia e o
percentual de encurtamento das fibras cardfacas (delta D) expresso pela média das

porcentagens do grupo +/- SEM. Letras diferentes significam diferenca estatistica p<<0.01.

Més 0 = animais nao infectados pelo T. cruzi.
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Figura 18. Volume diastélico e sistélico do ventriculo esquerdo. Grupos de 5 cies
infectados pelo T. ¢rugi mantiveram-se em estado sendentario (A,C) ou sob treinamento fisico
aerébico diario (B,D) sendo alguns animais tratados com 20mg de Sinvastatina/dia (barras
vermelhas) ou nio (barras pretas). Trimestralmente, esses animais foram avaliados por
ecodopplercardiografia e volume do ventriculo esquerdo em sistole (A,B) e em diastole (C,D)
expressos pela média das porcentagens do grupo +/- SEM. Letras diferentes significam

diferenca estatistica p<0.01. Més 0 = animais nao infectados pelo T. cruzi.
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I Sinvastatina 20mg

6 C

indice cardiaco
Sedentério

més 0 més 3 més 6

indice cardiaco
Treinado

més 0 més 3 més 6

Figura 19. Indice cardiaco. Grupos de 5 cies infectados pelo T. ¢uzi mantiveram-se em
estado sendentario (A) ou sob treinamento fisico aerébico diario (B) sendo alguns animais
tratados com 20mg de Sinvastatina/dia (barras vermelhas) ou ndo (batrras pretas).
Trimestralmente, esses animais foram avaliados por ecodopplercardiografia e o indice cardfaco
expresso pela média das porcentagens do grupo +/- SEM. Letras diferentes significam

diferenca estatistica p<0.01. Més 0 = animais nao infectados pelo 1. cruzz.
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Tabela 3. Relagio E/A sob influéncia da Sinvastatina e da atividade fisica aerébica

em cdes com cardiopatia chagasica cronica.

RELACAO E/A
Més 0 Més 3 Més 6
(média +/- SD) (média +/- SD) (média +/- SD)
Sedentario 1.72 +/-0.177 | 1.68 +/-0.203 1.50 +/-0.147
Sedentario 1.35 +/-0.132 1.64 +/-0.128 1.87 +/-0.342
+ Sinvastatina * # &
Treinado 1.63 +/-0.104 1.60 +/-0.094 1.44 +/-0.103
Treinado 1.43 +/-0.182 1.56 +/-0.074 1.46 +/-0.096
+ Sinvastatina

Més 0= animal nao infectado

*p<0.05 se comparado com o grupo de nio infectado (més 0) no grupo sedentario + sinvastatina

# p<0.05 se comparado com o grupo sedentario (més 6)

& p<0.05 se comparado com o grupo treinado + Sinvastatina (més 6)
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5. Conclusio

O remodelamento cardiaco na doenga de Chagas (DC) é um mecanismo multifatorial
desencadeado inicialmente pela presenca do Trypanosoma cruzi e dependente em primeira
instancia de uma resposta inflamatdria progressiva e de aspectos endocrinos e neurohumorais.
Nesse sentido, apos avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébico antecedendo a infec¢iao
pelo T. cruzi (e formacio de inflamac¢io/lesio no miocardio) e os efeitos do uso didrio de uma

inibidora da HMG-CoA redutase, Sinvastatina, nossas conclusodes foram:

@) O exercicio fisico aerdbico, apesar de ser apontado como benéfico para o
cardiopatias de outras etiologias, na DC ele ocasionou maior resposta inflamatoria
contra o miocardio, maior depdsito de colageno caracterizando um quadro de
fibrose e apresentou-se prejudicial para a maioria dos parametros funcionais
avaliados através da ecocardiografia. No entanto, morfologicamente, a atividade
fisica propiciou uma estrutura aparentemente normal para o coragdo aos seis
meses de infec¢cio.

(i) A Sinvastatina, demonstrada anteriormente por suas propriedades anti-
inflamatoérias, foi capaz de reduzir a producio de citocinas pro-inflamatérias
sistémica, exercer atividade anti-T. cruzi na fase aguda, reduzir o quadro de
infiltrato inflamatoério e fibrose no miocardio e, principalmente, induzir uma
melhora ou bloquear a evolugdo das disfungdes ventriculares na cardiopatia
chagasica experimental.

(iif) Finalmente, concluimos que o cao apresenta-se, inevitalmente, como o melhor
modelo para o estudo da DC em termos comparativo com a clinica e
imunopatologia desenvolvidas em seres humanos e,

(iv)  Sugere-se maiores investigacoes das estatinas aplicadas a cardiopatia chagasica
com base nos diversos trabalhos (insuficiéncia cardiaca congestiva) apontando
para suas propriedade de (i) beneficiar a fungao ventricular esquerda, (ii) impedir a
hipertrofia cardfaca e ainda, (iif) modular a resposta inflamatéria. Seu uso na
clinica da DC poderia trazer beneficios tanto para aqueles individuos ainda em

fase inicial da cardiopatia chagasica.

-64 -



6.0. Referéncias Bibliograficas

Abel L.C., Rizzo L.V, Ianni B., Albuquerque F., Ba¢a F., Carrara D., Bocchi E.A., Teixeira
H.C., Mady C., Kalil J., Cunha-Neto E. (2001). Chronic Chaga’s disease cardiomyopathy

patients display an increased IFN-gama response to Tryapanosoma cruzi infection. | Autoimmun,

v. 17, p.99-107.

Abrahamsohn I.A., Coffman R.L.(1995). Cytokine and nitric oxide regulation of the
immunosuppression in Trypanosoma cruzi infection. The Journal of Immunology, v. 155, p.

3955-3963.

Adamopoulos PN, Macrilakis K, Papamichael C, Malakos I, Panayidis N,
Moulopoulos SD (1993). Physical activity and relationship with coronary heart disease risk

factors. Acta Cardiol. ;48(6):523-34

Adams K.F. (2009). Introduction: biomarkers in heart failure. Heart Fail Rev.(epub ahead of

print).

Andrade Z.A., Andrade S.G.(1980). Pathology of experimental Chagas disease in dogs. Mem
Inst Oswaldo Cruz, v. 75(3), p.77-95.

