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Cunha, D.M. O ESTUDO DOS AUTOANTICORPOS ANTIRRECEPTORES B1 E
ANTI-M2 NA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA. Rio de Janeiro, 2012, 133f.
Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Cardiologia e Infecgdo] — Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

Fundamentos: A Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC) cujo agente etiolégico é o
Trypanosoma cruzi (T.cruzi) compromete 20 a 30 % dos individuos infectados. No
Brasil, 2 a 3 milhdes de pessoas estavam infectadas até 1980 e na América Latina
18 milhdes de pessoas. Dados mais recentes da OMS (1991) mostram que esse
numero diminuiu para 11 milhdes até 1990. Um dos mecanismos propostos para
explicar o dano miocardico na CCC é o autoimune. Objetivos: Relacionar a
titulacdo dos anticorpos anti 1 e anti M2 com fung&o ventricular esquerda,
disautonomia e arritmias cardiacas. Metodologia: Estudo transversal com 64
pacientes portadores de CCC confirmada sorologicamente por Elisa e
Hemaglutinagdo. A titulagdo dos anticorpos anti-B1 e anti-M2 foi obtida pelo
imunoensaio ELISA. A analise da fungdo ventricular esquerda foi feita pelo
ecocardiograma através da fracdo de ejecdo (FE) pelo método de Simpson. As
arritmias cardiacas foram avaliadas pelo Holter cardiaco de 24 h assim como a
disautonomia (variabilidade da frequéncia cardiaca). O teste ergométrico avaliou
disautonomia (queda da frequéncia cardiaca no primeiro minuto de recuperagao) e
desempenho cardiaco durante o esforco. O eletrocardiograma de alta resolugéo
(ECGAR) avaliou o potencial arritmogénico em pacientes sem disturbios de
condugcdo ao eletrocardiograma (ECG). Resultados: Holter de 24h: existe uma
correlagdo inversa significativa entre a titulagdo de anti-B1 com o SDNN index de 2
as 6h (rs = - 0,313, p= 0,041; n=43) e uma correlacdo direta significativa entre
a titulacdo do anti- M2 com SDANN de 2 as 6h (rs = 0,317; 0,039; n=43) .
Teste ergométrico: observou-se correlagdo direta significativa entre a titulagédo
anti-B1 e o duplo produto (rs=0,371; p=0,005, n=56).0 subgrupo com
resposta cronotropica normal apresentou titulacdo anti-B1 significativamente
maior que o subgrupo com resposta cronotropica deprimida (p = 0,023).
O subgrupo com resposta inotropica normal apresentou titulagdo anti-M2
significativamente maior que o subgrupo com resposta inotropica deprimida
(p=0,044). Ecocardiograma: FE (Simpson) n&o correlacionou significativamente com
anti-B1 e anti-M2 (rs =0,045; p = 0,73 ; n=62), (rs =-0,036; p = 0,78),
respectivamente. ECGAR: RMS>20 e LAS <38 n&o mostrou correlagdo significativa
de RMS com as titulagbes de anti- 1 (rs-0,268; p= 0,26; n=18) e anti-M2 (rs= -
0,121; p=0,63; n=18) e de LAS com anti- B1 (rs =0,006; p = 0,98; n=18) e anti-
M2 (rs=0,059; p=0,82; n=18). ECG: titulagdo de anti-B1 e anti- M2 foram
significativamente maiores no grupo com Fibrilagdo atrial (FA) que no grupo sem
FA (p=0,01) e (p=0,029) respectivamente. O subgrupo com ritmo cardiaco sinusal
apresentou anti-M2 significativamente menor que o subgrupo sem ritmo cardiaco
sinusal (p= 0,035).Analise multivariada: o Duplo Produto (p=0,016) foi variavel
independente, ao nivel de 5%, para titulagdo anti-31. SDANN de 2 as 6h (p=0,13)
foi variavel independente ao nivel de 15% para explicar a titulagdo de anti-M2.
Conclusées: Os anticorpos anti- B1 correlacionam de forma inversa e significativa
com o SDNN index e o SDANN ao Holter de 24h no periodo de 2 as 6h, de
forma direta comduplo produto ao teste ergométrico, resposta cronotropica e com



fibrilacdo atrial ao ECG. Os anticorpos anti-M2 correlacionam diretamente com o
SDNN index e SDANN ao Holter, com a resposta inotropica normal ao teste
ergomeétrico e com a fibrilagdo atrial ao ECG. Analise multivariada: o duplo produto

é variavel independente (5%) para anti-B1 e SDANN(15%) é variavel independente
para anti- M2.

Palavras- Chaves: 1. Autoanticorpos 2. Cardiopatia chagasica 3. Disautonomia.
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ABSTRACT

Fundamentals: The chronic chagas’ cardiopathy (CCC), whose etiologic agent is
the Trypanosoma cruzi (T.cruzi), commits 20 to 30 % of the infected subjects. In
Brazil, 2 to 3 million people were infected until 1980 and, in Latin America, 18
million people. More recent data from OMS (1991) showed that this number
decreased to 11 million until 1990. Thus, one of the mechanisms proposed to
explain the myocardial damage is auto-immunity. Objectives: To relate anti-f1 and
anti-M2 antibodies titration with left ventricular function, dysautonomia and cardiac
arrhythmias. Methodology: Cross-sectional study with 64 patients serologically
confirmed by ELISA and He- magglutination to have CCC. The titration of the
anti-B1 and anti-M2 antibodies was obtained by ELISA. The analysis of the left
ventricular function was performed by echocardiography using the ejection fraction
(EF) by the Simpson method. The cardiac arrhythmias were evaluated by 24h
Holter and so was the dysautonomia (HEART RATE Variability). The stress test
was used to evaluate the dysautonomia (heart rate recovery at the first minute) and
the cardiac performance during stress. The signal-average electrocardiogram
(SAECG) was used to study the arrhythmogenic potential in patients without
conduction disturbances at the electrocardiogram (ECG). Results: 24h Holter: there
is a significant inverse correlation between the anti-B1 antibodies titration and
SDNN index from 2 to 6h (rs=- 0.313; p=0.041; n=43). Also, there is a significant
direct correlation between the anti-M2 antibodies titration and SDANN from 2 to 6h
(rs = 0.317; 0.039; n=43). StressTest: we observed a significant direct correlation
between the anti-B1 and the Double Product (rs=0.371; p=0.005, n=56). The
subgroup with normal chronotropic response showed significantly higher anti- 1
titration than the one with depressed chronotropic response (p = 0.023). The
subgroup with normal inotropic response showed significantly higher anti-M2
titration than the subgroup with depressed inotropic response (p=0.044).
Echocardiography: EF (Simpson) had no significant correla- tion with anti-31 and
anti-M2 antibodies (rs =0.045; p = 0.73; n=62), (rs=-0.036; p = 0.78), respectively.
SAECG: RMS>20 and LAS <38 didn’t show significant correlation between the RMS
and the anti-B1 (rs -0.268; p= 0.26; n=18) and anti-M2 (rs = -0.121; p = 0.63;
n=18) titration, and neither between LAS and both, anti- 1 (rs=0.006; p = 0.98;
n=18) and anti-M2 (rs =0.059; p = 0.82; n=18), titrations. ECG: anti-1 and anti-M2
antibodies titrations were significantly higher in the group with atrial fibrillation (AF)
than in the one without AF (p=0.01 and p=0.029, respectively). The subgroup with
sinus cardiac rhythm showed anti-M2 antibodies titration significantly lower than
the subgroup without (p=0.035). Multivariate Analysis: the Double Product
(p=0.016) was the independent variable, at the level of 5%, for the anti-B1 titration.
SDANN from 2 to 6h (p=0.13) was the independent variable, at the level of 15%, to
explain the anti-M2 titration. Conclusion: The anti-B1 antibodies significantly
inversely correlate with the SDNN index and the SDANN at the 24h Holter in the
period of 2 to 6h, and directly with the double product at the stress test,
chronotropic response and atrial fibrillation at the ECG. The anti-M2 antibodies
directly correlate with the SDNN index and SDANN at the Holter, with a normal



inotropic response at the stress test and with atrial fibrillation at the ECG.
Multivariate analysis: the double product is the independent variable (5%) for anti-
B1 and SDANN (15%) is the independent variable for anti-M2

Keywords: 1. Autoantibodies, 2. Chagas cardiopathy, 3. Dysautonomia
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ABREVIATURAS E SIGLAS

ACh = Acetilcolina

ACV = Aparelho cardiovascular

AL = Anticorpos liticos

Anti-B1= Antirreceptores 31 adrenérgicos
Anti-M2 = Antirreceptores muscarinicos M2
AMPc = Monosfosfato de adenosina ciclico
APCs = Células apresentadoras de antigenos
ATP = Trifosfato de adenosina

BRD = Bloqueio de ramo direito

BRE = Bloqueio de ramo esquerdo

CCC = Cardiopatia chagasica crénica

CDI = Cardiomiopatia dilatada de causa idiopatica
Cx-43 = Conexina 43

DNS = Doencga do n6 sinusal

ECGAR = Eletrocardiograma de alta resolugéo
ECG = Eletrocardiograma

ECO = Ecocardiograma

FA = Fibrilagéo atrial

FC = Frequéncia cardiaca

Gap = Jungdes comunicantes

Gs = Proteina G estimulatoria

Gi = Proteina G inibitéria.

GDP = Difosfato de guanosina

GMPc = Guanosina monofosfato ciclico

GPI = Glicosil-fosfadil-inusitol

GTP = Trifosfato de guanosina

HAS = Hipertenséao arterial sistémica

HBAE = Hemibloqueio anterior esquerdo

ICC = Insuficiéncia cardiaca congestiva

IFNy = Interferon gama



IL = Interleucina

INC = Instituto Nacional de Cardiologia

IVE = Insuficiéncia ventricular esquerda

LAS = Sinais de baixa amplitude

MHC = Complexo maior de histocompatibilidade
NK = Natural killer

PCR = Reacao em cadeia de polimerase

PLC = Fosfolipase C

PKA = Proteina cinase A

SNA = Sistema nervoso autbnomo

SNC= Sistema nervoso central

SNP = Sistema nervoso periférico

TCLE= Termo de consentimento livre e esclarecido
T.cruzi = Trypanosoma cruzi

TGF-B = Fator de crescimento de transformacao 3
TNFa = Fator de necrose tumoral a

TE = Teste ergomeétrico

TS = Trans-sialidase

TV = Taquicardia ventricular

TVS = Taquicardia ventricular sustentada

TVNS = Taquicardia ventricular ndo sustentada
VD = Ventriculo direito

VE = Ventriculo esquerdo

VFC = Variabilidade da frequéncia cardiaca

WHO = World Healty Organization

JNC-7 = The Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention De-

tection, Evaluation, and the Treatment of High Blood Pressure

Parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca:

NNs - numero de intervalos P-P considerados normais;
NNNSs - numero de intervalos normais adjacentes durante o registro;

NNmedia - média de todos os ciclos cardiacos avaliados (ms);



RMS = voltagem média dos 40 ms terminais do QRS;

rMSSD - raiz quadrada da média da soma do quadrado das diferengcas entre os
ciclos adjacentes;

SDNN - Desvio padréo de todos os ciclos P-P mensurados durante o registro (ms).;
SDANN - desvio padrdo da média de todos os seguimentos de 5 minutos de
registro (ms);

SDNN-index - média do desvio padrdo de todos os seguimentos de 5 minutos de
registro (ms);

pNNSO - percentual de variagdo > que 50ms entre os ciclos normais sucessivos

durante o registro.
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1. INTRODUGCAO

Segundo Charles Rosenberg, as doengas nao constituem realidades dadas na
natureza a serem “desvendadas” pelos médicos e cientistas, mas s&o histérica e
socialmente construidas, no que diz respeito tanto aos significados sociais a ela
atribuidos, quanto as categorias e aos conteudos pelos quais o conhecimento médico
cientifico as define como fenémenos bioldgicos particulares. E mediante este processo
social de enquadramento (framing) que elas assumem o estatuto de entidades

conceitualmente especificas e reais "

A doenca de Chagas resulta de uma infeccdo parasitaria, cujo agente
etiolédgico é o Trypanosoma cruzi (T.cruzi), um protozoario da familia
Trypanosomatidae. Este infecta pelo menos 100 espécies de mamiferos de diferentes
ordens, entre eles, populagdes de hospedeiros vertebrados tais como seres humanos,

animais silvestres, domésticos e invertebrados como os insetos vetores ©.

O T.cruzi tem um ciclo evolutivo complexo envolvendo dois hospedeiros
intermediarios, um triatomineo, o inseto vetor, e os vertebrados. Apresenta trés
estagios distintos de desenvolvimento morfolégico e funcional: epimastigotas,
trypomastigotas e amastigotas. As formas epimastigotas e amastigotas séo formas
replicativas, sendo que, a forma epimastigota encontra-se no tubo digestivo do inseto
vetor e a amastigota no interior das células de mamiferos. As formas néo replicativas e
infectantes, trypomastigotas metaciclicos, sdo encontradas nas fezes e urina do inseto

vetor e as trypomastigotas circulantes, no sangue de mamiferos ¢4,

Conforme mostra a Figura 1, inicialmente, o inseto Triatoma infestans (T.
infestans) pica o hospedeiro e defeca ao mesmo tempo. A solugado de continuidade
permite a entrada da forma trypomastigota metaciclica (1). Os trypomastigotas
invadem as células sanguineas, onde se transformam em amastigota (2). Ai se
multiplicam (3) e transformam-se em tripomastigotas sanguineos (4). As células se
rompem e os parasitas sao liberados na corrente sanguinea, podendo invadir novas
células, onde se multiplicam em amastigotas. Os tripomastigotas sanguineos ©) podem
ser sugados por um novo inseto e reinicia-se o ciclo do parasita. No tubo digestivo do

6

inseto, os tripomastigotas sanguineos transformam-se em epimastigotas © que se

multiplicam ) e diferenciam em tripomastigotas metaciclicos.
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Figura 1- Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi

Naoin S.E' cin o ) ingecto pica e defeca ao mesmo tempo, O 9 O tripomastigotas im'?adem célnlas onde se
Barbairo tripornastizota passa 4 ferida nas fezes. transformam emn amastigotas.
Tranformam-se em tripomastizotas A. ::'Q‘

Os arnastigotas
Os tripanossomas entin  Mltiplicarn-se dentro das
irrvardern novas celulas e C9l0las assemalmente.

Mtlphcam—se %
a \

Tripanomastigotas regifies diferentes do

sa.nguj.neos corpo oue irvadern e onde

ain aheorvidos por s mnltiplicara cotoo
enovo imsecto e armastigntas.

Transformam se em noa plcad.a

epimastizotas no
intesting do insecta

\ _- J
A— Estigio infeccioso

Og amastigotas transfonmar-se em
A Estigio diagndstico tnpomast]gotas e destroem a célula
aindo para o sanzue

Fonte: TRYPANOSSOMA CRUZI. Dlsponlvel em:
http://pt.wikipedia.org/wiki/Trypanossoma cruzi

A histéria tem mostrado que tanto a doenga de Chagas quanto outras doengas
transmissiveis, evoluem e se adaptam na dependéncia das condi¢cdes ecologicas
naquele momento. Os triatomineos ndao se domiciliam ou disseminam casualmente,
mas atrelados a aspectos geograficos e de sua histéria natural. Sistematizar
conhecimentos e formular hip6teses sobre a dispersao dos triatomineos brasileiros é
assunto oportuno face a noticias recentes de transmissao alimentar da doenga de

(4,5,6,7)

Chagas

O Trypanosoma foi observado pela primeira vez,em 1841, por Gabriel Valentin,
quando ao analisar o sangue de uma truta, observou entre os eritrécitos, algo em
movimento que foi identificado como Trypanosoma. David Gruby, posteriormente, em

1843, confirmou a presenga do Trypanosoma no sangue de um sapo, chamado entao


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Chagas_ciclo_de_doen%C3%A7a.JPG
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Trypanosoma sanguinis tendo sido a partir dai comunicado a descoberta a academia
de Paris. David Bruce e Tomas Lewis, entre 1878 e 1880, detectaram a presenca de
Trypanosoma no sangue de cavalos, na Africa do Sul. Na india, Griffith Evans, médico

veterinario, também detectou a presencga do protozoario em cavalos, mulas e camelos
®)

No Brasil, as primeiras décadas do século XX foram marcadas pela descoberta
de Carlos Chagas. Mineiro de Oliveira e sanitarista de Manguinhos que, convidado por
Oswaldo Cruz para trabalhar na campanha antipalidica no interior de Minas Gerais,
tomou conhecimento da existéncia de um inseto hematéfago que amolestava as
pessoas, particularmente a noite. O inseto se alojava em casa de barro e palha e em
sua cloaca observavam-se parasitos com caracteristicas morfoldgicas de Crithidias
(género de protozoario Trypanosoma encontrado em intestinos de artrépodos) ©.