Andrade, Z.A.; Andrade, S.G.; Sadigursky, M.; Wenthold, R.J.; Hilberg,
S.L.; Ferrans, V.J.(1997). The indeterminate phase of Chagas’ disease: ultrastructural

characterization of cardiac changes in the canine model. Am. J. Trop. Hyg., v.57, n.3,

p.328-336.

Anversa P., Kajstura J.(1998). Ventricular myocytes are not terminally differentiated in the

adult mammalian heart. Circ Res, v.83, p. 1-14.
Aoi W., Naito Y., Takanami Y., Kawai Y., Sakuma K., Ichikawa H., Yoshida N., Yoshikawa T.

(2004). Oxidative stress and delayed-onset muscle damage after exercise. Free Radic Biol Med,

v.37, p.480-87.

- 65 -



Ascer E., Bertolami M.C., Venturinelli M.L. et al.(2004). Atorvastatin reduces

proinflammatory markers in hypercholesterolemic patients. Atherosclerosis, v. 177, p. 161-66.

Batlouni M., Albuquerque D.C.(2000). Bloqueadores beta-adrenérgicos na insuficiéncia
cardfaca. Arq Bras Cardiol, v. 75, p. 339-49.

Benchimol-Barbosa P.R. (2009). Cardiac remodeling and predictors for cardiac death in long-
term follow-up of subjects with chronic Chagas’ heart disease: a mathematical model for

progression of myocardial damage. Int | Cardiol, v.131 (3), p. 435-8.

Bern C., Montgomery S.P., Herwaldt B.L, rassi Jr. A., Marin-Neto J.A., Dantas R.O., Maguire
J.H., Acquatella H., Morillo C., Kirchhoff L..V., Gilman R.H., Reyes P.A., Salvatella R., Moore
A.C.(2007). Evaluation and treatment of Chagas disease in the United States. JAMA, v. 298, p.
2171-81.

Bestetti R.B., Coutinho-Netto J., Staibano L., Pinto L.Z., Muccillo G., Oliveira ].S.(1995).
Peripheral and coronary sinus catecholamine levels in patients with severe congestive heart

failure due to Chagas disease. Cardiology, v. 86, p. 202-06.

Bestetti R.B., Muccillo G.(1997). Clinical course of Chagas’ heart disease: a comparasion with

dilated cardiomyopathy. Int ] Cardiol, Sidney, v.60: p.187-93.

Bilate AM, Cunha-Neto E.(2008). Chagas disease cardiomyopathy: current concepts of an old
disease. Rev Inst Med Trop Sao Paulo.;50(2):67-74

Billman GE. (2006). A comprehensive review and analysis of 25 years of data from an in vivo
canine model of sudden cardiac death: implications for future anti-arrhythmic drug

development. Pharmacol Ther v.111(3), p.808-35.

Biria M., Howard P.A., Vacek J.(2008). Do statins have a role in the management of diastolic

dysfunction? Am | Cardiovasc Drugs, v. §(5), p. 297-303.

- 66 -



Booz G.W., Baker K.M.(1995). Molecular signaling mechanisms controlling growth and
function of cardiac fibroblasts. Cardiovasc Res, v. 30, p. 537-43.

Borer J.S., Truter S., Herrold E.M., Falcone D.J., Pena M., Carter J.N., Dumlao T.F., Lee J.A.,
Supino P.G.(2002). Myocardial fibrosis in chronic aortic regurgitation: molecular and cellular

responses to volume overload. Circulation, v. 105, p. 1837-43.

Braunwald E., Bristow M.R.(2000). Congestive heart failure: fifty years of progress.
Circulation, v. 102, p.IV.14-1V.23.

Brener Z. (1962). Therapeutic activity and criterion of cure on mice experimentally

infected with Trypanosoma cruzi. Rev Inst Med Trop Sao Paulo.4:389-96.

Brener Z. (1962). Observations on immunity to superinfections in mice experimentally

inoculated with Trypanosoma cruzi and subjected to treatment. Rev Inst Med Trop Sao Paulo;

4:119-23.

Brener Z. (1973). Biology of Trypanosoma cruzgi. Annual Review in Microbiology, v. 27, p. 347-
382.

Brener Z., Gazzinelli R/T.(1997). Immunological control of Trypanosoma cruzgi infection and

pathogenesis of Chagas’disease. Int Arch Allergy Immunol, v. 114(2), p.103-10.

Briest W., Homagk L., Rassler B., Ziegelhoffer-Mihalovicova B., Meier H., Tannapfel A.,
Leiblein S., Saalbach A., Deten A., Zimmer H.G.(2004). Norepinephrine induced changes in
cardiac transforming growth factor beta isoform expression pattern of female and male rats.

Hypertension, v. 44, p. 410-18.

Bronfen E., de Assis Rocha F.S., Machado G.B., Perillo M.M., Romanha A.J., Chiari E.(1989).
Isolation of Trypanosoma cruzi samples by xenodiagnosis and hemoculture from patients with

chronic Chagas’disease. Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 84(2), p. 237-40.
Buckberg G., Hoffman J.ILE., Mahajan A., Saleh S., Coghlan C. (2008). Cardiac mechanics

revited: the relationship of cardiac architecture to ventricular function. Circulation, v. 9, p.

2572-2587.

-67 -



Buckner F.S.(2008). Sterol 14-demethylase inhibitors for Trypanosoma cruzi infections. Adv Exp
Med Biol, v. 625, p. 61-80.

Caliari M.V., do Pilar Machado R., de Lana M., Caja R.A., Carneiro C.M., Bahia M.T., dos
Santos C.A., Magalhaes G.A., Sampaio 1.B., Tafuri W.L.(2002). Quantitative analysis of cardiac

lesions in chronic canine chagasic cardiomyopathy. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, v. 44(5), p.

273-8, 2002.

Campbell D.A., Westenberger S.J., Sturm N.R. (2004). The determinants of Chagas disease:
connecting parasite and host genetics. Cur Mol Med, v. 4, p. 549-62.

Campos M.A., Gazzinelli R.T.(2004). Trypanosoma cruzi and its components as exogenous
mediators of inflammation recognized through Toll-like receptors. Mediators Inflamm,

v.13(3), p.139-43.

Cangado JR. (1999).Criteria of Chagas disease cure. Mem Inst Oswaldo Cruz;94 Suppl 1:331-
5.

Carl J, Vaughan and Antonio M. Gotto,r.(2003). Update on Statins. 110; 886-92.

Caspersen C.J., Powell K.E., Christenson G.M.(1985). Physical activity, exercise and physical
fitness. Public Health Reports, v. 100(2) , p.126-31.

Chagas, C.(1909). Nova tripanosomiase humana. Mem Inst Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro, v.1,

p-1590218.

Chen K., Mehta J.L., Li D., Joseph L., Joseph ].(2004). Transforming growth factor beta
receptor endoglin is expressed in cardiac fibroblasts and modulates profibrogenic actions of

angiotensin II. Circ Res , v. 95, p. 1167-73.
Cheung C., Luo H., Yanagawa B., Leong H.S., Samarasekera D., Lai J.C., Suarez A., Zhang J.,

McManus B.M.(2006). Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases in

coxsackievirus induced myocarditis. Cardiovasc Pathol, v.15, p.63-74.

- 068 -



Chiari E, Dias JCP, Lana M, Chiari CA. (1989). Heamltures for the parasitological
diagnosis of human chronic Chagas disease. ReBf&scMed Trop v.22, p.19-23.

Cohn J.N., Ferrari R., Sharpe N. (2000). Cardiac remodeling — concepts and clinical
implications: a consensus paper from an international forum on cardiac remodeling. ] Am Coll

Cardiol, v. 35, p. 569-82.

Collucci W.S., Braunwald E.(2005). Pathophysiology of heart failure. In: Zipes DP, Libby P,
Bonow RO, Braunwald E (Eds). Braunwald’s heart disease. A text book of cardiovascular

medicine. 7" edition, Elsevier Saunders, Philadelphia.

Costa Rosa L.F.P.B., Vaisberg M.W.(2002). Influéncia do exercicio na resposta immune. Rev
Bras Med Esporte, v. 8, p. 167-72.

Corrales M.,Cardozo R., Segura M.A.Urbina J.A.Basombrio M.A. (2005). Comparative
efficacies of TAK-187, a long-lasting ergosterol biosynthesis inhibitor,and benznidazole in
preventing cardiac damage in a murine model of Chagas’ disease. Antimicrob Agents

Chemother, v.49 (4), p.1556-60.

Crisby M., Nordin-Fredriksson G., Shah P.K., Yano J., Zhu J., Nilsson J.(2001). Pravastatin
treatment increases collagen content and decreases lipid content, inflammation,

metalloproteinases, and cell death in human carotid plaques: implications for plaque

stabilization. Circulation 20, v. 103(7), p. 926-33.

Davila D.F., Inglessis G, Mazzei de Davila C.A.(1998). Chagas’ heart disease and the

autonomic nervous system. Int | Cardiol, v. 30, p. 66123-27.

Dell'Ttalia L.J., Meng Q.C., Balcells E., Wei C.C., Palmer R., Hageman G.R., Durand ],
Hankes G.H., Oparil S.(1997). Compartimentalization of angiotensin II generation in the dog
heart. Evidence for independent mechanisms in intravascular and interstitial spaces. | Clin

Invest, v. 100, p. 253-58.

- 069 -



Dergunov A.D., Visvikis-Siest S., Siest G. (2008) Statins as effectors of key involved in apoE-
dependent VLDL metabolism: review and hypothesis. Vascul Pharmacol, v. 48, p.70-5.
de Souza AP, Olivieri BP, de Castro SL, Aratjo-Jorge TC.(2000). Enzymatic markers of heart

lesion in mice infected with Trypanosoma cruzi and submitted to benznidazole chemotherapy.

Parasitol Res. 86(10):800-8.

Dias J.C.P., Machado E.M.M., Borges E.C., Moreira E.F., Gontijo C., Azeredo B.V.M.
(2002).Doenga de Chagas em Lassance, MG. Reavaliagao clinico-epidemiolégica 90 anos apds
a descoberta de Carlos Chagas. Rev Soc Bras Med Trop, v. 35, p.167-76.

Diwan A., Dibbs Z., Nemoto S., De Freitas G., Carabello B.A., Sivasubramanian N., Wilson
E.M., Spinale F.G., mann D.L..(2004). Targeted overexpression of noncleavable and secreted
forms of tumor necrosis factor provokes disparate cardiac phenotypes. Circulation 109, p. 262-

68.

Dorn,G.W.(2009).Apoptotic and non-apoptotic programmed cardiomyocyte death in

ventricular remodeling. Cardiovasc Res, v.81 (3), p.465-73.

Drigo S.A, Cunha-Neto E., Ianni B., Cardoso M.R. et al.(2006). TNF gene polymorfisms are
aassociated with reuced survival in severe Chagas disease cardiomyopathy patients. Microbes

infect, v. 8(3), p. 598-603.

Engman D.M., Leon J.S.(2002). Pathogenesis of Chagas heart disease: role of autoimmunity.
Acta Trop, v. 81(2), p.123-32.

Ergul A., walker C.A., Goldberg A., Baicu S.C., Hendrick ].W., King M.K., Spinale F.G.(2000).
ET1 in the myocardial interstitium: relation to myocyte ECE activity and expression. Am |

Physiol Heart Circ Physiol, v. 278, p.H2050-H2056.

Evans W.J., Calmon J.G. (1991). The metabolic effect of exercise-induced muscle damage.
Exerc Sports Sci Rev, v.19, p. 99-125.

Feigenbaum H. (1994).A digital echocardiographic laboratory. ] Am Soc Echocardiog (7): 105-
0.

-70 -



Filippatos G.,Parissis ].T.,Adamopoulos S.,Kardaras F.(2003). Chemokines in cardiovascular
remodeling: clinical anda therapeutic implications. Curr Mol Med, v. 3(2), p. 139-47.

Fortuin N J..(1973). Children: Dr. Fortuin - Echocardiographic Pattern of Right Ventricular
Diastolic Volume Ovetload .47;432

Frangogiannis N.G.(2004). Chemokines in the ischemic myocardium: from inflaimmation to

fibrosis. Inflamm Res, v. 53(11), p. 585-95.

Frangogiannis NG. (2008). The immune system and cardiac repair. Pharmacological Research

58 (7): 88-11.