Carlos Chagas capturou e identificou-o corretamente como inseto
(Panstrogilus megistus) e enviou a seu mestre Oswaldo Cruz. As Crithidias foram
inoculadas em animais de laboratério e, um més depois o Trypanosoma foi encontrado
no sangue destes animais. Carlos Chagas entdo denominou-o Trypanosoma cruzi em
homenagem a Oswaldo Cruz. Quando em 1909, o chamaram para ver uma menina de
dois anos, Berenice, que apresentava um quadro febril com adenomegalia,
visceromegalia e T. cruzi no sangue, ndo teve duvida, estava fechado o ciclo da

doencga ©.

A primeira prova imunosorolégica para aplicagdo diagnéstica, fixagdo de
complemento, foi estabelecida por Guerreiro e Machado. Em 1915, Carlos Chagas
apresentou uma revisdo sobre a fisiopatogenia da doenga com a contribuicdo de
outros nomes como Ezequiel Dias, Artur Neiva, Eurico Villela e outros. Permaneceu a
frente dos estudos sobre trypanosomiase americana, até 1934, deixando bastante
clara a forma aguda da doenga e, bem caracterizada clinicamente a forma cardiaca de

evolucdo crénica ©.

Em 1948, instalou-se em Bambui, Minas Gerais, o Centro de Estudos do
Instituto Oswaldo Cruz, © sob a direcdo de Emanuel Dias, onde se desenvolveram as
primeiras pesquisas para o controle da doenga de Chagas. Sensibilizado pelo contato
direto com as vitimas do “mal de Chagas”, Dias, tornou-se um exemplo na campanha
de profilaxia da doencga, defendendo o combate direto aos triatomineos, a exemplo do

que tinha sido feito na Venezuela com resultados promissores "'%.
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A grande colaboragéo de Dias foi tornar notéria a dimenséo continental da
endemia e buscar a participagdo de organismos internacionais no controle do inseto
vetor. Com a sua morte, em 1962, termina sua trajetéria, mas continuaria avangando o
processo de instucionalizagédo da doenga de Chagas no campo cientifico e da saude
publica "'

Apesar dos grandes avangos no controle da doenga de Chagas observado ao
longo dos cem anos de seu descobrimento, deparamos ainda com novos problemas
decorrentes das mudancas sociais e ambientais vividas pela sociedade moderna. A
relagdo e a interacdo desta nova sociedade com o meio ambiente, os movimentos
populacionais, o turismo que atrai pessoas de diferentes regides geograficas tem

transformado uma moléstia latino-americana em doenga global '?).

Uma estimava da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) afirma que, pelo
menos 100.000 pessoas infectadas moram nos Estados Unidos da América. Dados
recentes sugerem aproximadamente 300.000 pessoas infectadas. O alto fluxo
migratorio de individuos de areas endémicas para n&o endémicas explica a
transmissdo da doenga, seja por transfusdo sanguinea, acidente laboratorial,

transplante de érgéos e transmiss&o congénita e oral ("%,

Considerada um sério problema de salde publica na maioria dos paises da
Ameérica Latina, sabe-se que até 1980, pelos menos, 18 milhdes de pessoas estavam
cronicamente infectadas e que 200.000 novos casos apareciam a cada ano com mais
e 40 milhdes de pessoas com risco de contrair a doenga. Segundo dados da OMS
(1991), esse numero diminuiu para 11 milhdes até o final da década de 1990. No
Brasil, a expectativa era de 2 a 3 milhdes de pessoas infectadas, com uma incidéncia

de 100 novos casos por ano (contaminagao via oral) (121314.15.16.17.18)

A iniciativa do Cone Sul (Incosul) teve inicio em 1991 envolvendo os paises
Argentina, Brasil, Chile, Uruguai, Paraguai, Bolivia e Peru. Tem sido um dos maiores
programas de cooperacao internacional e desenvolve um importante trabalho de
controle do T. infestans, principal vetor da doenga no Brasil e nestes paises. As
medidas estabelecidas provocaram importante impacto sobre a reducdo da

mortalidade '

A certificagdo recebida pela maioria dos estados brasileiros em relagdo a
eliminagdo da transmissao vetorial da doenga de Chagas, diz respeito a espécie T.
infestans e sabe-se que outras espécies de vetores como o Triatoma brasiliensis, até

entdo vetor de menor importancia, tem se destacado na transmissio vertical da
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doenga de Chagas na regido que forma o encontro das divisas entre os estados de
Tocantins, Piaui e Bahia (Brasil Central). Uma preocupacgéo atual dos epidemiologistas
€ a endemizacdo da Amazdnia porque de 16 espécies de triatomineos silvestres

encontrados nessa regido, pelo menos 10 estdo infectados com o T. cruzi "¢

Existem dois estagios da doenga em humanos, a fase aguda e a fase cronica.
A fase aguda caracteriza se pela picada do inseto vetor, um triatomineo, que ao picar
a pele de um individuo, simultaneamente defeca no local liberando assim a forma
tripomastigota do T. cruzi. A reacdo local conhecida como chagoma € a porta de
entrada para o parasita que, uma vez na circulagcéo, provoca reagoes sistémicas que
se caracterizam por linfoadenopatias, esplenomegalia, hepatomegalia e, algumas
vezes reacgao conjuntival dolorosa com edema palpebral unilateral denominado sinal
de Romafa. Alguns casos desenvolvem miocardite, meningo-encefalite que podem

ser fatais (121419,

A fase aguda acomete, em geral, jovens abaixo de 15 anos e particularmente
criangas de 1 a 5 anos de idade e as manifestagdes clinicas costumam durar de 4 a 8
semanas, depois da picada do inseto vetor. Grande parte desses pacientes nao sabe
que estao infectados e s6 tomam conhecimento do problema de 20 aos 50 anos de
idade quando, por alguma circunstancia, se submetem a exames soroldgicos,

levantamentos epidemioldgicos ou, se apresentam como doadores de sangue.

A fase crbnica comega quando as manifestagées clinicas da fase aguda
desaparecem. Em paciente n&o tratado, a resposta imune do hospedeiro diminui a
parasitemia e, algumas vezes ele fica protegido para o resto da vida, porém, pelo
menos 50 % dos pacientes infectados podem apresentar na corrente sanguinea
T.cruzi viavel durante muitos anos, que s6 poderdo ser identificados por técnicas
especificas como xenodiagnostico e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

considerada padr&o ouro para o diagnéstico da doenga de Chagas 2.

Cerca de 70% dos pacientes infectados permanecem assintomaticos para o
resto da vida, sem quaisquer sinais de comprometimento orgénico, conforme, pode ser
constatado por exames cardiolégicos (eletrocardiograma, ecocardiograma, radiografia

de torax) e estudos radiolégicos de eséfago e colon.

Estudos epidemioldgicos indicam que de 10 a 30 % dos individuos que sao
soropositivos para o T. cruzi, ttm alguma anormalidade eletrocardiografica e, isto
provavelmente, ja representa injuria miocardica. A cardiomiopatia chagasica é,

portanto, a manifestagdo clinica mais importante e os sintomas variam de uma
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insuficiéncia cardiaca leve a morte subita. Arritmias cardiacas e o tromboembolismo
séo também frequentemente encontrados. O comprometimento do ventriculo direito
(VD) produz ainda edema de membros inferiores e hepatomegalia caracterizando um

quadro de insuficéncia ventricular direita '?).

Os achados mais frequentemente encontrados ao eletrocardiograma (ECG)
séo o bloqueio de ramo direito (BRD), o hemibloqueio anterior esquerdo (HBAE),
condugao atrioventricular prolongada, alteragdes difusas da repolarizagéo ventricular,
extrassistoles ventriculares e supraventriculares isoladas ou em salvas. Ondas Q
patologicas e fibrilagdo atrial (FA) podem ser encontradas em estagios mais

avancados da doenca 9.

Portanto, compreender os mecanismos envolvidos na patogénese da doenca
de Chagas preocupa e envolve a comunidade cientifica, desde o inicio do século.
Mecanismos distintos tém sido estudados tanto em humanos com cardiopatia

chagasica quanto em modelos experimentais infectados por T. cruzi.

Nas décadas de 1960 e 1970, os novos conhecimentos da biologia molecular e
a engenharia genética injetaram verdadeira renovagdo nas ciéncias bioldgicas,

(11 e, dentro deste contexto,

particularmente no campo de pesquisa basica
intensificaram os estudos para compreensdo dos mecanismos que explicassem a

complexa patogenia da doenga de Chagas.

As hipoteses relacionadas a lesdo direta do tecido pelo parasita, o dano
neuronal e distirbios microvasculares ndo eram suficientes para explicar as inUmeras
complicacbes e a evolugdo da cardiopatia observadas em pacientes chagasicos e,
assim, os mecanismos autoimunes aparecem nestas duas décadas como a principal

causa da miocardite linfocitaria.

Historicamente, Margarinos-Torres em 1929 e Carlos Chagas "*?%, foram os
primeiros autores que propuseram a hipétese de mecanismos imuno-alérgicos para
explicar as lesdes inflamatérias encontradas da fase cronica e consideravam que

produtos liberados pelo parasita degenerado pudessem ativar tais mecanismos.

Kozma et al.?", em 1960, descreveram a possibilidade de fibras miocardicas
intensamente parasitadas na fase aguda da infecgdo se romperem liberando no
citoplasma antigenos proprios ndo acessiveis ao sistema imune. O resultado seria a
formagdo de autoanticorpos antimiocardio. Os autores Okomura e Thales %%, em

1962, #2% afirmaram que a miocardite chagasica crénica era resultante da produgao
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de autoanticorpos contra produtos necréticos do T.cruzi e que as alteragbes

inflamatérias eram independentes da presenca do parasita no local.

Do ponto de vista experimental, a participacdo dos processos autoimunes na
génese do dano miocardico inflamatério surgiu quando se observou que animais
imunizados com antigenos do T.cruzi apresentaram resposta imune mediada por
células contra os antigenos do parasita e também contra antigenos proprios desses

animais.

Em 1974, Cossio et al.®” observaram no soro de pacientes chagasicos
cronicos a presenca de anticorpos circulantes que reagiam contra endocardio,
estrutura vascular e intersticio, denominados EVI. Nesta mesma época, Teixeira et

al.(25:26)

propuseram que mecanismos autoimunes entravam em acdo logo apods a
infecgdo e mantinham-se ativos pela continua estimulagédo antigénica durante a
evolugdo da doenca. Apesar de alguns autores tais como Mortattie et al.*® nao terem
demonstrado a presenga do reconhecimento de fibras miocardicas autdlogas na
presenga de anticorpos anti-T. cruzi, a participacdo de mecanismos autoimunes na
génese da miocardite chagasica foi sustentada por trabalhos como os de Cossio

descritos anteriormente.

Também Sterin-Borda et al.?”

em 1976, estudaram a presenga dos
anticorpos EVI no soro de pacientes chagasicos e avaliaram o efeito desses soros em
preparagdes isoladas de atrio de ratos. Os autores observaram que soros contendo
EVI produziam aumento significativo na frequéncia das contragdes atriais e que, estas
eram bloqueadas na presenga de um bloqueador (B-adrenérgico. Nesse estudo o EVI
foi capaz de bloquear parcialmente a agdo da noradrenalina nesse preparado de
atrios. Logo, ficou claro que esses anticorpos provocavam mudangas funcionais
semelhantes a dos agonistas parciais B-adrenérgicos e que poderiam bloquear ou

atenuar a resposta dos receptores B-adrenérgicos a noradrenalina exégena.

Explicando ainda os processos autoimunes relacionados a miocardite

chagasica, Ribeiro dos Santos e Buch %)

propuseram que na fase aguda da
infecgao, logo nos primeiros dias, a forma amastigota liberaria junto as fibras cardiacas
ou neurdnios, antigenos que estimulariam a resposta imune humoral e ou celular
contra o parasita. Isto levaria a uma destruicdo das células sensibilizadas por este
antigeno e o produto final seria liberagéo de autoantigenos (antigenos cripticos), agora
provocando uma reacao autoimune. Conforme os autores, acreditava-se que esta
resposta autoiimune dependeria da predisposi¢cado genética do individuo ou do animal

de experimentagéo .
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Em 1975, Teixeira et al.*® demonstraram, experimentalmente, que coelhos
imunizados com a proteina P ribossomal do T cruzi desenvolviam uma miocardite

compativel com resposta autoimune.

Outros autores conseguiram reproduzir os mesmos resultados #%? até que,
em 1989, Levin et al.®® observaram que pacientes portadores de cardiopatia
chagasica crénica apresentavam em seus soros presenca de anticorpos contra um
epitopo da proteina P ribossomal do T. cruzi, muito semelhante a proteina ribossomal
humana. Os titulos desses anticorpos eram mais altos em pacientes na forma cronica,

que naqueles com a forma indeterminada da doenga de Chagas.

As décadas de 1970 e 1980 e inicio da décade de 1990 foram marcadas por
trabalhos que avaliaram a reacgao cruzada entre a proteina ribossomal P do T.cruzi e a
proteina ribossomal humana (mimetismo molecular) e por avangos no conhecimento
da estrutura dos receptores B-adrenérgicos, entdo utilizados como antigenos para

rastrear anticorpos especificos B-adrenérgicos na cardiomiopatia dilatada ?°°3".

Estratégias avangadas, também deste periodo, foram a introdugédo de
combinagdo de técnicas de clonagem génica e imunoquimica que permitiram
protocolos rapidos e eficientes, capazes de identificar um grande numero de antigenos
parasitas. Os anticorpos presentes no soro de pacientes chagasicos puderam ser

rastreados através das bibliotecas de express&o génica ).

A genbmica e a protedmica contribuiram, neste periodo, para o avanco das
pesquisas no final da década de 1980. O estudo das proteinas expressas por um
organismo, célula ou tecido facilitam a compreensdo de mecanismos envolvidos na

patogenia das doengas #%3435%),

Dentro desse contexto, em 1985, Hudson et al. propdem que a reacao cruzada
entre epitopos antigénicos do T. cruzi e células cardiacas desencadeiam uma ativagao
policlonal de linfocitos T durante a fase aguda da infecgdo. Esses clones seriam
perpetuados durante a fase aguda da infecgéo, explicando assim, os processos auto-
imunes na doenga de Chagas. Em suporte a esta idéia, Levin e Bonfa descrevem,
também, a existéncia de reatividade cruzada entre proteinas ribossomais e antigenos
do parasita e Van Voorhis demonstra o mimetismo molecular entre um antigeno
associado ao flagelo do T. cruzi (160 kD) e uma proteina de 48 kD do sistema nervoso

do hospedeiro %
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Um dado interessante foi a identificacdo de um epitopo de 6 aminoacidos
aminados da cadeia pesada de miosina que apresenta homologia com um antigeno
imuno-dominante do T. cruzi a proteina B-13.

Cunha—Neto et al. ®” demonstraram que 100% dos pacientes com cardiopatia
chagasica crénica apresentam em seus soros anticorpos que reagem com a miosina
cardiaca e com a proteina B-13 do Trypanosoma. Nos pacientes sem cardiopatia,
assintomaticos, isso acontece em apenas 14% deles. Ainda experimentalmente, foi
demonstrado pelos mesmos autores que fragmentos cardiacos de pacientes
chagasicos cronicos, contendo linhagens de células CD4+, in vitro, sdo capazes de
responder ao estimulo proliferativo tanto da proteina B-13 do trypanosoma, quanto da
miosina. Porém, o que nao se sabe é se esta resposta cruzada é resultante do
reconhecimento destas duas proteinas por um mesmo clone ou devido a varios clones
de linfécito T, com propriedades antigénicas distintas. Em resumo, a miosina € um
antigeno intracelular, mas de que maneira esse antigeno é reconhecido por

anticorpos, ainda n&do esta demonstrado.