Garzoni L.R, Adesse D.,Soares M.], Rossi M.I, Borojevic R., de Meirelles M.(2008). Fibrosis
and hypertrophy induced by Trypanosoma cruzi in a three-dimensional cardiomyocyte-culture

system. | Infect Dis, v.197 (6), p.906-15.

Gaudron P., Eilles C., Kugler 1., Exrtl G. (1993). Progressive left ventricular dysfunction and

remodeling after myocardial infarction. Circulation 87, p .755-63.

Gielen S., Adams V., Mobius-Winkler S., Linke A., Erbs S., Yu J., Kempf W., Schubert A,
Schuler G., Hambrecht R.(2003). Anti-inflammatory effects of exercise training in the skeletal
muscle of patients with chronic heart failure. ] Am Coll Cardiol, v. 3; 42(5), p.861-8, 2003.

Girones N., Fresno M.(2003). Etiology of Chagas disease myocarditis: autoimmunity, parasite

persistence, or both? Trends Parasitol, v. 19, p. 19-22.

Golgher D., GAzzinelli R.'T.(2004). Innate and acquired immunity in the pathogenesis of
Chagas disease. Autoimmunity, v. 37,p. 399-409.

Gomes J.A., Bahia-Oliveira L.M.; Rocha M.O., Martins-Filho O.A., Gazzinelli G., Correa-
Oliveira R.(2003). Evidence that development of severe cardiomyopathy in human Chagas

disease is due to a Thl-specific immune response. Infect Immun, v.71, p.1185-1193.

-71 -



Greer J.J.M., Kakkar A.K., Elrod J.W. et al.(2000). Low-dose simvastatin improves survival
and ventricular function via e-NOS in congestive heart failure. Am ] Physiol Heart Circ

Physiol, v. 291, p. F12743-51.

Guedes P.M., Veloso V.M., Afonso L.C., Caliari M.V., Carneiro C.M., Diniz L.F., Marques-da-
Silva E.A., Caldas LS., Do Valle Matta M.A., Souza S.M., Lana M., Chiari E., Galvao L.M,,
Bahia M.T.(2009). Development of chronic cardiomyopathy in canine Chagas disease
correlates with high IFN-gamma, TNF-alpha and low IL-10 production during the acute

infection phase. Vet immunol Immunopathol.

Guedes PM, Veloso VM, Caliari MV et al.(2007). Trypanosoma cruzi high infectivity in vitro is
related to cardiac lesions during long-term infection in Beagle dogs. Mem Inst Oswaldo Cruz,

v. 102, p. 141-7.

Hennekens C.H., Sacks F.M., Tonkin A., Jukema J.W., Byington R.P., Pitt B., Berry D.A,,
Berry S.M., Ford N.F., Walker A.]., Natarajan K., Sheng-Lin C., Fiedorek F.T., Belder
R.(2004). Additive benefits of pravastatin and aspirin to decrease risks of cardiovascular

disease: randomized and observational comparisons of secondary prevention trials and their

meta-analyses. Arch Intern Med, v. 1;164(1), p. 40-4.

Higuchi M.L., Brito T., Reis M.M., Barbosa A., Belloti G., Pereira-Barreto A.C., Pileggi F.
(1993).Correlation between Trypanosoma cruzi and myocardial infiltrate in chronic chagasic
myocarditis: light microscopy and immunohistochemical findings. Cardiovasc Pathol, v. 2, p.
101-06.

Hill J.A., Olson E.N. (2008). Cardiac Plasticity. N Engl ] Med, v. 358(13),p.1370-80.

Jessup M., Brozena S.(2003). Heart Failure. N Engl ] Med, v. 348,p. 2007-18.

Jones E.M., Colley D.G., Tostes S., Lopes E.R., Vnencak-Jones C.L., McCutrley T.L.(1993).

Amplification of a Trypanosoma cruzi sequence from inflammatory lesions in human chagasic

cardiomyopathy. Am ] Trop Med Hyg, v. 48, p. 348-57.

-72-



Jonsdottir I.H., Hoffmann P., thoren P.(1997). Physical exercise, endogenous opioids and

immune function. Acta Physiol Scand Suppl , v.640, p. 47-50.

Jonsdottir I.H., Johansson C.; Asea A., Johansson P.; Hellstrand K., Thoren P., Hoffmann
P.(1997). Duration and mechanisms of the increased natural cytotoxicity seen after chronic

voluntary exercise in rats. Acta Physiol Scand, v. 160(4), p. 333-9.

Kalil J., cunha-Neyo E.(1996). Autoimmunity in Chagas disease cardiomyopathy: fulfilling the
criteria at last? Parasitol Today, v. 12(10), p. 396-9.

Karpinski L.,Plaksej R.,Derzhko R.,Orda A., Witkowska M.(2009). Serum levels of interleukin-
0, interleukin-10 and C-reactive protein in patients with myocardial infarction treated with

primary angioplasty during a 6-month follow-up. Pol Arch Med Wewn, v.119 (3), p.115-21.

Kierszenbaum F.(1999). Chagas’ disease and the autoimmunity hypothesis. Clin Microbio Rev
,v. 12, p. 2210-23.

Kittleson MD, Johnson LE, Pion PD.(1996). Submaximal exercise testing using lactate

threshold and venous oxvgen tension as endpoints in normal dogs and in dogs with heart
failure. ] Vet Intern Med.;10(1):21-7.

Kohl, H.M.(2001). Physical activity and cardiovascular disease: evidence for a dose response.

Medicine and Science in Sports and Exercise, v. 33, p. 472-83.

Kohno T., Anzai T., Naito K., et al.(2007). Impact of serum C-reactive protein elevation on
the left ventricular spherical change and the development of mitral regurgitation after anterior

acute myocardial infarctionCardiology, v. 107, p. 386-394.

Lainchbury ]G, Richards AM.(2002). Exercise testing in the assessment of chronic congestive

heart failure. Heart.;88(5):538-43.

Lana M., Chiari E., Tafuri W.L.(1992). Experimental Chagas’s disease in dogs. Mem Inst
Oswaldo Cruz, v. 87, p. 59-71.

-73 -



LANA, M. et al. (1988). Fase cronica cardiaca fibrosante da tripanosomiase cruzi experimental

no cao. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v.21, n.3, p.113-121.

Laranja F.S.(1953). Aspectos clinicos da moléstia de Chagas. Rev Bras Méd, v. 107, p. 482-491.

Larsen Al, Aarsland T, Kristiansen M, Haugland A, Dickstein K. (2001). Assessing the effect
of exercise training in men with heart failure;comparison of maximal, submaximal and

endurance exercise protocols. European Heart Journal v. 22, p.684-92.

Law M.R., Wald N.J., Rudnicka A.R.(2003). Quantifying effect of statins on low density
lipoprotein cholesterol, ischaemic heart disease, and stroke: systematic review and meta-

analysis. BMJ, 28;326(7404):1423-.

Lee A.A., McCulloch A.D.(1997). Multiaxial myocardial mechanics and extracellular matrix
remodeling mechanochemical regulation of cardiac fibroblast function. Adv Exp Med Biol, v.

430, p. 227-40.

Leri A., M.D, Kajstura, PhD, Anversa P.,MD. (2002). Myocyte proliferation and ventricular
remodeling. Journal of Cardiac Failure, v.8(6), p.

Levin M. J.(1996). In chronic Chagas heart disease, don’t forget the parasite. Parasitol Today,
v. 12, p. 415-16.

Linthout S.V., Riad A., Dhayat N. et al.(2007). Anti-inflamatory effects of atorvastatin

improve left ventricular function in experimental diabetic cardiomyopathy. Diabetologia,v. 50,

p.1977-86.

Luquetti A.O.(1990). Use of Trypanosoma cruzi defined proteins for diagnosis-Multicentre trial.
Serological and technical aspects. Mem Inst Oswaldo Cruz, v.85 (4), p. 497-505.

McKelvie R.S., Teo K.K., Roberts R., McCartney N., Humen D., Montaque T., Hendrican K.,

Yusuf S.(2002). Effects of exercise training in patients with heart failure: the Exercise

Rehabilitation Ttial (EXERT). Am Heart ], v.144(1), p.23-30.

-74 -



Mackenna D., Summerour S.R., Villarreal F.J.(2000). Role of mechanical factors in modulating

cardiac fibroblast function and extracellular matrix synthesis. Cardiovasc Res, v. 46, p.257-63.

Maldonado R.A., Molina J., Payares G., Urbina J.A.(1993). Experimental chemotherapy with
combinations of ergosterol biosyntesis inhibitors in murine models of Chagas’ disease.

Antimicrob Agents Chemother, v.37(6), p. 1353-9.

Marai 1., Shoenfeld Y. (2007) The beneficial effects of statins in autoimmune disease therapy.

Durg News & Perspectives, v. 20(3), p.165-72.

Marin-Neto J.A., Cunha-Neto E., Maciel B.C., Simées M.V.(2007). Pathogenesis of chronic
Chagas heart disease. Circulation, v. 115, p.1109-223.

Marin-Neto J.A., Simées M.V., Sarabanda A.V.L.(1999). Chagas’heart disease. Arq Bras
Cardiol, v. 72, p. 264-77.

Mesquita R.D., Carneiro A.B., Bafica A., Gazos-Lopes F., Takiva C.M., Souto-Padron T.,
Vieira D.P., Ferreira-Pereira A., Almeida I1.C., Figueiredo R.T., Porto B.N., Bozza M.T.,
Graga-Souza A.V., Lopes A.H., Atella G.C., Silva-Neto M.A.(2008). Trypanosoma cruzi
infection is enhanced by vector saliva through immunosuppressant mechanisms mediated by

lysophosphatidylcholine. Infect Immun, v. 76(12), p. 5543-52.

Moldoveanu A.lL, Shepard R.J., Shek P.N.(2001). The cytokine response to physical activity
and training. Sports Med, v. 31, p. 115-44.

Nagueh SF, Bachinski LL, Meyer D, Hill R, Zoghbi WA, Tam JW, Quifiones MA, Roberts R,
Marian AJ.(2001). Tissue Doppler imaging consistently detects myocardial abnormalities in
patients with hypertrophic cardiomyopathy and provides a novel means for an early diagnosis

before and independently of hypertrophy.Circulation.;104(2):128-30.
Nakajima H., Nakajima H.O., Salcher O., Dittie A.S., Dembowsky K.,Jing S., Field 1..J.(2000).

Atrial but not ventricular fibrosis in mice expressing a mutant transforming growth factor beta

(1) transgene in the heart. Circ Res, v. 86, p. 571:79.

-75 -



Naoumova R.P., Patel D.D., O’Neill F.H. et al.(2003). Treatment with atorvastatin alters the
ratio of interleukin-12/Intetleukin-10 gene expression. Eur J Clin Invest, v. 33, p.88-91.

Natalie G. Miller,Vanessa L. Cavalcanti,Barbara Ianniharles Mady,Jorge Kalil,Anna C. Goldb
erg.(2006) The Monocyte Chemoattractant Protein—1 Gene Polymorphism Is Associated with

Cardiomyopathy in Human Chagas Disease.43:305-311

Niederseer D., Thaler C., Niebauer J.(2007). The failing heart. N Engl | Med, v.14;356(24),
P-2546-52.

Nunes V.L., Ramires F.J.A., Pimentel W.S., Fernandes F., Ianni B.M., Mady C.(2006). O papel
do acumulo de coligeno no intersticio miocardico na sobrevida dos pacientes com

cardiomiopatia dilatada idiopatica e chagasica. Arq Bras cardiol, v. 87, p.757-62.

Oh JK, Seward JB, Tajik AJ. (1985). The Echo Manual — 3th Edition, Willians & Wilkins.

Ommen SR, Nishimura RA, Appleton CP, Miller FA, Oh JK, Redfield MM, Tajik
AJ.(2000).Clinical utility of Doppler echocardiography and tissue Doppler imaging in the
estimation of left ventricular filling pressures: A comparative simultaneous Doppler-

catheterization study. Circulation.;102(15):1788-94

Onuffer J.J , Horuk R.(2002). Chemokines,chemokine receptors and small-molecule

antagonists: recent developments. Trends Pharmacol Sci; 23(10):459-67.

Ortego M., Bustos C., Hernandez-Presa M.A., Tunén J., Diaz C., Hernandez G., Egido
J.(1999). Atorvastatin reduces NF-KappaB activation and chemokine expression in vascular

smooth muscle cells and mononuclear cells. Atherosclerosis, v. 147(2), p. 253-61.