Estudos de bidpsia endomiocardica, nas décadas de 1980 e1990, contribuiram
muito para compreensdo da doenga. Molina, em 1984, ®® em estudos de biépsia em
pacientes chagasicos, detectou I1gG, IgA, IgM e C3 em capilares, intersticios,
endocardio e superficie de fibras cardiacas. Higuchi et al.®® em 1986, ndo
demonstraram imunoglobulinas ou complemento em bidpsias de chagasicos com
insuficiéncia cardiaca usando técnica de imunofluorescéncia. Essa mesma autora,
posteriormente em estudos de necropsia, demonstrou a associagdo entre a presenca
de antigenos do T. cruzi e a presenga de moderada a severa inflamagéo miocardica.
Formas amastigotas degeneradas foram encontradas na matriz intersticial, no

citoplasma de macréfagos, dentro de fibras miocardicas e células endoteliais “%.

Em 1994, Chiale et al“" estudaram a prevaléncia de anticorpos
antirreceptores 3 adrenérgicos na cardiopatia chagasica crénica utilizando peptideos

sintéticos derivados das sequéncias de aminoacidos dos receptores.

O papel dos marcadores inflamatérios, citocinas, fatores de crescimento e o
polimorfismo genético relacionados as doencas cardiovasculares, marcam o
embasamento dos novos conhecimentos da patogénese da doenga de Chagas na

virada do século (#4243:44:45:46.47)

Atualmente, muitas questdes sobre a agao dos anticorpos na doenga de Chagas

ainda continuam pouco esclarecidas. Seriam os anticorpos capazes de exercer efeitos
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estimulantes e ou inibitérios que pudessem intervir na fungao ventricular e atividade
elétrica do coragdo, funcionando como marcadores de dano miocardico? Eles
exercem efeitos funcionais em todos os pacientes? Eles estdo relacionados com

disfuncao nodal?

O presente estudo tem como objetivo investigar a relagdo dos autoanticorpos
circulantes, antirreceptores -1 adrenérgicos (Anti-B1) e antirreceptores muscarinicos
(anti-M2) com as complicagdes da Cardiopatia Chagasica Crénica (disautonomia,

disfungéo ventricular esquerda e arritmias cardiacas).

2. REVISAO DE LITERATURA

A Cardiopatia Chagasica Crénica (CCC) é uma cardiomiopatia resultante de
um processo inflamatério focal ou difuso, dependente da interagéo parasito-hospedeiro
e do tropismo do T.cruzi por células musculares cardiacas, acarretando uma fibrose

progressiva com danos irreversiveis para o coracdo “®.

A Cardiopatia dilatada de causa chagasica ndo € apenas uma desordem de
contratilidade miocardica, mas uma sequéncia complexa de eventos mediados por
neurotransmissores que alteram componentes celulares e moleculares do miocardio.
O desfecho final cursa com atrofia e necrose de cardiomidcitos, perda das miofibrilas,

infiltrado intersticial inflamatério, fibrose perivascular e intersticial 2.
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Histologicamente verifica-se uma miocardite linfocitaria difusa, escassos ninhos
de parasitas, fibrose intersticial difusa e atrofia dos midcitos. Na fase cronica da
doenga de Chagas a fibrose € uma das alteragbes mais significativas, associada a

infiltrados inflamatérios e degeneracdo de cardiomidcitos %"

Sabe-se que a capacidade de proliferacao dos cardiomiécitos € extremamente
reduzida e isto dificulta sua capacidade de regeneragdo em casos de dano celular
grave, fazendo com que mecanismos compensatorios de aumento global da sua
dimensao tentem compensar a perda. Contudo, o que se observa é que o colageno
ocupa o lugar da célula perdida, enquanto, no sitio de tecido lesado ocorre uma fibrose
reparativa (cicatrizagédo). Na area proxima a lesao celular, encontra-se uma produgao
aumentada de TGF-B (fator de crescimento de transformacgao-8), que contribui para a

hipertrofia dos midcitos e processo de deposi¢ao de matriz 249,

A complexa etiopatogenia da doenga de Chagas nao tem sido totalmente
compreendida ao longo desses anos. Alguns mecanismos tém sido propostos para
explicar uma variedade de danos miocardicos observados em pacientes com
cardiopatia chagasica cronica: 1- Dano celular relacionado a presenca do parasita na

célula cardiaca; 2 — Disautonomia; 3 - Resposta autoimune: mimetismo molecular; 4-

Disturbios microvasculares “34,

2.1. DANO MIOCARDICO

Existem evidéncias de que na doencga de Chagas, o T. cruzi interage com
componentes da matriz extracelular do hospedeiro, levando a um aumento
desses componentes. Assim, os antigenos liberados pelo T. cruzi, sensibilizam
as células hospedeiras, provocando uma resposta imunoldgica aos antigenos
do parasita %849 As células do tecido conjuntivo produzidas localmente s&o
os fibroblastos, os macrofagos, mastécitos, plasmocitos, células adiposas. Os
fibroblastos sintetizam as proteinas do colageno e elastina e participam da

producdo do fator de crescimento ©?

(controlam o crescimento e a
diferenciacao celular).

O tecido conjuntivo do nosso organismo, dentre inumeras fungdes, tem um
papel mecéanico de sustentagdo, que é dado por um conjunto de moléculas

(matriz) que conecta e liga as células e érgéos ©2.
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Ha evidéncias que algumas citocinas produzidas por humanos e animais
de laboratério infectados pelo T. cruzi participam da génese e regulagdo da
fibrose cardiaca modulando a expressdo génica de células miocardicas. A
TGF-B (Fator de crescimento de transformacdo [) destaca-se pelo seu
importante papel na regulacdo da formagdo e degradacdo da matriz
extracelular 7).

Niveis plasmaticos de TGF[ estdo aumentados em pacientes chagasicos
cronicos, quando comparados a individuos normais (0,21ng/ml para 0,4ng/ml)
respectivamente. Os niveis mais elevados de TGF[3 parecem ter relagdo com
formas mais graves de disfungédo cardiaca avaliadas por diferentes métodos
(eletrocardiograma, ecocardiograma e avaliag&o clinica) e ainda parecem ser
responsaveis pela mudanga de plasticidade celular o que leva a perda de
contatos celulares mediada pelas proteinas juncionais como as conexinas @),

Métodos histologicos classicos demonstram a auséncia ou pouca
quantidade de parasitos no coragao de humanos ou de animais de laboratério
infectados pelo T. cruzi. Contudo, técnicas mais sofisticadas como a PCR
(reagdo em cadeia de polimerase), que amplifica um segmento especifico de
DNA do parasita, estdo sendo utilizadas para sua deteccédo em pacientes com
sorologia positiva ou duvidosa ®*. Uma observacéo interessante é que, quando
se reduz a carga parasitaria apos tratamento com tripanosomicida (em
humanos e animais de laboratorio) reduz-se também a miocardite crénica. Do
mesmo modo, a reinfeccdo pelo T. cruzi (imunodeprimidos) é capaz de
exacerbar o processo inflamatorio e a evolugdo da doenga ©°.

Assim, a inflamagéo e agressao tissular direta provocada pela presenga do
parasita, responde por um dos mecanismos envolvidos na génese da

miocardite chagasica.

2.2 - DISAUTONOMIA
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O termo Sistema Nervoso Autdbnomo (SNA) foi criado pelo fisiologista inglés
John Langley (1853-1925) e é composto de um conjunto de neurdnios situados na
medula espinhal e no tronco encefalico cujos axénios se comunicam com quase todos
os o6rgéos e tecidos do corpo. Claude Bernard foi o primeiro a perceber que o equilibrio

quimico do corpo pode ser controlado pelo sistema nervoso.

Entende-se por disfungdo autondédmica ou disautonomia cardiaca um disturbio
funcional do sistema nervoso autbnomo, de natureza primaria ou secundaria, que
resulta em alteragdes funcionais ou organicas localizadas em um ou em ambos os
componentes do sistema nervoso autbnomo e em quaisquer de suas estruturas,

centros encefalicos, vias aferentes e vias eferentes ©¢°").

Classicamente, o SNA foi dividido em simpatico e parassimpatico. Esse
sistema se organiza a partir de neurdnios centrais situados no tronco encefalico e na
medula, cujos axdnios emergem do sistema nervoso central (SNC) e constituem
nervos, que formam uma segunda populagao de neurdnios, chamados periféricos, que
localizam-se em ganglios ou se distribuem em plexos nas paredes das visceras.
Considerando os ganglios como ponto de referéncia, os neurbnios centrais e seus

axonios sdo pré-ganglionares e os periféricos sdo pds- ganglionares 2.

Existe uma diferenga estrutural basica entre o sistema nervoso simpatico e
parassimpatico: O simpatico possui neurénios pré-ganglionares curtos que localizam-
se junto a coluna vertebral. Os axdnios pds-ganglionares sdo longos, incorporam-se

aos nervos e estendem-se até os 6rgaos alvo, por todo o organismo.

No parassimpatico, as fibras pré-ganglionares sao longas e terminam em
ganglios ou plexos praticamente localizados nas paredes das visceras ou mesmo

dentro delas, e suas fibras pos ganglionares sao curtas.

Para compreender a disfungdo autondmica em pacientes com doenca de

Chagas, é necessario observar algumas particularidades desse sistema ©"°®.

A regulagéo da frequéncia cardiaca e do inotropismo é exercida pelo SNA. O
Sistema nervoso de um vertebrado é constituido de duas partes, uma dentro do cranio
e da coluna vertebral que recebe o nome de Sistema Nervoso Central (SNC) e outra
distribuida por todo o organismo, sistema nervoso periférico (SNP). Neste, existem
células nervosas agrupadas em ganglios situados nas proximidades do sistema

nervoso central e junto ou dentro das visceras.
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No SNC esta a grande maioria das células nervosas e seus prolongamentos e,
no SNP observa-se poucas células, mas um grande numero de prolongamentos que

séo as fibras nervosas, que se agrupam em filetes para formar os nervos.

O SNP nao tem fungado exclusivamente condutora, mas é também capaz de
processar informagdes através dos contatos entre neurdnios situados nos ganglios
sensitivos (espinhais) e nos ganglios motores ou secreto-motores situados em varias
visceras. O neurdnio, unidade morfofuncional do sistema nervoso, é capaz de veicular
sinais elétricos que conduzem informacdes e codificam tudo que percebemos no
mundo exterior e no meio interno. Emergindo do corpo neural ou soma dos neurdnios,
observa-se o axdénio, de onde saem a informacdes eferentes para outras células de

um circuito neural.

Os efetores do SNA sado, em geral, células ou 6rgaos que realizam tarefas
como resposta a uma mensagem quimica e, para reconhecer essa mensagem, 0S
efetores precisam expressar na superficie celular receptores moleculares capazes de
reconhecer esses mensageiros quimicos. A maior parte dos mensageiros quimicos
autondmicos, 0s neurotransmissores ou neuromoduladores das fibras poés
ganglionares séo liberados no meio extracelular e se difundem até os receptores. No
coragao, os efetores contrateis (células musculares ou mioepiteliais) e os terminais
axobnicos, localizam-se préximos uns aos outros para que os receptores dos efetores

possam reconhecer e responder a mensagem desses terminais.

A informagao quimica produzida pelo neurénio € veiculada elétricamente na
forma de potencial de acdo até os terminais axdnicos onde é transformada e
transmitida quimicamente para o neurbnio conectado. Uma vez que a informagéo
quimica é percebida pelo segundo neurdnio, volta a ser veiculada eletricamente

gerando novo potencial de agdo (dupla conversao) 9.

Para explicar a patogénese da Cardiopatia chagasica mecanismos como a
disautonomia, frequentemente encontrada nesses pacientes, tem sido relatada desde
1922 nos primeiros estudos de Carlos Chagas e Eurico Vilela. Os autores
descreveram a discreta resposta cronotrépica observada em pacientes chagasicos
ap6s uso de atropina. Muitas décadas se passaram até que Fritz Kderbele, um
patologista austriaco, naturalizado brasileiro e professor de patologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto desde 1953, publicou os primeiros estudos sistematicos
que conduziu, sobre a padronizagao da técnica de contagem de neurdnios intramurais

cardiacos %"
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Na visdo de Koerbele, a cardiopatia chagasica seria essencialmente uma
cardiopatia neurogénica, sendo o sistema parassimpatico o mais comprometido.
Conforme estudos quantitativos que realizou, a redugdo média de neurdnios
encontrada foi de 55% em relagdo ao parassimpatico e 35% em relagcdo ao simpatico
(génglio estrelado). Outros investigadores usando a mesma técnica de Kderberle,

também confirmaram a reducdo importante de neurdnios intramurais ©¢2¢364),

Em estudos experimentais animais infectados pelo T.cruzi, mostram uma
periganglionite associada a alteragbes na célula de Schwann e fibras nervosas.
Estudos de autdpsia confirmam a importante denervacao parasimpatica em pacientes
com morte subita. A maioria dos ganglios cardiacos intramurais, conforme mostram os
estudos de Korbele, sdo de origem parassimpatica e isto provoca um desbalanco
autondmico que induz uma resposta exacerbada as catecolaminas. Esse mecanismo
favorece o aparecimento de arritmias cardiacas graves e cardiomiopatia induzida

pelas catecolaminas .

Uma observacao importante em relagdo a disfungao autonémica do paciente
chagasico é que ela pode ocorrer antes do aparecimento da disfungao ventricular e em
todas as fases da doenga, até mesmo nas formas digestivas. A disfungdo autonémica
que ocorre na insuficiéncia cardiaca de qualquer etiologia esta relacionada a uma
dessensibilizagdo pos- sinaptica de receptores 3 adrenérgicos e pode ser parcialmente

reversivel com o controle clinico ©?.

Os disturbios neurogénicos que levam a disautonomia e particularmente a
denervagdo do nédulo sino-atrial causam graves complicagdes nos pacientes com
Cardiopatia Chagasica. A destruicao de fibras parassimpaticas pode indiretamente ser
responsavel pela morte subita, arritmias cardiacas graves e comprometimento global

da fungao ventricular esquerda ©®7).

Estudos experimentais mostram que tanto na fase aguda, quanto na crénica da
doenga de Chagas pode-se observar disturbios de condugao ventricular. Em culturas
de células cardiacas de roedores com infeccdo aguda nota-se redugdo de
acoplamento celular e dos batimentos sincrénicos. A proteina Cx-43, das jungdes Gap,
esta relacionada com estas alteragdes. Modificagdes das respostas eletrofisiolégicas
encontradas no coragdo, como potencial de acdo encurtado, niveis de calcio em
repouso elevados e a resposta aos a agonistas alteradas ndo sdo encontradas no
grupo controle. Os achados desse estudo sugerem que a infecgdo chagasica pode
causar modificagdes dos canais ibnicos do coragao e isso explicaria os disturbios de

conducdo frequentemente encontrados “%.
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Muitos estudos abordando as jungdes Gap e conexina-43, moléculas
responsaveis pela conducdo do estimulo elétrico, tentam explicar os possiveis danos

miocardicos causados pela infecgdo chagasica “7:°368:69.70)

Estudo experimental recente ©°

sobre disautonomia mostra que ratos
modificados geneticamente que apresentam expressédo reduzida de vesiculas de
acetil-colina com consequente diminuicdo da liberagdo deste neuro-transmissor,
apresentam desequilibrio autonémico que causam remodelamento e disfuncdo

cardiaca.

2.3. MECANISMO AUTOIMUNE

Investigacdes clinicas e experimentais, ao longo de mais de trés décadas tém
demonstrado que o mecanismo autoimune € um dos mais importantes na patogénese
da doenga de Chagas, embora o seu papel na evolugdo e complicagdes da doenga
nao esteja ainda esclarecido.

Uma abordagem inicial sobre mecanismos imunolégicos e receptores
cardiacos B adrenérgicos e muscarinicos facilitam a compreensdo da complexa

resposta autoimune resultante da interac&o parasita e cardiomiécito.

Tanto a imunidade humoral ou adquirida, quanto a celular ou inata estao

envolvidas na CCC 129

A imunidade humoral depende de glicoproteinas circulantes no sangue e outros
liquidos, os anticorpos, produzidos pelos plasmécitos, células originadas dos linfocitos
B ou células B. Na imunidade celular, as células imunocompetentes reagem e
destroem células que exibem na superficie moléculas estranhas. Participam desta
resposta imune, além dos linfécitos, os leucécitos granuldcitos (neutrdfilo e eosindfilo)

e agranulodcitos (mondcito, macréfago e linfécito Natural Killer — NK). A resposta de
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imunidade celular (linfocito T) é determinada por peptideos derivados da digestao
parcial dos antigenos associados as moléculas de MHC (Major Histocompatibility
Complex), localizadas nas membranas das células apresentadoras de antigenos %72
As células apresentadoras de antigenos, APCs (Antigen Presenting Cells), sao
encontradas na maioria dos érgdos, derivam da medula 6ssea e sao representadas
pelas células dendriticas, macréfagos, células de Langerhans da epiderme e linfocitos

B.