Packard CJ.(2003). Triacylglycerol-rich lipoproteins and the generation of small, dense low-
density lipoprotein. Biochem Soc Trans.;31(Pt 5):1066-9. Review

Palomino S.A., Aiello V.D., Higuchi M.L.(2000). Systematic mapping of hearts from chronic

chagasic patients: the association between the occurrence of histopathological lesions and

Trypanosoma cruzi antigens. Ann Trop Med Parasitol, v. 94(6), p.571-9.

-76 -



Pascon  JPE. (2007).AVALIACAO  CLINICA DA  CARDIOMIOPATIA
CHAGASICACRONICA EM CAES

Patel R., Nagueh S.F., Tsybouleva N.; Abdellatif M., Lutucuta S., Kopolen H.A., Quinomes
M.A., Zoghibi W.A., Entman M.L., Roberts R., Marian A.]. (2001). Simvastatin induces
regression of cardiac hypertrophy and fibrosis and improves cardiac function in a transgenic

rabbit model of human hypertrophic cardiomyopathy. Circulation, v. 104, p. 317-324.

Pedersen B.K., Toft A.D.(2000). Effects of exercise on lymphocytes and cytokines. Br |
Sports Med, v. 34, p. 246-51.

Pefia-Diaz J., Montalvetti A., Flores C.L., Constan A., Hurtado-Guerrero R., De Souza W.,
Gancedo C., Ruiz-Perez L.M., Gonzalez-Pacanowska D.(2004). Mitochondrial localization of

the mevalonate pathway enzyme 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase in the
Trypanosomatidae. Mol Biol Cell, v. 15(3), p.1356-63.

Pepys M.B, Hirschfield G.M, Tennent G.A, et al.(2006).C-reactive protein for the treatment of
cardiovascular disease. Nature, v. 440 , p.1217-1221.

Petersen A.M., Pedersen B.K.(2005). The anti-inflammatory effect of exercise. ] Appl Physiol,
v. 98, p.1154-62.

Plentz R.D.M., Irigoyen M.C., Muller A.S., Casarini D.E., Rubira M.C.;, Moreno Jr. H., Mady
C., Ianni B.M., Krieger E.M., Consolim-Colombo F.(2006). Disfun¢iao endotelial venosa em

pacientes com doenca de Chagas sem insuficiéncia cardiaca. Arq Bras Cadiol, v. 86, p.466-71.

Pluim B.M., Zwinderman A.H., Laarse A van der, Wall EE van der.(1999). The Athlete's

Heart. A meta-analysis of cardiac structure and function. Circulation, v. 100, p. 336-44.

Prata A. (2001). Clinical and epidemiological aspects of Chagas disease. Lancet Infect Dis;
1(2):92-100. Review.

Punukollu G., Gowda R.M., Khan I.A., Navarro V.S., Vasavada B.C.(2007). Clinical aspects of
the Chagas’heart disease. Int ] Cardiol, v. 115, p.279-83.

-77 -



Rader D.J. Liver X receptor and farnesoid X receptor as therapeutic targets. (2008) Am |
Cardiol 3:n9-15.

Rajnikant Patel, MD; Sherif F. Nagueh, MD; Natalie Tsybouleva, MD; Maha Abdellatif, MD,
PhD; Silvia Lutucuta, MD; Helen A. Kopelen, RDCS; Miguel A. Quinones, MD; William A.
Zoghbi, MD; Mark L. Entman, MD; Robert Roberts, MD; A. J. Marian,
MD.(2001).Simvastatin Induces Regression of Cardiac Hypertrophy and Fibrosis and
Improves Cardiac Function in a Transgenic Rabbit Model of Human Hypertrophic

Cardiomyopathy.104:317

Ramasawmy R, Cunha-Neto E., Fae K.C., Muller N.G., Cavalcanti V.L., Drigo S.A., Ianni B,,
Mady C., Kalil J., Goldberg A.C. (2006). BAT 1, a putative anti-inflammatory gene, is
associated with chronic Chagas cardiomyopathy. | Infectious Dis. 193(10) p. 1394-9.

Ramasawmy R, Cunha-Neto E., Fae K.C., Muller N.G., Cavalcanti V.L., Drigo S.A., Ianni B.,
Mady C., Goldberg A.C. (2006). The monocyte chemoattractant protein-1 gene polymorphism

is associated with cardiomyopathy in human Chagas disease. Clin Infectous Disease 43(3) p.

305-11.

Rassi Jr. A., Rassi A., Little W.C., Xavier S.S., Rassi S.G., Rassi A.G., Rassi G.G., Hasslocher-
Moreno A., Sousa A.S., Scanavacca M.1.(20006). Validation of a risk score for predicting death
in Chagas’heart disease. N Engl ] Med, v.355, p.799-808.

Reis D.D., Jones E.M., Tostes J.R.S, Lopes E.R., Gazzinelli G., Colley D.G., McCutrley
T.L.(1993). Characterization of inflammatory infiltrates in chronic chagasic myocardial lesions:

presence of tumor necrosis factor-a+ cells and dominance of granzime A+, CDS8+

lymphocytes. Am | Trop Med Hyg, v. 48(5), p.637-44.

Remme W.J.(2003). Pharmacological modulation of cardiovascular remodeling: a guide to

heart failure therapy. Cardiovascular drugs and therapy, v. 17, p.349-60.
Ribeiro A.L., Teixeira M.M., Reis A.M., Talvani A. et al.(2005). Brain natriuretic peptide based

strategy to detect left ventricular dysfunction in Chagas disease: A comparison with the

conventional approach. Int ] Cardiol, v. 109(1) p. 34-40.

-78 -



Ribeiro AL, Cavalvanti PS, Lombardi F, Nunes Mdo C, Barros MV, Rocha MO. (2008).

Prognostic _value of signal-averaged electrocardiogram in Chagas disease. ] Cardiovasc
Electrophysiol;19(5):502-9.

Ricardo Pérez-Fuentes® °, Jean-Francois Guégan®, Christian Barnabé’, Aurelio Lopez-
Colombo*, Hilda Salgado—Rosasd, Enrique Torres—Rasgadod, Bernardo Briones®, Monica
Romero-Dfaz!, Judith Ramos-Jiménez" and Marfa del Carmen Sinchez-Guillén.(2003).
Severity of chronic Chagas disease is associated with cytokine/antioxidant imbalance in
chronically infected individuals. International Journal for Parasitology, Volume 33, Issue 3,

Pages 293-299

Ridker PM. Should statin therapy be considered for patients with elevated C-reative protein?
The need for a definitive clinical trial. Eur Heart | 22(23):2135-7, 2001.

Rocha M.O., Teixeira M.M., Ribeiro A.L.(2007). An update on the management of Chagas
cardiomyopathy. Expert Rev Anti Infect Ther, v. 5, p.727-43.

Rosendo A.B., Dal-Pizzol F.Fiegenbaum M.,Almeida S.(2007). Farmacogenética e efeito
antiinflamatoério dos inibidores da HMG-CoA redutase. Arg Bras Endocrinol Metab |online],
v.51, (4), p. 520-525.

Sahn DJ, DeMaria A, Kisslo J, Weyman A.(1978). Recommendations regarding quantitation in
M-mode echocardiography: results of a survey of echocardiographic measurements.

Circulation 58(6):1072-83.

Saini-Chohan H.K e Hatch G.M. (2009). Biological actions and metabolism of currently used
pharmacological agents for the treatment of congestive heart failure. Curr Drug Metab, v.10

(3), p.206-19.

Santiago H.C., Feng C.G., Bafica A., Roffe E., Arantes R.M., Cheever A., Taylor G., Vieira
L.Q., Aliberti J., Gazzinelli R.T., Sher A.(2005). Mice deficient in LRG-47 display enhanced
susceptibility to trypanosome cruzi infection associated with defective hemopoiesis and

intracellular control of parasite growth. ] Immunol , v.15;175(12), p.8165-72.

-79 -



Schmunis GA.(2007). Epidemiology of Chagas disease in non-endemic countries: the role of

international migration. Mem Inst Oswaldo Cruz;102 Suppl 1:75-85. Erratum in: Mem Inst
Oswaldo Cruz. 2007 Dec;102(8):2 p following 1009.

Schnaider T.B., Souza C. (2003). Aspectos éticos da experimentacio animal / Ethics and

animal experiments.Rev Bras anestesiol, v.53(2), p.278-285.

Schonbeck U., Libby P. (2004). Inflammation, immunity, and HMG-CoA reductase inhibitors:

statins as antiinflammatory agents? Circulation 1;109(21 suppl 1:1118-26.

Sherif F. Nagueh, MD; Linda L. Bachinski, PhD; Denise Meyer, MT; Rita Hill, RN; William
A. Zoghbi, MD; James W. Tam, MD; Miguel A. Quifiones, MD; Robert Roberts, MD; A.].
Marian, MD.(2001). Tissue Doppler Imaging Consistently Detects Myocardial Abnormalities
in Patients With Hypertrophic Cardiomyopathy and Provides a Novel Means for an Early
Diagnosis Before and Independently of Hypertrophy 104:128.

Shimokawa H., Takeshita A. (2005). Rho-kinase is an important therapeutic target in

cardiovascular medicine. Arterioscler Thromb Vasc Biol, v. 25, p.1767-75.

Shiroskita-Takeshita, Brundel BJJM, Burstein B, Leung TK, Mitamura H. Ogawa S, Nattel S.
(2007). Effects of simvastatin on the development of the atrial fibrillation substrate in dogs

with congestive heart failure. Cardiovascular Research, v. 74, p. 75-84.

Smart N, Fang ZY, Marwick TH (2003).A practical guide to exercise training for heart failure
patients. | Card Fail ;9(1):49-58

Smith, L.L..(2000). Cytokine hypothesis of overtraining: a physiological adaptation to excessive
stress? Med Sci Sports Exerc 32:317-31

Soares M.B., Pontes-de Carvalho L, Ribeiro-dos-Santos R. The pathogenesis of

Chagas’disease: when autoimmune and parasite-specific immune responses meet.(2001). An

Acad Bras Cienc 73(4):547-59, 2001.

- 80 -



Sposito AC, Caramelli B, Fonseca FA, Bertolami MC, Afiune Neto A, Souza AD, Lottenberg
AM, Chacra AP et al. (2007). IV Brazilian Guideline for Dyslipidemia and Atherosclerosis
prevention: Department of Atherosclerosis of Brazilian Society of Cardiology. Arq Bras

Cardiol 88(1):2-19.

Streeter DD Jr., Bassett DL.(1996) An engineering analysis of myocardial fiber orientation in

pigs left ventricle in systole. Anat Rec 155:503-11.

Streeter DD Jr., Spotnitz HM, Patel DP, Ross ] Jr., Sonnenblick EH.(1969) Fiber orientation

in the canine left ventricle during diastole and systole. Circ Res 24:339-47.

Stegmann H, Kindermann W, Schnabel A. (1981). Lactate Kinetics and Individual Anaerobic
Threshold. Int ] Sports Medicine v.2, p.160-5.

Sutton M.G.S.J, Sharpe N. (2000). Left ventricular remodeling after myocardial infarction:

pathophysiology and therapy. Circulation 101 p. 2981-88.

Talvani A, Ribeiro CS, Aliberti JCS et al.(2000). Kinetic of cytokine gene expression in
experimental chagasic cardiomyopathy — tissue parasitism and endogenous IFN-g as
important determinants of chemokine mRNA expression during infection with Trypanosoma

¢cruzi. Microbes and infection 2: 851-860.

Talvani A, Rocha MOC, Cogan ], et al.(2005). Brain natriuretic peptide measurement in
Chagas heart disease: marker of ventricular dysfunction and arrhythmia. Int ] Cardiol,100:

503-4.

Talvani A, Rocha MOC, Barcelos LS, et al.(2004a) Elevated concentrations of CCL2 and
TNF-alpha in chagasic cardiomyopathy. Clin Infect Dis 38:943-50.

Talvani A, Rocha MOC, Kogar J, et al.(2004b). Brain Natriuretic Peptide and left ventricular
dysfunction in chagasic cardiomyopathy. Mem Inst Oswald Cruz 99:645-9.