Através da presenca na superficie celular do complexo MHC, o sistema imune
distingue as moléculas préprias do organismo daquelas estranhas. OS MHCs
possuem uma estrutura que € Unica para cada pessoa. Existem duas classes de MHC,
o tipo I, que esta presente em todas as células e o tipo Il que é encontrado nas células
apresentadoras de antigeno, conforme descritas acima. As moléculas MHC I
consistem em um sistema intracelular que coloca o complexo MHC Il e o peptideo na

membrana das células apresentadoras de antigenos.

Os precursores dos linfocitos T localizam-se na medula dssea, penetram nos
capilares sanguineos e sao retidos no timo, ai se proliferam e diferenciam-se em
subpopulacdes de células T helper, T supressora e T citotoxica. Os linfécitos T helper
estimulam a transformagao de macréfagos em plasmocitos e os T supressores inibem
a resposta humoral e celular acelerando o término da resposta imune. Assim, linfécitos
T helper e T supressores sao células reguladoras. Os linfocitos T citotdxicos atuam
diretamente sobre células estranhas e infectadas através de dois mecanismos: a
producao de proteinas perforinas, que abrem os orificios da membrana plasmatica
causando lise das células e indugao das células alvo a um processo de morte

programada, a apoptose (71.72.73)

A producdo de anticorpos tem sido indicada como importante fator no
estabelecimento do controle da infecgcdo. A resposta imunolégica tipo T helper (Th1),
potencializa e direciona iniUmeros mecanismos efetores, incluindo producdo de
anticorpos, ativagao de células fagociticas para destruir o parasita e a produgao de
célula T do tipo CD4+ e, mais tardiamente CD8+. A auséncia desses mecanismos

efetores resulta em infeccdo aguda incontrolada e letal 7).

Na doenca de Chagas, os primeiros estudos relacionados a resposta imune
focalizaram-se na resposta humoral. A presenca de anticorpos reativos ao parasita
tem contribuido de forma importante, para caracterizar a resposta humoral nesses
pacientes. Anticorpos reativos a epitopos de galactose sdo encontrados no soro

desses pacientes e denominados anticorpos liticos (AL). Esses encontram-se
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elevados em pacientes com forma indeterminada da doenga, sugerindo um papel de
protecdo. Contudo, outras classes de anticorpos reativos a estruturas especificas do
hospedeiro estédo relacionadas com a patogenia da doenga de Chagas crbnica e sao
capazes de ativar a proliferacdo de linfécitos B e T, especialmente células B CD5+,
relacionadas a processos autoimunes. A maioria dos estudos em doenga de Chagas
provavelmente prioriza a resposta celular devido a destruicao tecidual observada nos
pacientes com CCC. Células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
doenga de Chagas, células T CD4+ e mondcitos produzem citocinas inflamatorias

capazes de desencadear um processo imune determinante na evolugdo da doenca .

O dano celular observado na CCC acompanhado da presenca de infiltrado
inflamatorio contribuiu para que a maioria dos estudos imunolégicos tivessem como
alvo a resposta celular. Contudo, considerando a importancia das interagdes parasita-
hospedeiro é pouco provavel que apenas um brago do sistema imunoldgico esteja

associado & evolugdo da doenga .

A complexidade do ciclo biolégico do T. cruzi sugere que o controle da infecgéo
envolve uma combinagdo de respostas imunoldgicas adaptativas do hospedeiro que

opera em varios niveis do sistema imunologico.

2.3.1. RECEPTORES CARDIACOS

Alguns neurdnios tém a capacidade especifica de produzir moléculas, os
neurotransmissores, € armazena-las em vesiculas sinapticas em altas concentracoes.
A acetilcolina (ACh) é sintetizada pela colina acetil-transferase a partir da colina
proveniente da alimentacdo ou degradagdo da propria ACh do acetato que o
citoplasma possui. As catecolaminas, grupo que inclui a adrenalina, a noradrenalina e
dopamina sdo sintetizadas a partir do aminoacido tirosina. O potencial sinaptico
produzido pelo neurotransmissor s6 €& possivel pela existéncia de moléculas
receptoras. O receptor € um complexo de moléculas de natureza protéica capaz de

estabelecer uma ligacdo quimica com o neurotransmissor 2.
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Experiéncias baseadas em estudos com animais de laboratério mostram
evidéncias de que anticorpos interagem com constituintes celulares, modificam o
metabolismo celular e podem comprometer a forca mecanica e elétrica do coragdo Os
anticorpos antirreceptores 31, assim como os anticorpos antirreceptores M2 acionam
os receptores cardiacos de forma agonista aos seus respectivos neurotransmissores,
noradrenalina e acetil-colina. Logo, os anticorpos anti-B1 sdao capazes de aumentar a
frequéncia cardiaca e a pressao arterial , enquanto os anti-M2, diminuem a frequéncia

cardiaca, bloqueiam a condug&o atrioventricular e prolongam o QT in vitro ")

Existem duas classes de receptores: os ionotropicos que sao canais ibnicos
dependentes de ligantes e os metabotropicos séo ativados indiretamente por meio de
uma proteina intracelular, a proteina G ou através de agao enzimatica intracelular do

proprio receptor 978,

Os receptores ionotropicos quando acionados pelos neuromediadores, sendo
esses receptores o proprio canal idnico, sofrem uma modificagdo tridimensional
(alosteria), que causa a abertura do canal e permite a passagem de ions através da
membrana. Se predominar o fluxo de sédio para dentro da célula, a ligagao do
mediador com o receptor provocara uma despolarizacdo da membrana e ele sera
chamado de excitatério. Se predominar o fluxo de cloro de fora para dentro da célula
ou de potassio de dentro para fora, a resposta ligante-receptor sera uma
hiperpolarizagdo e o receptor sera chamado de hiperpolarizante ou inibitério (ndo

deflagra potencial de agao).

Os receptores metabotropicos ndo sao canais idnicos, logo, a transmissdo da
mensagem quimica € indireta através de reagdes intracelulares que fosforilam canais
idnicos independente dos receptores situados nas regides adjacentes da membrana.
Em geral o que inicia essas reagbes intracelulares € uma molécula ancorada na face

interna do receptor, chamada proteina G que liga trifosfato de guanosina (GTP) 8.

Quando um neurotransmissor, ao se ligar no receptor, muda a sua conformagéo, a
proteina G libera o seu difosfato de guanosina (GDP) e o substitui por um GTP retirado
do citosol. Quando o GTP se incorpora, separa-se a unidade a do complexo. Esta
percorre a membrana até encontrar outras proteinas integrais da membrana que
realizam fungdes diferentes e sdo chamadas proteinas efetoras (canais ibnicos), que

completam a transmissao sinaptica 9.

Na célula cardiaca, quando o neurotransmissor Ach se liga aos receptores

colinérgicos muscarinicos, esse ativa a proteina G e sua unidade a, provocando a
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abertura dos canais de potassio abundantes nas membranas das células miocardicas.

O fluxo de potassio € hiperpolarizante e gera um potencial inibitorio.

Os receptores de acetilcolina sdo proteinas compostas por cinco subunidades
sendo duas a, uma B, uma y e uma 6 (alfa, beta, gama e delta), vide Figura 2. De
acordo com sua sensibilidade e afinidade por moléculas especificas, eles podem ser
classificados em nicotinicos (ionotrépicos com afinidade pela nicotina) e muscarinicos
(metabotrépicos com afinidade pela muscarina). A acetilcolina ativa tanto receptores
muscarinicos, quanto os nicotinicos. Os receptores muscarinicos sao ativados
especificamente pela muscarina, substancia proveniente de um cogumelo alucinégeno
Amanita muscaria. Os nicotinicos sdo ativados pela nicotina substancia extraida da
planta Nicotiana tabacum. Os receptores muscarinicos da acetilcolina fazem parte da
familia de receptores acoplados a proteina G e ativam os canais idnicos por acionar
uma cascata de reacdes quimicas mediadas por um segundo mensageiro. Eles se
localizam em todas células alvo do sistema nervoso parassimpatico, células alvos dos
neurbnios poés ganglionares simpaticos que s&o acionados pela acetilcolina

(colinérgicos) ©9.

Figura 2 — Receptor muscarinico A — Subunidades a, B, y e 8. B — Dominios
presentes em cada subunidade: N-terminal hidrofilico (a), quatro segmentos
hidrofébicos transmembrana (b), dominio hidrofilico variavel (c), C-terminal
hidrofilico (d) e algas intracelulares formando sitios de fosforilagao (e).
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Fonte adaptada: Ventura, 2010.

Os subtipos de receptores M1, M3 e M5 estao acoplados a proteina Gq11 que
ativada promove a agado da fosfolipase C (PLC) causando aumento da fungdo do
orgao a que estao acoplados. Na célula muscular lisa libera para o citoplasma o calcio
sequestrado no interior da célula, induzindo a interacdo actina-miosina e provocando a
contragdo muscular ", enquanto a ativagdo dos subtipos M2 e M4 medeiam a inibigéo

da adelinato ciclase ?.

Na célula muscular lisa, paradoxalmente, provoca vasodilatagao (agéo na parede
muscular da artéria) que pode ser explicada da seguinte maneira: A ativagdo da
proteina Gg aumenta a concentragao de calcio no citosol plasmatico. O papel do calcio
na célula endotelial que ndo possui um mecanismo contratil & ligar-se a calmodulina
que ativa a sintetase do o6xido nitrico. Esse gas difunde-se para a musculatura do
vaso, induzindo a ativagdo da guanil-ciclase, com consequente aumento intracelular
de Guanosina monofosfato ciclico (GMPc) que é considerado um potente relaxador da

musculatura lisa.

A adenil-ciclase, uma enzima situada nas proximidades da membrana poés
sinaptica, tem como fungédo desfosforilar um composto de alta energia existente no
citosol o Trifosfato de Adenosina (ATP), transformando-o em monosfosfato de
adenosina ciclico (AMPc). A acado normal do AMPc na célula é ativar outra enzima
fosforilante chamada proteina cinase A (PKA) que esta presente no citoplasma. A
adrenalina presente em alguns terminais nervosos do coragdo atua sobre os

receptores B que, também usam o AMPc como mensageiro ©9)

Na célula cardiaca, a proteina G atua ativando a adenil—ciclase, o aumento da
producao de AMP ciclico e finalmente ativacdo da PKA que fosforilam os canais de
calcio dependentes de voltagem e presentes em grande quantidade na membrana.
Ocorre, portanto, despolarizacdo e posteriormente contracdo da célula cardiaca. O

resultado final € aumento da frequéncia cardiaca e forga de contracao celular.

Anticorpos antirreceptores 3 adrenérgicos desempenham um papel importante na
patogenia da doenga de Chagas crbnica, conduzem a disfungao e lesao das fibras

miocardicas, pois sdo capazes de manter um efeito estimulante das células cardiacas
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que dura mais de 24h, enquanto os efeitos produzidos pelos agonistas neuro-humorais

duram em torno de 6h “,

O aumento da atividade da adenil-ciclase e os niveis intracelulares elevados de
AMPc fazem com que esses anticorpos IgG antirreceptores 3 adrenérgicos sejam
considerados agonistas 3 adrenérgicos. Tanto a cardiomiopatia dilatada de causa
idiopatica, quanto a chagasica, apresentam aumento da agdo adrenérgica mediada
por anticorpos que podem exercer efeitos cardiotdxicos, semelhantes aos produzidos
pelas catecolaminas. Estudos experimentais mostram, por exemplo, que a infusdo de
isoproterenol em animais de laboratério produz alteragdes cardiacas semelhantes
aquelas observadas na cardiopatia chagasica como aneurisma de ponta, lesdes focais

com infiltragdo de células mononucleares “V.

Os receptores [3 adrenérgicos posicionam-se estrategicamente sobre a
superficie da membrana celular e conta com trés elementos basicos para o seu
funcionamento, o proprio receptor de superficie, a adenil-ciclase e a proteina G que
regula o sinal intracelular produzido pela ocupagao dos receptores 3 adrenérgicos na
superficie da membrana celular. "® A adenil-ciclase é a enzima efetora do complexo
neurotransmissor-receptor, € capaz de converter o ATP em AMPc, que tem a
capacidade de ativar proteinas quinases e, assim, fosforilar estruturas alvo dentro da

célula que regulam o fluxo de caélcio e sua ligagao a receptores intracelulares.

As proteinas G (GMP dependentes) ao promoverem o acoplamento dos
receptores de superficie a adenil-ciclase podem provocar uma atividade estimulatéria

(Gs) ou inibitdria (Gi) sobre a unidade catalitica, a adenil ciclase.

Os processos fisioldgicos ativados pela adrenalina e noradrenalina dependem
da interagdo desses neurotransmissores com receptores [ adrenérgicos especificos
localizados na membrana celular. Os receptores 3 adrenérgicos, de acordo com o seu
sitio de agéo, foram inicialmente classificados em a adrenérgicos (a-AR) e B
adrenérgicos (B-AR). Posteriormente, subtipos distintos foram descritos: receptores 1
(presentes no miocardio e responsaveis pelo inotropismo e cronotropismo positivo do
coragao) e receptores 32 (encontrados em musculos lisos e esqueléticos exercendo

acao de relaxamento muscular).

A classificagdo desses receptores foi baseada na poténcia dos agonistas da
adrenalina e noradrenalina, que se equivalem na ativacdo dos (1 receptores.
Entretanto, a adrenalina tem mais poténcia para ativar os receptores 2 adrenérgicos

. Outros receptores B adrenérgicos atipicos tem sido descritos 33 e 4 (1 em estado
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de baixa afinidade). Suas propriedades farmacoldgicas caracterizam- se por
apresentar baixa afinidade por antagonistas B-AR classicos como o propranolol. Os
receptores B-adrenérgicos (B-AR) ligados a proteina G(s) apresentam sete dominios
transmembrana que apresentam uma homologia em torno de 60%, em relagao a sua
sequéncia de aminoacidos. Cada um destes sete residuos hidrofébicos de
aminoacidos atravessa a membrana celular e a porgdo N-terminal do receptor, é
exposta na porcao extracelular do receptor enquanto a porgdo C-terminal é interna a
membrana plasmatica (Figura 3).

Figura 3 — Modelo de distribuicao do receptor 3-adrenérgico
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Fonte: Dixon et al., 1987.

A expressao protéica dos receptores regula-se pela ativagdo ou repressao dos
genes que controlam a sintese de proteinas a partir do acido ribonucleico mensageiro
(RNAm) e por outros mecanismos pos transcricionais. Sabe-se, ainda, que os B-AR
além de estarem associados as proteinas Gs que resultam na ativagao da adenil-
ciclase e producdo de AMP ciclico, estdo também associados com acoplamento a
outras proteinas G que podem desempenhar um mecanismo cardioprotetor

particularmente em pacientes com insuficéncia cardiaca ©*"89.

Estudo utilizando cultura de cardiomidcitos mostra que os anticorpos anti-B1
adrenérgicos tem importante papel na fisiopatologia da cardiomiopatia dilatada. Além
de exercerem efeito apoptotico direto sobre os midcitos, o soro desses animais ou a
IgG purificada induzem cardiomiopatia dilatada em outros animais e esse efeito pode

ser revertido com a remocao especifica dos anticorpos anti-B1 receptores®.

Chiale et al.*" para estudar a prevaléncia de anticorpos antirreceptores B
adrenérgicos na doenga de Chagas usaram como ferramenta os peptideos sintéticos
derivados das sequéncias de aminoacidos dos receptores. Foram considerados
positivos os soros cujas densidades Opticas fossem = 2 desvios padrdes da promédia
das densidades o6pticas dos pacientes controles e postularam que o dano miocardico
cronico, que se observa na miocardiopatia chagasica poderia ser a expressao de uma
“cardiomiopatia adrenérgica”, mediada por um efeito estimulante agonista dos

anticorpos anti-B1sobre os receptores adrenérgicos. Os autores demostraram que a
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prevaléncia de anticorpos anti-1 € maior na cardiopatia chagasica crénica do que em

individuos com cardiopatia ndo chagasica ou normais.

A CCC é uma cardiomiopatia infamatéria grave que tem prognéstico pior, do que
as de etiologia ndo inflamatéria como a doenga isquémica e a cardiomiopatia dilatada.
Pelo menos 30 % dos pacientes desenvolvem a forma cronica da doenga e alguns
fatores envolvidos na susceptibilidade do individuo infectado pelo T. cruzi, ainda nao

foram totalmente compreendidos (444,

Alguns autores ®" indicam que a imunizacdo de camundongos com proteina
recombinante do T.cruzi (TcP2B) provocam elevada e especifica produgéo de
anticorpos contra a porgao C terminal do epitopo contendo 13 residuos (peptideo R13:
EEEDDDMGFGLFD) e que tem uma atividade estimulante (1 adrenérgica
concomitante. Outros animais submetidos a mesma imunizagdo nao tiveram resultado
semelhante. Bergami ®" estudou 50 camundongos sendo 25 Balb/c e 25 Swiss os
quais foram imunizados com TcP2pB. Destes, 31 desenvolveram uma resposta positiva
contra R13 e 19 ndo apresentaram reag¢do. Dos 31 anti-R-13 positivo, vinte e cinco
tinham anticorpos anti-R13 que reconheciam uma sequéncia de residuos descontinua
ExDDxFG e havia uma relacdo da presenga desses anticorpos com taquicardia
supraventricular. Os outros seis, com apenas anticorpos anti R-13, apresentavam
eletrocardiograma normal. Os autores sugerem que o reconhecimento do acido
glutdmico na posi¢do 3 do peptideo R-13 define a capacidade desses anticorpos de
reagir com os peptideos AESDE na segunda alga extracelular dos receptores B1
adrenérgicos, estimulando-os e participando dos mecanismos moleculares

relacionados a patogénese da cardiopatia chagasica.

Com o objetivo de estudar a estrutura béasica dessa reatividade cruzada e
demonstrar a capacidade desses anticorpos induzirem sintomas depois de uma
imunizagdo passiva, os autores isolaram quatro diferentes fragmentos que foram
clonados, sequenciados e expressos em Escherichia coli. As propriedades
imunoquimicas farmacolégicas e fisiologicas de cada fragmento foram testadas, na
tentativa de definir o modelo mais preciso possivel e descrever os residuos envolvidos
na reacdo cruzada. Através de Ressonancia plasmoénica de superficie somente o
fragmento scFvC5 (fragmentos de cadeias simples) tinha uma afinidade mensuravel
pelos receptores 1 derivados do peptideo H26R. Este € um documento claro que
mostra que um anticorpo induzido pela proteina intracelular do T. cruzi tinha a
capacidade de reagir com um peptideo humano representando o dominio extracelular

essencial de um receptor cardiaco.
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Os resultados mostraram que o epitopo R-13 foi capaz de induzir um anticorpo
que reconhece a segunda alga extracelular dos receptores 31 e que sdo capazes de

induzir arritmias ventriculares, quando transferidos passivamente para camundongos
(81)

Alguns autores sugerem que os autoanticorpos circulantes sdo expressao de um
efeito by-stander dirigido primariamente contra estruturas do parasita, baseado no fato
de que anticorpos contra a porcdo C-terminal da proteina P ribossomal do T. cruzi
foram capazes de produzir reagéo cruzada com receptores 3 adrenérgicos. Esse efeito
tem sido atribuido a um epitopo altamente acido chamado R13 (EEEDDDMGFGLFD)

que apresenta similaridade com AESDE, da segunda alca extracelular do receptor “9.

Estudo ®? desenvolvido para avaliar a participagédo dos anticorpos IgG, com
acao agonista muscarinica e sua relagao com disfungado do nédulo sinusal e fungéo
ventricular esquerda, mostrou que pacientes chagasicos crbénicos com doenga do
nédulo sinusal e com qualquer grau de disfungado ventricular esquerda tém maior
prevaléncia de anticorpos anti- M2, quando comparados aos pacientes sem doenca
sinusal e que estas alteragcdes ndao dependem de idade e ou sexo . Contudo, na
literatura ndo ha dados suficientes para considerar que a presenca de anticorpos anti-
M2 seja responsavel pelas alteracbes do sistema de condugdo, arritmias e

bradiarritmias encontradas em pacientes com cardiopatia Chagasica.

A interagédo de anticorpos IgG, presentes no soro de pacientes chagasicos com
cargas negativas da segunda alga extracelular desses receptores, pode interferir na
atividade mecanica e elétrica do coracdo . Para testar essa hipotese, coragdes
isolados de coelhos foram incubados com soro de pacientes chagasicos (ricos em IgG
e com disturbio da eletrogénese e da condugao atrio-ventricular) e com peptideos
correspondentes a segunda alga extracelular de receptores M2 e diferentes peptideos
derivados da proteina P ribossomal do T. cruzi. Observou-se que o fator antigénico
que induz a ativagao da IgG em chagasicos, provavelmente € um antigeno intracelular
do T. cruzi. A 1IgG do soro de pacientes chagasicos interage com a segunda alga
extracelular dos receptores M2 do coragéo de coelhos. As cargas negativas presentes
na proteina P ribossomal do T. cruzi induzem a interagédo entre IgG do soro de

pacientes chagasicos e os receptores cardiacos®.

Outros autores®

vém, ha longa data, estudando experimentalmente o
envolvimento de anticorpos anti-proteina P-ribossomal do T. cruzi nos disturbios de

conducdo cardiaca e, a possivel relagcdo dos defeitos de condugdo e arritmias
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cardiacas, com fatores humorais e comprometimento das jungdes gap o que levaria a

alteragbes nas vias de transduccao de sinais, comprometidas nas células infectadas.

A presenca de autoanticorpos antirreceptores acoplados a proteina G tem sido
descrita em soros de pacientes com CCC e em pacientes com cardiomiopatia dilatada

de causa idiopatica (CDI) ©°

Alguns autores tem demonstrado forte correlacdo entre a presenga de

anticorpos antirreceptores M2 e respostas disfuncionais do né sinusal ©¢:87:83:89.90)

Os anticorpos antirreceptores M2 apresentam, também, um papel importante
no desenvolvimento de Fibrilagdo atrial, mesmo em pacientes sem cardiopatia
chagasica. Estudos experimentais mostram o efeito desses anticorpos (anti-M2) em
atrios de coelhos imunizados com peptideos sintéticos correspondentes ao receptor
M2, comparados com coelhos controle. A presenca de anticorpos anti M2
correlacionou-se com alteragdes eletrofisidlogicas como tempo de ativagéo atrial
prolongado, encurtamento do periodo refratario efetivo, aumento d potencial

arritmogénico com indugéo e perpetuacdo da fibrilagao atrial "

Levitus et al. ®® demonstraram que peptideos clonados do parasita (JL5) eram
capazes de reagir com soros de pacientes chagasicos. O peptideo clonado foi
identificado como porcdo C terminal da proteina P ribossomal do parasita que
desenvolve uma reatividade cruzada com a proteina P ribossomal do hospedeiro. Isso
se deve a uma sequéncia homologa de aminoacidos entre a proteina do parasita e a

proteina do hospedeiro em torno de 90%.

Estudo mostrando a contaminacg&o acidental em humano por T. cruzi, ®® caso
raro na literatura, mostrou a producdo de anticorpos especificos anti-T. cruzi e sua
cinética. A resposta imune relaciona-se provavelmente a distorcdo global da producao
de células B, induzindo uma autorreatividade. Esse estudo acompanhou por 93 dias,
através do método ELISA, a producdo de anticorpos nao especificos e especificos de
doenga de Chagas adquirida em laboratério. Até dezessete dias ndo houve resposta
imune. Observou-se que a IgM e a IgA aumentam antes da IgG. O aumento das trés
classes de anticorpos sugere uma resposta policlonal. Os niveis de IgG sdo os mais
elevados e reagem com antigenos naturais mostrando uma polireatividade que

sugere o papel do mimetismo molecular na sintese de autoanticorpos.

A ligacdo cronica dos autoanticorpos com os receptores da acetil-colina é

capaz de induzir uma diminuicdo da populacdo funcional desses receptores
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explicando, assim, as alteragbes neuromusculares e eletrofisiolégicas observadas

durante o curso da doenga de Chagas ©®.

Quando se compara a CCC com CDI pode se observar através de alguns
estudos que embora os epitopos reconhecidos pelos anticorpos na CDI estejam
localizados na segunda alga extracelular dos receptores 31-adrenérgicos a taxa de
afinidade dos anticorpos antirreceptores pode ser medida em nM (nano Molar),
enquanto na cardiomiopatia chagasica € medida em pM (micromolar). Isso explicaria o
fato de que pacientes com CDI sempre mostram uma resposta cronotropica positiva
mesmo na presenca de anticorpos antirreceptores M2. Pacientes com cardiopatia
chagasica apresentam uma resposta cronotrdpica positiva ou negativa dependendo da

prevaléncia funcional de um ou outro receptor ©.

Assim, farmacologicamente, tanto o0s anticorpos antirreceptores 1
adrenérgicos de pacientes com cardiomiopatia chagasica, quanto daqueles com CDI
podem ser classificados como agonistas parciais, pois inibem parcialmente de forma
nao competitiva, a ligacdo do antagonista do receptor e isto pode ser observado em
estudos experimentais em cardiomiécitos de camundongos. Observa-se que esse

efeito nunca atinge niveis semellhantes ao estimulo com Isoproterenol.

Outra observagao interessante desse estudo € que, quando sdo gerados
fragmentos monovalentes de anticorpos a atividade agonista deste anticorpo é
invertida. Isso significa que estes fragmentos perdem a sua atividade intrinseca, mas

sdo capazes de bloquear completamente a atividade agonista do Isoproterenol.

Se o dominio N-terminal da segunda alga extracelular for inibido por bloqueio
estérico espacial ou alteragdes conformacionais da membrana, local onde os epitopos
sdo reconhecidos pelos anticorpos antirreceptores, o sitio de ligacdo desses
anticorpos se altera e isso explicaria uma atividade agonista inversa de fragmentos

monovalentes de anticorpos.

Hipoteses para explicar a resposta autoimune na cardiopatia chagasica tém
sido levantadas, como a destrui¢cdo do citoesqueleto das células miocardicas gerando
autoantigenos e resposta autoimune. Porém, estas hipoteses ndo conseguem explicar
porque a segunda alca extracelular € o alvo dos anticorpos e expde a célula
permanentemente a um estimulo imunolégico, mesmo em individuos sem cardiopatia

(siléncio do epitopo) 2.

Para avaliar a relagdo entre a presenga de anticorpos IgG agonistas

muscarinicos e a relacdo destes com alteracbes na eletrogénese cardiaca,
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particularmente na sindrome do ndédulo sinusal, muitos estudos vém sendo

desenvolvidos ©%8991.9)

O comprometimento funcional do nédulo sinusal no paciente chagasico nao é
s6 devido a miocardite crdénica, mas devido principalmente a disautonomia que ocorre
independente da idade, sexo ou o estado funcional do coragdo. Se a génese desse
disturbio é de causa imunolégica ainda € motivo de discussédo, embora alguns estudos
®19%) tenham mostrado que anticorpos IgG com agdo agonista muscarinica possam
induzir disturbios na eletrogénese e conducédo do estimulo elétrico em animais de

laboratoério.

Os anticorpos circulantes, com efeito, agonista nos receptores de membrana
do sistema autonbmico, tém sido comumente encontrados em Taquiarritmias
ventriculares e bradiarritmias .Os anticorpos que estimulam receptores B adrenérgicos
e muscarinicos M, participam da patogénese das arritmias ventriculares e
bradiarritmias respectivamente. Os anticorpos antirreceptores M, estdo associados
com disfungdo do nd sinusal de causa chagasica ou idiopatica e os anticorpos
antirreceptores [ adrenérgicos estdo associados as arritmias ventriculares,

especialmente as taquiarritmias °.

Alguns autores ®* tém mostrado a relagdo entre anticorpos antirreceptores
autonémicos, arritmias ventriculares e doenga do né sinusal (DNS) e observaram que
pacientes com arritmia ventricular mostravam uma alta prevaléncia de anticorpos
antirreceptores B adrenérgicos, quando comparados com pacientes com doenga do n6
sinusal e individuos controle (saudaveis) e baixa prevaléncia de anticorpos M2. A
prevaléncia de anticorpos (3 adrenérgicos foi similar a dos pacientes com arritmia
ventricular primaria. Em constraste, pacientes com doenga do né sinusal tinham alta
prevaléncia de anticorpos anti-M2 tanto os chagasicos quanto aqueles com doenga de

causa idiopatica ®2).

Comparando dois grupos de pacientes portadores de cardiopatia chagasica
com e sem doenca do nd sinusal e relacionando-os com a presenca de anticorpos
anti-M2 observou-se associagao direta e significativa entre DNS e a presenga de
anticorpos anti-M2 e ainda entre a DNS e disfungdo miocardica. A presenca de
anticorpos M2 foi independente da disfungéo ventricular esquerda, dos sintomas

clinicos de insuficiéncia cardiaca e ainda da idade e do sexo.

Anticorpos presentes no soro de pacientes chagasicos podem interferir na

eletrogénese e atividades mecéanicas do coracdo conforme mostram estudos
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experimentais envolvendo cultura de miocitos embrionarios de mamiferos. O
mecanismo envolvido para explicar essas alteragdes, relaciona-se com as interacdes
entre anticorpos e receptores de membrana ligados a proteina G, o que leva a
ativacao de receptores 3 adrenérgicos e muscarinicos.

Para testar essa hipdtese, coragdes isolados de coelhos foram incubados com
soro de pacientes chagasicos (ricos em IgG e com disturbio da eletrogénese e da
condugao atrio-ventricular) e com peptideos correspondentes a segunda alga
extracelular de receptores M2 e diferentes peptideos derivados da proteina P
ribossomal do T. cruzi. Observou-se que o fator antigénico, que induz a ativagao da
IgG em chagasicos, provavelmente € um antigeno intracelular do T. cruzi. A IgG do
soro de pacientes chagasicos interage com a segunda alga extracelular dos receptores
M2 do coragado de coelhos. As cargas negativas presentes na proteina P ribossomal
do T. cruzi sdo importantes indutores da interagéo entre IgG do soro de pacientes

chagasicos e os receptores cardiacos ©.

Outros autores, porém, ®"*® t&m demonstrado o mimetismo molecular entre a
imunodominancia da proteina ribossomal PO do T. cruzi e um epitopo funcional nos
receptores 1 adrenérgicos em humanos. O soro de pacientes chagasicos possui
anticorpos que reconhecem a porgao carboxi-terminal da proteina PO ribossomal do T.
cruzi e a segunda alga extracelular de receptores (3 adrenérgicos em humanos.
Comparando os peptideos observou-se que eles contém um pentapeptideo com alta
homologia (AESEE na PO e AESDE no receptor 31 adrenérgico). O reconhecimento
do peptideo correspondente a segunda alga extracelular (H26R) foi inibido por P0-14
(AAAESEEEDDDDDF) e PO B (AESEE). Concomitantemente o reconhecimento do
peptideo PO- B foi inibido pelo H2CR. O reconhecimento da PO foi inibido por P014,
PO-B e H26R, mas nao por peptideo correspondente a segunda alga extracelular de
receptores 2 em humanos. A afinidade dos autoanticorpos com o peptideo H26R
mostrou que eles exercem efeito cronotrépico positivo em cardiomiécitos de ratos
neonatos. Esse efeito foi bloqueado por bisoprolol e PO-f. A partir desses resultados
conclui-se que o T. cruzi é capaz de induzir uma resposta autoimune funcional contra

os receptores 3 adrenérgicos em humanos via mecanismos de mimetismo molecular.

Costa et al. ® testaram os efeitos do soro de 58 pacientes chagasicos na
eletrogénese cardiaca, utilizando coragdo de coelhos e observaram que, os efeitos
provocados relacionavam-se a bloqueio da conducdo atrio-ventricular, gravidade da
cardiopatia e arritmias complexas, sugerindo a possibilidade de depressdo na

eletrogénese e a agao preferencialmente desses soros na ativagao da via muscarinica.
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Muitos estudos tém sido realizados tentando explicar a presenca de

autoanticorpos especificos na Doenga de Chagas (#°97:98:100.101.102)

Alguns autores °" mostram que um peptideo clonado do parasita ( Agt 11),
chamado JL5, reagia com soros provenientes de pacientes infectados pelo T. cruzi e
esse peptideo foi identificado como porgdo C-terminal da proteina P ribosomal do T.
cruzi. Muitos dados indicam que o JL5 possui epitopos que provocam reatividade
cruzada com a proteina P ribossomal do hospedeiro. A predominancia de aminoacidos

desse peptideo € homodloga a porgao C-terminal da proteina P ribossomal humana.