Talvani A, Rocha MOC, Ribeiro ALP, et al.(2004). Chemokine receptor expression on the
surface of peripheral blood mononuclear cells in Chagas disease. J. Infect Dis. 189:214-20.

-81-



Tarleton RL.(2001) Parasite persistence in the aetiology of Chagas disease. Int ] Parasitol
1;31(5-6):550-4.

Teixeira MM, Gazzinelli RT, Silva JS. (2002). Chemokines, inflammation and Trypanosoma cruzi
infection. Trends Parasitol 18(6):262-5.

Thihault G., Lacombe M.], Schnapp L.M,Lacasse A., Bouzeghrane F., Lapalme G.(2001) .
Upregulation of alpha(8)beta(l) integrin in cardiac fibroblast by angiotensin II and
transforming growili factor beta 1 .Am I Physiol. 281: C1457-67.

Todaka K, Wang J, Yi GH, Knecht M, Stennett R, Packer M, Burkhoff D.(1997).Impact of
exercise training on ventricular properties in a canine model of congestive heart failureAm J

Physiol.;272(3 Pt 2):H1382-90

Toledo MJO, Bahia MT, Veloso VM, Carneiro CM, Machado-Coelho GLL, Alves CF, Martins
HR, Cruz RE, Tafuri WL, Lana M. (2004). Effects of specific treatement on parasitological

and histopatological parameters in mice infected with different Trypanosoma cruzi clonal

genotypes.

Tsukada B., Terasaki F., Shimomura H., Otsuka K., Katashima T., Fujita S., Imanaka-Yoshida
K., Yoshida T., Hiroe M., Kitaura Y.(2009). High prevalence of chronic myocarditis in dilated
cardiomyopathy referred for left ventriculoplasty: expression of tenascin C as a possible

marker for inflammation. Hum Pathol, v.40(7), p. 1015-22.

Umezawa E.S., Stolf A.M., Corbett CE, Shikanai-Yasuda MA.(2001) Chagas’disease. Lancet
10;357(9258):797-9.

Vago AR, Macedo AM, Adad §J, Reis DD, Corréa-Oliveira R.(1996). PCR detection of
Trypanosoma  cruzi DNA in  oesophageal tissues of patients with chronic digestive

Chagas’disease. Lancet 28;348(9031):891-2.

Vaughan CJ, Gotto AM. (2004). Update on Statins:2003. Circulation v.110, p.886-92

-82-



Veillard NR, Braunersreuther V, Arnauld C, Burger F, Pelli G, Steffens S, Mach F.(2006)
Simvastatin modulates chemokine and chemokine receptor expression by geranylgeranyl

isoprenoid pathway in human endothelial cells and macrophages. Atheroclerosis 188(1):51-8.

Waehre T, Damas JK, Gullestad L, Holm AM, Pedersen TR, Arnesen KE, Torsvik H,
Froland SS, Semb AG, Aukrust P.(2003). Hydroxymethylglutaryl coenzyme a reductase

inhibitors down-regulate chemokines and chemokine receptors in patients with coronary

artery disease. ] Am Coll Cardiol 7;41(9):1460-7.

Wasserman K. (1987). Determinants and detection of anaerobic threshold and consequences

of exercise above it. Circulation v. 76(VI), p. 29-37.

Weber KT, Janicki JS, McElroy PA. (1987). Determination of aerobic capacity and the severity

of chronic cardiac and circulatory failure. Circulation v. 76(VI), p.40-5.

Wei CC, Meng QC, Palmer R, Hageman GR, Durand J, Bradley WE, Farrel DM, Hankes GH,
Oparil S, Dell’Italia L].(1999). Evidence for angiotensin-converting enzyme and chymase-

mediated angiotensin II formation in the interstitial fluid space of the dog heart in vivo.

Circulation 99:2583-89.

White HD, Norris RM, Brown MA.(1987). Left ventricular end-systolic volume as the major

determinant of survival after recovery from endomyocardial infarction. Circulation 76:44-51.

Willke RJ, Zhou S, Vogel RA.(2008). Differences in cardiovascular event rates between
atorvastatin and simvastatin among new users: managed-care experience. Curr Med res Opin

24(10):2873-82.

Wyatt HL, Meerbaum S, Heng MK, Gueret P, Corday E.(1980). Cross-sectional

echocardiography. III. Analysis of mathematic models for quantifying volume of symmetric
and asymmetric left ventricles. Am Heart J;100(6 Pt 1):821-8.

World Health Organization.(1984). Report of the scientific working group on the development

and evaluation of animal models for Chagas’s disease. WHO Tech. Rep. Ser., Geneva.

-83 -



YAMADA H. Prevalence of left ventricular diastolic dysfunction by Doppler
echocardiography:Clinical application of the Canadian consensus guidelines Journal
of the American Society of Echocardiography, Volume 15, Issue 10, Pages 1238-
1244

You Fang Z., Marwick T.H. (2003). Mechanisms of exercise training in patients with heart
failure. Am Heart ] 145(5):904-11

Youssef S, Stiive O, Patarroyo JC, Ruiz PJ, Radosevich JL, Hur EM, Bravo M, Mitchell DJ,
Sobel RA, Steinman L, Zamvil SS.(2002). The HMG-CoA reductase inhibitor, atorvastatin,

promotes a Th2 bias and reverses paralysis in central nervous system autoimmune disease.
Nature. 7;420(6911):78-84

Zieker D, Zieker J, Dietzsch J, Burnet M, Northéff Fehrenbach E.(2005). cDNA-
microarray analysis as a research tool for expsasgrofiling in human peripheral blood

following exercise. Exerc Immunol Rev, 11:86-96.

Zimmerman SD, Karlon WJ, Holmes JW, Omens JH, Covell JW.(2000). Structural and
mechanical factors influencing infarct scar collagen organization. Am ] Physiol Heart Circ

Physiol 278:H194-H300.

Zornoff L.A.M., Cicogna A.C., Paiva S.A.R., Spadaro J.(2002). Remodelamento e seu impacto
na progressao da disfungao ventricular. Rev Soc Cardiol Estado de Sao Paulo12:371-78.

-84 -



Any one whose disposition leads him to attach
more weight to unexplained difficulties than to the
explanation of a certain number of facts Will

certainly reject my theory

(Chatles Darwin, The Origino of Species, 1859)

-85 -



- 86 -



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