A natureza alostérica da interagdo das IgGs de pacientes chagasicos, com o
sitio dos receptores muscarinicos, foi confirmada observando-se que o soro desses
pacientes, e ndo de doadores normais, aumenta a eficacia da agéo agonista induzindo
o inicio de bradiarritmias. Esse efeito desaparece quando testado na presencga do
antagonista alostérico galamina. O ponto alto do estudo foi exatamente caracterizar a
acado dos autoanticorpos presentes no soro de pacientes chagasicos com a ligacao
alésterica que ocorre na segunda alga extracelular dos receptores M2 da acetilcolina e

a sua capacidade de exercer um efeito agonista e transdutor de sinal ('°1%2

Estudos experimentais em camundongos infectados com cepas brasileiras de
T. cruzi mostram que células CD8+ apresentam imunodominancia especifica para
epitopos trans-sialidase do T. cruzi e contribuem para o controle da infecgéo, mas néao
obrigatoriamente resisténcia. Células T CD8+ reconhecem a dominancia de TSKB20
(ANYKFTLV) e subdominancia TSKB74(VNYDFTLYV), epitopos da trans-sialidase. Pelo
menos 40% desses epitopos sdo encontrados no total de linfécitos T CD8b+. Embora
isto signifique a maior resposta de imunodominancia descrita pelas células T para

qualquer infecgdo, camundongos infectados evoluem para a forma cronica da doenga
(103)

2.3.2. CITOCINAS

As citocinas sao proteinas de baixo peso molecular produzidas por diferentes

tipos celulares do sistema imune. Elas sédo ativadas por estimulos externos (agentes
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infecciosos),tumores ou estresse. Além de produzir a indugdo ou regulagdo da
resposta imune, apresentam ainda outras caracteristicas como a de ser produzida por
mais de um tipo celular, dependendo das condicdes do meio ambiente
(microambiente) e apresentar diferentes efeitos; diferentes citocinas podem exercer as
mesma fungdes (redundancia), uma citocina pode potencializar ou inibir o efeito de
outra citocina (sinergismo ou antagonismo respectivamente) e ainda efeitos paracrinos
(agdo em células proximas as células produtoras) ou autdcrinos (agéo sobre a propria

célula produtora) %

Uma das principais fungdes das citocinas relaciona-se com a diferenciagéao de
células T e ativacdo de subpopulagdes de linfécitos T, que resultam na secregao de
diversas citocinas estabelecendo o perfil da resposta imune. A diferenciagdo de
células CD4+ em linfécitos T helper tipo1 (Th1) ocorre na presenga de IL-12 e IFNy
determinando um perfil inflamatério, enquanto a diferenciagao em linfécito helper tipo 2
(Th2) ocorre na presenga de IL4 e determina outro perfil inflamatério. Tem sido
descrito atualmente outras subpopulagdes de linfocitos helper (Th3), caracterizados

pela produgdo de TGF® que associam-se a um perfil regulador da resposta imune.
(103,104,105,106107,108)

Diferentes moléculas de superficie do T. cruzi tém sido consideradas como
indutoras da resposta inata glicosil-fosfadil-inusitol (GPI), as GPlIs ligadas
covalentemente as glicoproteinas semelhantes a mucinas, as GPIs mucinas e as

enzimas trans-sialidade (TS).

A supressao da imunidade mediada por células T e aumento da apoptose de
linfécitos durante a infeccdo por T. cruzi pode explicar um dos mecanismos que
contribuem para a persisténcia do parasita no hospedeiro, ou seja, um desequilibrio
entre a produgao de citocinas do tipo ativadora de macréfagos capazes de destruir o
parasita e as do tipo 2 capazes de promover a imunidade celular e reduzir o dano
miocardico Sabe-se que a resposta imune celular e humoral sdo fundamentais no
controle da parasitemia na fase aguda da doenga. Estudos experimentais mostram
que, em camundongos infectados, a deplecdo seletiva de CD4+ CD8+ induzem a

morte desses animais (1%,

As citocinas e as quimiocinas estdo envolvidas na diferenciagéo de linfocitos
Th1 e Th2 conforme mostram estudos experimentais em chagasicos. As citocinas do
tipo 1 ativam macrofagos e destroem os parasitas e as citocinas do tipo 2 tem fungao
regulatéria 0 que é necessario para promover a imunidade e reduzir a agressao

cardiaca 2.
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Estudos experimentais em camundongos Knock-out para IL-10 mostram que
quando infectados observa-se maior produgao de TNFa, IL-12 e IFN-y se comparados
ao controle. A parasitemia é diminuida, mas a resposta inflamatoéria é acelerada o que
resulta em morte do animal. O grupo controle mantém a parasitemia alta, mas

consegue controlar o processo inflamatério e sobrevive (9.

O knock-out da IL-10 provoca deplecdo de células CD4+ ou IL-12 e quando
isto acontece, ocorre retardo da morte dos camundongos infectados, logo, a deplegao

de CD4+ e IL-12 estdo envolvidas na patogénese da infecgao por T. Cruzi %,

Outros autores em estudos knock-out da IL 10, observaram que a mortalidade
dos animais, relacionava-se com niveis elevados de TNFa e aind, knock-out de IL-4,
provocou uma resposta elevada de Th1, com carga parasitaria mais baixa, porém com

miocardite intensa. """,

Talvani e cols, " observaram que na fase inicial da infecgdo (primeiros 15
dias) quando a miocardite ocorria, a expressdo predominante € o RNA do interferon Y
no coracdo de animais infectados. Porém, a expressdo dessa citocina modifica por
volta dos 60 dias ap6s a infecgédo, quando o processo inflamatdrio ja foi controlado e o
que se expressa € o mRNA da IL-4 e da IL-10. Embora, estas citocinas ja estejam
presentes desde o inicio da infecgdo indicando sua participagdo no mecanismo
regulatorio, elas s6 conseguem controlar a resposta ligadas ao Th1, que inicia-se em

torno de 60 dias apds a infeccéo .

Interessante lembrar que muitos patégenos desenvolvem mecanismos capazes
de controlar a resposta imunologica do hospedeiro e com isso garantem sua
sobrevivéncia. Dessa forma, eles sdo capazes de provocar a evasdo da imunidade
humoral e celular através de alguns mecanismos como variagdo antigénica, alteragbes
no processamento e apresentagao de antigenos, dificultando a fagocitose ou lise pelas

células do sistema inato "2,

Para estabelecer um perfil de citocinas na forma indeterminada e cardiaca da
doenca de Chagas, Avelar-Vitelli et al. " desenvolveram calculos para avaliar a
percentagem média do aparecimento das citocinas nos leucécitos, estabeleceram um
ponto de corte que pudesse demonstrar baixo e alto grau de producédo de citocinas e,
a partir dai, construiram diagramas caracteristicos para cada fase. Um grafico em
forma de poligono foi desenhado e nesse tipo de grafico, a area central revela uma
regulacdo para mais ou para menos de células produtoras de citocinas. Assim, com

esta estratégia de analise obteve-se um padrao de citocina regulatéria na forma
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indetermina (células T CD4+). A baixa frequéncia de citocinas, na forma indeterminda,
€ observada pela reduzida frequéncia de células T CD4+ inflamatérias. A baixa
producdo de citocinas regulatorias, na forma cardiaca, pode ser explicada pelo
aumento da quantidade de mondcitos em direcado a um fendtipo inflamatério e em
menor quantidade um perfil de citocinas produzidas a partir de neutréfilos, NK e
células B. O mais interessante nesse estudo foi 0 aumento na frequéncia de produgao

pelos monécitos de TNFa e a baixa frequéncia de IL-10 e células T CD8+.

Os niveis de IFNy permitiram distinguir os pacientes na forma cronica cardiaca
e indeterminada da doenga. Os niveis de IFNy foram significativamente mais elevados
na forma crénica, assim como, IL-10, CD8+ estiveram presentes na forma cardiaca em
niveis significativamente mais elevados que o grupo controle. Observou-se neste
estudo que o grupo controle nao apresenta um perfil especifico de citocinas quando

comparados aos pacientes da forma indeterminada e forma cardiaca.

Outros autores tém demonstrado em estudos experimentais, a relagao entre a
producao de citocinas inflamatérias e a formacdo de uma meméaria efetora central de
células T. Quando camundongos infectados por T. cruzi eram privados de célula B
madura e comparados ao grupo controle, esses camundongos exibiam uma
exacerbacao da infecgdo e baixos niveis de citocinas inflamatdrias produzidas durante
a infecgao aguda, logo, apresentam uma baixa memoéria efetora central para produgéo

de células T CD4+ e CD8+ que é gerada na fase aguda da infecgéo '

Uma nitida redugdo de células CD8+ também foi observada, o que esta de
acordo com alto grau de parasitismo celular com uma resposta inflamatodria tecidual,
menos intensa na fase aguda da infecgdo. A analise do infiltrado inflamatdrio do
musculo esquelético pela citometria de fluxo mostrou, em camundongos com células B
suficientes, baixa predominancia de CD8+ e CD45Rb, enquanto naqueles com falta
de células B, predominou no infiltrado inflamatério, células CD4+. As células CD8+
foram menos ativas que no grupo controle, sugerindo que células B podem estar

envolvidas com a geragao de células T com meméria efetora ''?

Ainda nesse estudo, células do bago de camundongos infectados com T cruzi,
com deficiéncia de células B secretam mais IL-4 e IL-10 e menos IFN e IL-12 e, ainda,
apresentam uma resposta prejudicada na produgdo de células Th1, porém, produzem
quantidade igual ou aumentada de IL-18 durante a fase aguda da infecgdo quando

comparados ao controle.
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As células CD8+ sao fundamentais no controle da infecgdo pelo T. cruzi "' e
muitos mecanismos estdo envolvidos neste processo . Considera-se o mais importante
a producao de IFNy. Em experiéncias de laboratério na auséncia de células CD8+ os
camundongos morrem rapidamente pela infecgdo ou desenvolvem uma doenga
cronica grave. Em humanos, baixos niveis de IFN y produzidos pelas células CD8+
associam-se com a gravidade da doenga. As células CD8+ em pacientes infectados
por T. cruzi, funcionam como células de memaria efetora e se multiplicam rapidamente
quando ocorre uma reexposi¢cao ao antigeno, porém, a produgédo inicial destas células
estdo relativamente baixas na infecgdo por T. cruzi. A expressao de células T CD8+

efetoras esta comprometida em alguns tecidos particularmente o muscular.

Pacientes infectados pelo T. cruzi representam um modelo ideal para a
compreensdo do que é o balancgo entre uma resposta imuno eficiente e uma resposta
imuno-patoldgica. O combate a uma infecgdo exige uma resposta imunoldgica eficaz
capaz de controlar a infecgao ou elimina-la. Uma desregulagao da resposta imune

pode levar a consequéncias deletérias para o paciente ou culminar sua morte.

A lesado tecidual provocada T. cruzi, acarreta uma destruicdo tecidual com
liberagdo de antigenos do hospedeiro e mediadores inflamatérios. Essa grande
liberagdo de antigenos proprios, em um ambiente favoravel, rico em citocinas,
quimiocinas, 6xido nitrico, linfotoxinas, quebra o nivel de tolerancia e baixa o limiar

para o aparecimento da resposta autoimune '%71%8)

2. 4. DISTURBIOS MICROVASCULARES

Segundo Rossi'"™?

os primeiro relatos de alteracbes inflamatérias
perivasculares em humanos com cardiopatia chagasica crénica ocorreram por volta de

1911.

Posteriormente, Torres usando material colhido de necrépsia, de pacientes

acompanhados por Emmanuel Dias, no Centro de Estudo e Profilaxia de Moléstia de
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Chagas em Bambui, Minas Gerais, observou que a miocitdlise difusa resulta de
alteragbes do metabolismo das células musculares cardiacas, ocasionadas por
pertubagdes circulatérias de pouca intensidade ou de pequena duracdo que aparece
na fase crénica, indicando que a miocitdlise se processa de maneira lenta e gradativa

em certas fibras miocardiacas "'°.

Tanto na fase aguda quanto na fase cronica da doenga de Chagas foram
observadas alteragdes na microcirculacdo coronaria que participam no processo de
miocitolise e fibrose miocardica. Microespasmo, formacdo de microtrombos
plaquetarios, disfungdo de células endoteliais sdo algumas alteragdes relacionadas
aos disturbios circulatorios, que levam a isquemia segmentar no tecido miocardio.
Assim, o fluxo coronariano reduzido conduz ao desenvolvimento de necrose
miocardica focal e edemas intersticiais.Estas alteragdes refletem muitos dos achados

eletrocardiogréaficos encontrados em doencga de Chagas!'"”.

Sabendo que o SNP tem apenas um efeito discreto sobre a circulagdo
coronariana, o desbalango entre o sistema nervoso simpatico e parassimpatico, com
predominio da acido simpatica sobre os vasos coronarianos, pode contribuir com
constricgdes na microcirculagdo o0 que causaria possiveis eventos espasticos e

aneurismas ("8

Estudos que abordam aspectos anatémicos e funcionais da circulagdo
coronariana e microcirculagdo em humanos e modelos experimentais infectados com
T. cruzi , demonstraram que nao ha lesbes obstrutivas capazes de induzir uma
isquemia miocardica. Os disturbios de perfusdo observados estao relacionados com
alteragbes microvasculares geralmente em pacientes chagasicos cronicos com
coronarias normais ao estudo angiografico. Isso explicaria disfungbes contracteis
regionais perfusionais, semelhantes aquelas observadas em cardiopatia isquémica

(areas de hibernacdo miocardica)!"'®.

Estudos em camundongos isogénicocs BALB/c sensibilizados com inocula¢des
de formas epimastigotas e tripomastigotas de cepas de T.cruzi, desenvolveram
cardiomiopatia semelhante a fase cronica da doenga de Chagas em humanos. A
microscopia revelou necrose miocitolitica e degeneragdo miocardica associados a uma
resposta inflamatéria predominantemente mononuclear, além, de agregados
plaquetarios e trombos oclusivos em vasos epicardicos e intramiocardicos de

camundongos infectados quando comparados ao controle %
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As evidéncias mostradas por estudos em humanos na cardiopatia chagasica
aguda e crbnica sugerem alteragdes na microcirculacdo. Estudo com Talio 2001, em
chagasicos crénicos com queixas de precordialgia, revelam disturbio perfusional e
anormalidades da mobilidade das paredes. Os defeitos fixos de perfusdo
correspondem a areas de necrose e fibrose, enquanto que os reversiveis e de
perfusdo paradoxal podem ser causados por baixo fluxo regional ou desarranjo
metabdlico relacionado a controle parassimpatico anormal da microciculagao

coronariana 9.

3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO GERAL

= Avaliar o percentual de anticorpos antirreceptores 31 adrenérgicos (anti-B3¢) e
antirreceptores muscarinicos M2 (anti-M2) em pacientes com forma crénica de
doenga de Chagas acompanhados no ambulatério do Instituto Nacional de

Cardiologia.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar a presenga de anticorpos anti-B1 e anti-M2 no soro de
pacientes chagasicos cronicos com parametros da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) bradiarritmias, taquiarritmias e arritmias
complexas ao Holter cardiaco de 24h .

= Avaliar a relagcdo entre a presenca de anticorpos anti-p1 e anti-M2
com disautonomia ao teste ergomeétrico (TE)

= Relacionar os anticorpos anti-B1 e anti-M2 com potenciais tardios de
ativacao ventricular ao eletrocardiograma de alta resolu¢cdo (ECGAR)

= Relacionar os anticorpos anti- 31 e anti- M2 com a fungao ventricular
esquerda global e segmentar ao ecocardiograma.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. CASUISTICA E AVALIAGAO CLINICA

Trata-se de um estudo transversal para analise de dados que permitam
identificar pacientes portadores de infecgédo crénica causada pelo T. cruzi e investigar
a associacdo entre a presenga de anticorpos antirreceptores 1e M2 com o

comprometimento funcional, arritmogénico e autonémico do coragao.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa do Instituto Nacional
de Cardiologia (INC). Todos os pacientes leram e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A casuistica inicialmente foi composta por 73 pacientes. Dois voltaram para o
estado de origem e sete ndo conseguiram completar todas as etapas da pesquisa.
Nossa amostra constitui-se, portanto, de 64 pacientes acompanhados no ambulatério
de doenga de Chagas do INC, examinados sequencialmente. Todos os pacientes
realizaram anamnese, exame fisico, hemograma, glicemia, lipidograma, fungéo renal,

hepatica e tireoidiana.

Foram considerados critérios de inclusdo, a idade maior que 18 anos, nao ter
se submetido a tratamento especifico para doenga de Chagas, apresentar exame
soroldgico positivo para doenga de Chagas por dois métodos de avaliagéo, reagao de
Hemaglutinagdo e Elisa ", testes realizados pelo Laboratério de Analises Clinicas do
INC. Foram considerados critérios de exclusdo, Diabetes Mellitus dependentes de
insulina, hipertenséo arterial maligna, nefropatia com creatinina sérica = 2,5 mg/dl,
anemia (hemoglobina menor 9.0 mg/dl), tireoidopatias e doengas orovalvares com

repercussdo hemodinamica.

As informagdes clinicas e de laboratdrio obtidas no periodo de janeiro de 2006
a julho de 2011 foram inseridas em Banco de dados em formato Excel, o que permite
calculos estatisticos, elaboragao de graficos e relatérios necessarios para analise do

estudo.
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Todos os pacientes receberam tratamento clinico optimizado, quando
necessario, de acordo com a classe funcional. Farmacos com agéao B-adrenérgica,
vasodilatadora, diuréticos, estatinas, inibidores da enzima conversora da angiotensina
(IECA) bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRA), amiodarona,

propafenona, foram utilizados de acordo com a rotina do ambulatério (Anexo 1).

Sessenta e quatro pacientes realizaram a dosagem de anticorpos anti- 3, e
anti-M2, eletrocardiograma convencional e ecocardiograma bidimensional com
Doppler colorido. Sessenta e dois, fizeram Holter cardiaco de 24 horas, 56, teste
ergométrico e 18 pacientes, ECGAR. Doze pacientes eram portadores de

marcapasso. Vide o fluxograma abaixo (Figura 4).
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Figura 4 — Metodologia - Fluxograma

4.2. RESPOSTA DE AUTOANTICORPOS
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Os anticorpos circulantes antirreceptores 31 adrenérgicos e M2 muscarinicos
foram titulados no laboratério de Biologia e Diagndstico Molecular do INC, através do
ensaio imunoenzimatico ELISA. Peptideos sintéticos correspondentes a 22 alga celular
dos receptores muscarinicos M2(1ug) e p1 adrenérgico (2ug) foram diluidos em
tampao carbonato/bicarbonato 50 mM (pH 9.0) e adsorvidos em microplacas de 96
pocos (Corning). Posteriormente foram feitas duas lavagens em solugédo tampéo
fosfato (PBS: Nacl 137 mM, Na,HPO, 10,1mM, KCL 2,7mM e KH,PO, 1,76mM)
contendo - Tween 0,05% (tampao de lavagem) seguido de bloqueios dos sitios de
ligagdo inespecificos com tampdao PBS contendo 3% de albumina de soro
bovino(Sigma) e Tween 1% (USB) por 2 h a temperatura ambiente. Em seguida as
amostras de soros de pacientes chagasicos diluidos em PBS contendo 5% de soro
fetal bovino e 1 % de Tween (tampdo de ligagdao) 200 vezes para a resposta
muscarinica e a 100 vezes para a resposta 1 adrenérgica foram incubados na placa
durante 2h a 37 °C. Apods extensiva lavagem da placa (6 vezes em tampao de
lavagem), incubou-se o anticorpo secundario anti-lgG humana conjugada com biotina
(Zymed) diluido 1:5000 em tampao de ligagéo durante 1h a 37 °C. A placa foi entéo
incubada com solugdo de estreptoavidina conjugada a enzima peroxidase diluida
1:5000 em tampao de ligagdo (Zymed). A revelagao dos anticorpos e suas interagdes
foi realizada com o substrato TMB (solugéo pronta para uso, tetra-metil benzidina, Life
Technologies) durante 5 minutos e a reagéo foi parada com acido cloridrico 1N. A
leitura da resposta colorimétrica foi medida pela leitura da densidade &ética no

comprimento de onda de 450 nm em leitora de microplacas Molecular Devices.

A resposta anti-B1 e anti M2 foram consideradas reagentes quando a
densidade o6tica medida foi acima de 1,054 e acima de 1,297, respectivamente.Esses
valores de ponto de corte foram obtidos pela analise da curva de ROC,comparando as
curvas de titulacdo obtidas com diluigbes seriadas do soro de pacientes chagasicos
(15) e doadores normais (102). As curvas sdo formadas com os dados de
sensibilidade (Y) versus 1-especificidade (X) encontrados para os valores de
densidade o6tica obtidos no ensaio. Calcula-se a area sobre as curvas para cada
diluicdo e escolhe-se a melhor curva (melhor diluicdo) encontrando a que tem maior
area. O melhor ponto de separagao entre os dois grupos conforme mostra a figura
abaixo, o cut-off, é determinado matematicamente através da analise.
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Figura 5 - Determinagao do ponto de corte para os ensaios de ELISA. A. Curva
de titulagao contra a segunda alga extracelular do receptor muscarinico subtipo
M2. B. Curva ROC gerada para diluicdao de 1:200
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4.3. ARRITMIAS, VFC E DISAUTONOMIA

4.3.1.0ECG

Foi realizado com o aparelho Dixtal-Eletro pagina, eletrocardiografo trés canais

(DIXTAL Biomédica Industria e Comércio Ltda.) no Servigo de Cardiologia do INC e

para sua analise utilizou-se os critérios do codigo de Minnesota 2"
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4.3.2. HOLTER CARDIACO DE 24 HORAS

Avaliou a VFC, com aparelho utilizado no setor de arritmias do Instituto
Nacional de Cardiologia, o Cardio Flash (Cardio Sistemas Comercial e Industria
LTDA). Através de software especifico os sinais gravados pelo Holter foram analisados
conforme rotina do servico. Selecionou-se os parametros considerados relevantes
para os pacientes com cardiopatia chagasica. Inicialmente, analisou-se o ritmo
cardiaco, a condugao atrioventricular, o intervalo QT, a frequéncia cardiaca (FC)
maxima, minima, média durante as 24 horas, as bradiarritmias (bloqueios sinoatriais,
atrioventriculares), taquiarritmias (flutter, fibrilagdo atrial e outras), assim como a

presenga de pausas = a 2,5 segundos.

Seguiu-se a analise das arritmias ventriculares considerando o valor numérico
e a complexidade da arritmia. Para o conceito de complexidade da arritmia, levou-se
em consideragdo, pares ou salvas de trés ou mais complexos sucessivos de origem
supraventricular e ventriculares, bigeminismo e polimorfismo. Considerou-se
Taquicardia Ventricular (TV) trés ou mais batimentos extrassistolicos sucessivos,
sendo TV sustentada quando a duragao for superior a 30 segundos e nao sustentada

quando for menor que 30 segundos ?124),

A instabilidade elétrica manifestada pela presenca de arritmias ventriculares e
supraventriculares, de acordo com a frequéncia de aparecimento das arritmias
ventriculares e supraventriculares, foi classificada da seguinte maneira: Alta incidéncia,
quando o numero de ectopias é maior que 30 /hora ou maior que 720 nas 24 h. Média
incidéncia, quando o numero de ectopias € maior que 10 e menor que 30/h, logo > 240
e < 720 nas 24 h e baixa incidéncia, o numero de ectopias é < que 10/h ou até 240

ectopias nas 24 h %3,

A andlise da modulagéo autonémica '**) através dos parametros da variabilidade

da frequéncia cardiaca (VFC) foi avaliada no dominio de tempo.

A VFC no dominio de tempo refere-se as variaveis medidas em relacao ao tempo
(milisegundos). Através de um relatério emitido pelo programa, observam-se as
flutuagdes do ciclo cardiaco ocorridas durante o periodo de registro e assim obtém-se
os indices relacionados a essas flutuacdes. Esses indices (%5262} foram

representados pela média do total da gravacao (24h) e por periodos que representam



62
o ciclo circadiano de maior atividade simpatica e parassimpatica respectivamente

(13:00 as 17h e 2:00 as 6:00). Analisou-se os seguintes parametros: NNs, NN média,
SDNN, SDANN, SDNN-index, NNNs, rMSSD, pNN>50, conforme quadro abaixo :

Quadro 1 - Parametros de variabilidade da frequéncia cardiaca

NNs-nUmero de intervalos P-P considerados normais

NNmeédia—meédia de todos os ciclos cardiacos avaliados (ms)

SDNN - Desvio padrao de todos os ciclos P-P mensurados durante o registro (ms).

Valor= 141+ 139

SDANN- desvio padréo da média de todos os seguimentos de 5 min de registro (ms)

SDNN-index- média do desvio padrao de todos os seguimentos de 5 min de registro (ms).
Valor = 54+15

NNNs-numero de intervalos normais adjacentes durante o registro

rMSSD-raiz quadrada da média da soma do quadrado das diferengcas entre os ciclos
adjacentes durante o registro (ms). Valor = 27+ 12

pNN50- percentual de variacdo > que 50ms entre os ciclos normais sucessivos durante o
registro (%). Valor =917

Fonte: Bigger et al., 1995.

Os parametros de VFC no dominio de tempo considerados de maior risco para
eventos arritmicos graves ou morte sdo: SDANN < 40ms, SDNN <50 ms, rMSSD
<15ms e pNN50 < 1%.

4.3.3. 0 TESTE ERGOMETRICO

Foi utilizada a esteira rolante Imbrasport modelo ATL (Comércio de Aparelhos

Eletrénicos Ltda). Cinquenta e seis pacientes realizaram o teste ergométrico. Os
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protocolos aplicados foram o de Rampa, Bruce, e Naughton. O exame foi realizado em

uso da terapéutica vigente.

A disautonomia foi avaliada pela variacdo da FC no primeiro minuto de
recuperacgdo. Foi considerada resposta autonémica inadequada no pds esforco, a

queda da FC < 12 batimentos no primeiro minuto de recuperacéo ('?®.

A variavel metabdlica analisada, foi o VO, maximo, e a capacidade aeroébica

funcional foi classificada de acordo com o VO, em muito fraca, fraca , boa e excelente.

O VO, maximo é a quantidade de oxigénio utilizada pelo corpo em
metabolismo aerdbico medida em ml/Kg/min. Representa a capacidade do individuo
para sintetizar por via aerébica o ATP (adenosina trifosfato) %Y. Ele é obtido pela

seguinte formula:

VO,max = débito sistdlico x frequéncia cardiaca x diferenca arterio-venosa

periférica de O,.

As variaveis hemodinamicas utilizadas foram o Duplo Produto (Duplo Produto
= FCxPAS ) usado como indice aproximado do trabalho cardiaco e do consumo de
oxigénio miocardico. Valores maiores que 40.000 refletem uma boa reserva cardiaca e
a resposta tensional usada com indicador de resposta inotrépica do coragdo. O déficit
cronotropico foi definido como a incapacidade do paciente de atingir 85% da FC

129).

maxima prevista para idade (220-idade) '?*): Déficit cronotrépico = FC prevista — FC

atingida x100/ FC.

As variaveis clinicas foram analisadas utilizando-se a escala de Borg *%. Os
pacientes foram estimulados a exercitar até a sua capacidade maxima informando

sobre os sintomas percebidos durante o exercicio.

4.4. POTENCIAIS TARDIOS DE ATIVAGAO VENTRICULAR

O Eletrocardiograma de Alta Resolugdo (ECGAR) ("*"132133 {5 realizado nos
pacientes com eletrocardiograma normal. O aparelho utilizado foi o Cardio Flash
multicardiéografo para Holter, eventos e ECGAR, fabricado no Brasil, que suporta

gravacao em 3 canais, em uma taxa de 1000 amostras por segundo e resolu¢do de 10
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bits por canal. Os eletrodos foram colocados em regido subclavicular média esquerda
(Y+), na regido de V4 (Z +), na regiao média clavicular direita (neutro), no dorso na
altura de V4 (Z-), na regido média axilar direita (X-) na regido médio axilar esquerda,
na altura de V3(X+) e na fossa iliaca esquerda (Y-). Os sinais eletrocardiograficos
captados através das derivacbes sdo amplificados, promediados e filtrados
bidirecionalmente (40 Hz), analisando-se o final do complexo QRS filtrado (vetor-
magnitude resultante de x*+ y*+z°). Analisou-se a duragcdo do QRS filtrado, a duragao
dos sinais de baixa amplitude (low amplitude signals- LAS), voltagem média dos 40 ms
terminais do QRS filtrado (root mean square voltage in the terminal 40 milliseconds of
the QRS- RMS) e a duragéo da onda p. Foram considerados positivos para potenciais

tardios os ECGAR com dois parametros alterados, RMS < 20 ms e LAS < que 38 ms.

4.5. FUNGAO VENTRICULAR ESQUERDA

O ecocardiograma transtoracico uni e bidimensional com mapeamento de
fluxos a cores e com registro simultdneo de uma derivagéo eletrocardiografica foi
realizado com o aparelho de ecocardiografia Vivid 7 ou 3 (General Eletric, Medical
Systems, Milwaukee, WI,EUA), equipados com transdutor de 3,5 MHz e 7 a 10 MHz
de frequéncia sendo o de 3,5MHz utilizado para realizagdo dos exames. Todos os
estudos foram armazenados em midia digital, sendo as medidas ecocardiograficas
feitas pelo modo M (unidimensional) e bidimensional , de acordo com as
recomendacdes da American Society of Echocardiography (ASE)"*. O diametro
diastélico do ventriculo esquerdo, a espessura do septo interventricular e da parede
posterior foram medidos no final da diastole correspondente ao pico da onda R no
eletrocardiograma simultdneo. A analise da fungao sistdlica do ventriculo esquerdo foi
feita pelo calculo da fragéo de ejegdo pelo método de Simpson. A avaliagao subjetiva
da funcdo ventricular esquerda *® foi classificada como normal, levemente
comprometida, moderadamente comprometida e gravemente comprometida. As
anormalidades de movimentacao parietal foram pontuadas de acordo com consenso
que uniformizou critérios ecocardiograficos aplicaves a medicina nuclear e ressonancia
magneética cardiaca. Recomenda-se a divisdo do VE em 17 segmentos, sendo 6 deles
basais, 6 médios ventriculares, 4 apicais e o décimo sétimo o apice do VE. Para os

segmentos com normocinesia ou hipercinesia a pontuagdo foi 1, hipocinesia 2,
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acinesia 3, discinesia 4 e aneurisma 5. Os valores de todos os segmentos sao
somados para permitir uma pontuagdo global da motilidade parietal do ventriculo
esquerdo. A soma total é dividida pelo numero de segmentos estudados para se obter

o indice de escore da motilidade parietal .

5. ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva apresentou sob forma de tabela, os dados observados,
expressos pela média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo para dados

numeéricos e pela frequéncia (n) e percentual (%) para dados categoéricos (qualitativos).
A analise estatistica foi composta dos seguintes métodos:

Para medir a associagao entre as titulagbes de anticorpos Anti-B1 e Anti-M2

com variaveis numéricas foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman.

Para a comparagdo das titulagbes de anti-B1 e anti-M2, entre diferentes
subgrupos foi aplicado o teste de Mann Whitney para variaveis com duas categorias, a
ANOVA de Kruskal-Wallis para variaveis com trés categorias e a Regresséo Linear
Multipla (RLM) foi utilizada para identificar as variaveis independentes para explicar as
titulagdes Anti-B1 e Anti-M2. Foram utilizados dados com transformagao logaritmica

para as titulacbes

Foram utilizados métodos ndo paramétricos, pois as titulagdes néo
apresentaram distribuicdo normal (distribuicdo Gaussiana), devido a rejeicdo da
hipétese de normalidade segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov. O critério de
determinagédo de significancia adotado foi o nivel de 5%. A analise estatistica foi
processada pelos softwares estatisticos SAS® verséo 6,11 (SAS Institute, Inc., Cary,
North Carolina) e SPSS verséo 17.0.
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6. RESULTADOS

6.1. ANALISE DESCRITIVA

6.1.1. CARACTERISTICAS GERAIS DA COORTE

Conforme mostram a Tabela 1 e a Figura 6, foram estudados 64 pacientes
chagasicos crénicos. A média de idade observada foi de 62,0 + 11,8 anos (33 a 87
anos) com predominio do sexo feminino, 70,3%. Trinta e nove pacientes foram de
etnia branca (60,9%), 14 negros (21,9%) e 11 (17,2%) pardos.

A populagao foi composta de migrantes afastados ha mais de 30 anos do
estado de origem (Figura 6). Predominantemente oriundos da Bahia, Minas Gerais e
Pernambuco. Trata-se de trabalhadores rurais, sem historia de sedentarismo. N&o
obesos e, quando portadores de hipertensdo arterial encontravam-se geralmente no

137) (

estagio pré-hipertensao ou estagio | (JNC-7) { Figura 7 e tabela 3)
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A grande maioria dos pacientes referiu conhecer o inseto vetor por nome de
barbeiro e informaram ter conhecimento da doenga de Chagas em parentes em

primeiro grau.

As condigbes precarias de habitagao, geralmente na infancia (casa de estuque)
foram observadas em 81% desta populacdo. A via de infecgdo natural ocorreu em 63
(98,4 %) dos pacientes, houve 1(1,5%) caso de contaminagao por transfusao
sanguinea e 1(1,5%) caso de acidente vascular embdlico. Ndo observou-se alteragdes
metabdlicas importantes. Houve predominio de glicemias normais e apenas 1(1,5%)
paciente apresentava diabetes mellitus tipo Il em uso de hipoglicemiantes. Tabagismo
e alcoolismo foram dados marcantes na histéria social da populagdo. O grau de
escolaridade, ainda, inclui analfabetismo e uma predominancia do ensino fundamental

incompleto (Tabela 2).

Ao exame fisico observou-se ritmo cardiaco regular em 22 pacientes (34,4%),
B4 em 21 (32,8%), B3 em 15 (23,4%) e ritmo irregular por variadas arritmias em 6

pacientes (9,4%) (Figura 7).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da Coorte

N Média DP Minimo Maximo

Idade (anos) 64 620 11,8 33 87
Peso (Kg) 64 67,3 11,0 49 94
Altura (m) 64 1,59 0,09 1,45 1,81
IMC (Kg/m2) 64 266 3,8 19,5 38,6
PAS (mmHg) 64 130,99 22,7 90 210
PAD (mmHg) 64 816 84 60 110
Afastado area endémica (anos) 64 30,7 13,3 10 64

DP = desvio padrao PAD=presséo arterial diastdlica PAS= pressao arterial sistélica

IMC=indice de massa corporal
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Figura 6 - Dados epidemiolégicos

Sexo (%)
Feminino Masculino
70.3 (45) 29.7 (19)

Naturalidade (%)
BA PB
40,9 (18) 22,7 (10)

MG
36.4 (16)

Etnia (%)
Parda Negra
17.2 (11) 21.9 (14)

- A
. _..\‘.-..-:-:-.:.-,@.‘r\_‘ﬁ
i
’ e --,?';'&".

Branca
60.9 (39)
Outros estados (%)
GO RJ PI RS
10,0 (1)  10.0 (1) 10,0 (1)  10.0 (1)

PE AL
30.0 (3) 30.0 (3)

Figura 7 - Classificagdo da HAS e exame fisico
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Exame fisico (%)

B3 ACV B4

23.4 (15) ’ / 32,8 (21)

Normal RCI
34.4 (22) 9.4 (6)
Classificacao da HAS (%)
IJNC 7 o
Pré-hipertensao Estagio |
54.7 (35) /13.3 (12)
Normal Estagio Il
14.1 (9) 12,5 (8)

Os sintomas clinicos mais observados foram cansaco, palpitagbes, sincope e
lipotimia. Para a classificagao da Insuficiéncia Cardiaca baseada em sintomas, adotou-
se os critérios da NYHA (3® e para a cardiopatia chagasica considerando sintomas e
alteragdes estruturais utilizou-se a classificagdo de Los Andes *%. O maior nimero
de pacientes estava classe funcional | e Il da NYHA e no grupo Il da classificagao de
Los Andes. Conforme mostra a Figura 8.

Tabela 2 — Historia Social

Categoria n %

Tabagismo n=38 Sim 20 52,6

Alcoolismo n=61 Sim 33 53,2
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Tabela 3 — Comorbidades

Variavel categoria n %

Dislipidemia Nao 40 63,5
HAS Sim 36 56,2
DM Tipo I Nao 62 98,4
Intolerancia a glicose N&o 51 79,7

HAS = Hipertensao Arterial Sistémica; DM = Diabetes Mellitus

Figura 8 - Classificagado da Insuficiéncia Cardiaca
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Classificacao de IC -NYHA (%)
] 1]
32,8 (21) 21,9 (14)

I
45,3 (29)

Classificacao de IC - Los Andes (%)

il i
48.4 (31) 18.8 (12)

1B
10.9 (7) 17.2 (11)

Distribuicdo dos pacientes com Insuficiéncia Cardiaca

6.1.2. ANTICORPOS ANTI-f1 E ANTI-M2

Os anticorpos anti-B1 reagentes (>1,054) foram encontrados em 42,2
% da populagdo, enquanto os anti-M2 (> que 1,297) em 45,3 %. O paciente
mais jovem do grupo tem 33 anos e apresenta titulagdo elevada de anticorpos
anti-B1 no sangue e o mais velho tem 87 anos e também apresenta
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concentragdes elevadas de anticorpos anti-B1 e anti-M2 predominando maiores
concentragdes de 31 (Figura 9).

Figura 9 — Percentual de anticorpos anti-1 e anti-M2

Titulacao anti- 1 > 1,054

Nao reagente

57,8 (37)
Reagente
42,2 (27)
Titulacao M2 > 1,297
Reagente Nao reagente

45,3 (29)

/ 54,7 (35)

6.1.3. ELETROCARDIOGRAMA

As alteragbes eletrocardiograficas mais encontradas foram bloqueio de ramo

direito, hemibloqueio anterior esquerdo, bloqueio de ramo esquerdo e sobrecarga atrial
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esquerda respectivamente. O ECG normal foi encontrado em 8 pacientes (12,5%),
conforme mostra o grafico (Figura 10).

Figura 10 - Alteracoes eletrocardiograficas categéricas

27,5
({56]
. TRE 75,0 aterada

1|'||'|?-‘EI ik

BRD AN BERE |/AN HEAE Bradicardia SAE Resultado
=50 bpen
efou BAV:

- Alteragoes eletrocardiograficas

- S alieragdes aletrocandisgraficas

6.1.4. Eletrocardiograma ambulatorial continuo pelo sistema Holter de 24 horas
(Holter cardiaco de 24 h)

Analisaram-se os ritmos cardiacos, as arritmias e a disautonomia em 62
pacientes, visto que 2, dos 64 pacientes, ndo realizaram o exame. Destes, 12,(19,4%)
eram portadores de marcapasso, 4 (6,5%) apresentavam FA (3,2%) Logo, dos

pacientes que fizeram Holter de 24h, apenas 46, apresentavam ritmo sinusal.
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Bradicardia menor que 35bpm foi encontrada em 6 pacientes (13,4%) de 46
pacientes em ritmo sinusal, Trés pacientes (6,5%) alternavam ritmo sinusal com ritmo

de escape juncional.

Pausas maiores que 2,5 segundos foram encontradas em 10 pacientes

(19,2%). Foram considerados 50 pacientes, excluindo aqueles com marcapasso.

Taquicardia ventricular polimorfica foi observada em 10 pacientes (20%) de 50

pacientes avaliados (excluidos pacientes com marcapasso).

Vinte e cinco pacientes (40,3%) e 10 (16,1%) dos 62 pacientes apresentaram

arritmia ventricular e supraventricular com alta instabilidade elétrica, respectivamente.

Bloqueio atrioventricular (BAV) do tipo Mobtz | foi encontrado em 3 pacientes
(6%) de 50 avaliados. BAV tipo Mobitz Il em 2 pacientes (4%) e BAV total em 1 (2%)

conforme mostram as tabelas abaixo: (tabelas 4, 5 e 6)

Tabela 4 - Ritmo cardiaco ao Holter de 24h

Variavel categoria n %
Sinusal 46 74,2
Ritmo Cardiaco FA 4 6,5
Marcapasso 12 19,4
Sim 10 20,0
Pausas 22,5 s
Nao 40 80,0
Sim 6 13,4
Bradicardia < que 35 bpm
Nao 40 86,6
Sim 0 0,0
Bloqueio sinoatrial
Nao 46 100,0

Ritmo de escape juncional Sim 3 6,5
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Nao 43 93,5
Tabela 5 - Bradiarritmias e Taquiarritmias ao Holter de 24 h
Variavel categoria n %
Mobitz | 3 6,0
Mobitz Il 2 4,0
Bloqueio AV Total 1 2,0
40
Nenhum 88,0
Sim
4 8,0
Fibrilagao atrial e ou Flutter
Nao 46 92,0
Sim 10 20,0
Taquicardia polimérfica
Nao 40 80,0




Tabela 6 - Arritmias cardiacas ao Holter de 24 h
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Variavel Média DP Mediana
Extrassistoles ventriculares isoladas 62 1591,2 28915 293,5
Bigeminismo 62 474,5 2081,1 0
Ventriculares - pares 62 64,6 184,9 1,5
TV nao sustentada 62 6,23 26,02 0
Extrassmtoles supraventriculares 62 490.8 1407.9 195
isoladas

Supraventriculares - em pares 62 20,9 135,6 0
TSV néo sustentada 62 33,5 223,8 0

DP = desvio padrao

Foram avaliados 46 pacientes com ritmo sinusal ao Holter cardiaco. Destes, a

modulagao autonémica esteve normal em 38 pacientes (82,7%) e baixaem 8 (17,3%)

Vide tabela 7:
Tabela 7 - Disautonomia ao Holter de 24 h
Variavel categoria n %
Normal 38 82,7
Modulacao autonémica
Baixa 8 17,3
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6.1.5. TESTE ERGOMETRICO

As Tabelas 8 e 9 mostram a analise descritiva das varidaveis numéricas e
categéricas ao TE. A média de VO,max encontrado neste grupo foi 23,8ml/O,/Kg/min
+ 8,8 e do duplo produto foi 20.242 + 8.357. Vinte e um pacientes apresentaram
razoavel tolerancia ao exercicio (37,5%) e 22 (39,2%) muito fraca e fraca tolerancia ao
esforgo. A resposta cronotropica esteve deprimida em 29 pacientes (56,9%) e a
resposta inotropica em 5 (9,3%). Treze pacientes (24,5%) apresentaram TV nao

sustentada e ou arritmias polimérficas durante o esforco. Vide tabelas a seguir.

Tabela 8 - Analise descritiva dos parametros ao Teste Ergométrico

Variavel n média DP mediana minimo  maximo
VO, max (ml/kg/min) 56 23,8 8,8 22,15 7,04 48,22
MET Max 46 7,37 2,27 6,73 2,57 13,78
Déficit cronotrépico (%) 43 249 21,0 221 -31,6 100
Reserva cronotropica 49 53,6 28,0 53 -2 113

Duplo Produto 56 20242,0 83579 20200 1170 42000
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Tabela 9 - Desempenho cardiaco e Arritmias ao Teste Ergométrico

Variavel Categoria n %

Muito fraca 11 19,6
Fraca 11 19,6
Aptidao cardio-respiratoria Razoavel 21 37,5
Boa 8 14,3
Excelente 5 8,9
Normal 22 43,1

Resposta cronotrépica
Deprimida 29 56,9
Normal 49 90,7

Resposta inotropica

Deprimida 5 9,3
Monomorficas 14 26,4

Arritmias Polimdrficas / TV 13 245
Nao sustentada

Sem arritmias 26 491

TV=taquicardia ventricular

6.1.6 - ECGAR

Dezoito pacientes (36%) dos 50 pacientes estudados fizeram ECGAR e destes,
16 (88%) apresentaram presencga de potenciais elétricos tardios preditores de arritmia
cardiaca, contudo ndo observou-se correlagao significativa entre esses potenciais e a

titulagcdo dos anticorpos anti-B1 e M2. Vide tabela a seguir (Tabela 10).

Tabela 10 - Potenciais tardios
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Variavel Categoria n %

Positivo 16 88,9
LAS e RMS alterados
Normal 2 11,1

LAS = low amplitude signal

RMS = root mean square voltage in the terminal 40 milliseconds of the QRS-RMS

6.1.7. ECOCARDIOGRAMA

A maioria dos pacientes apresentaram fungao sistolica global normal (68,7%)
pela analise numérica da fragdo de ejegdo (método de Simpson) . A analise subjetiva,
mostrou grave comprometimento da fungdo ventricular em 14,1% dos pacientes,
moderado comprometimento em 9,4% e leve em 7,8 %. Quanto as alteragbes da
contratilidade segmentar do VE observou-se que esteve alterada em 27 pacientes
(42,2%). Os diametros cavitarios estdo descritos abaixo. Observe as tabelas a seguir
(Tabelas 11 e 12):

Tabela 11 - Analise descritiva das variaveis ecocardiograficas

n Média DP Maximo
Aorta (cm) 64 3,12 0,42 4.4
Atrio esquerdo (cm) 64 3,86 0,67 5,8
Ventriculo direito (cm) 64 2,06 0,62 5,9
VE didmetro Sistdlico (cm) 64 3,72 1,11 7,6
VE diametro diastolico (cm) 64 5,37 0,76 8,4

SIV (cm) 64 0,919 0,215 1,5



80

PPVE (cm) 64 0,897 0,207 1,6
FE Simpson (%) 62 53,2 15,5 8,3
Escore 64 1,33 0,45 2,1
DP: desvio padrao
Tabela 12 - Fungao global e segmentar do VE
Variavel categoria n %
Normal 44 68,7
Leve 5 7,8
Funcéo Sistdlica (comprometimento)
Moderado 6 9,4
Grave 9 14,1
Alteracao difusa da contratilidade Sim 27 42,2
Nao 37 57,8

6.2. GRAU DE ASSOCIAGAO DAS VARIAVEIS NUMERICAS COM AS

TITULAGOES DE ANTICORPOS ANTI-p1 E ANTI-M2.

6.2.1 — Eletrocardiograma ambulatorial continuo pelo sistema Holter de 24h

(Holter cardiaco de 24 h)

Observou-se que existe uma correlagao inversa significativa entre a titulagéo
n= 43).
Logo, quanto maior o valor da titulagdo anti- 31, menor o valor esperado do SDNN

anti- 1 com SDNN index, no periodo de 2 as 6 h (rs = -0,313; p= 0,041;

index de 2 as 6h.
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Existe também uma correlagao direta significativa entre a titulagdo de M2 com
o SDANN de 2 as 6h (rs = 0,317 ; p = 0,039; n= 43 ) ou seja quanto maior o valor da
titulagdo de anti-M2 maior o valor esperado de SDANN de 2 as 6h, conforme a
Tabela 13 e Figuras 11 e 12.

Tabela 13 - Correlacao das titulagoes Anti-B1 e anti- M2 com variaveis numéricas

ao Holter cardiaco de 24h

Titulagao Anti-B1 Titulagao M2
Variavel
n rs p valor rs p valor

NNs — 2 - 6h 43 0,067 0,67 -0,177 0,26
NN média — 2 - 6h(ms) 43 -0,101 0,52 0,033 0,83
SDNN - 2 - 6h (ms) 43 -0,122 0,44 0,283 0,066
SDANN — 2 - 6h (ms) 43 -0,052 0,74 0,317 0,039
SDNN index — 2 - 6h 43 -0,313 0,041 0,072 0,65
NNNs — 2 - 6h 43 0,078 0,62 -0,184 0,24
rMS SD — 2 - 6h (ms) 43 -0,273 0,077 -0,003 0,99
pNN 50 — 2 - 6h (%) 43 -0,218 0,16 0,015 0,92

rs: coeficiente de correlagcdo de Spearman.

Figura 11 - Correlagao Anti-B1 com SDNN index — Holter 24 h
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6.2.2. TESTE ERGOMETRICO (TE)

A analise do TE mostrou que existe uma correlagao direta significativa entre a

titulagdo de Anti-B1 com o Duplo
maior o valor da titulagdo de 4

SDNN index—2as6h

6), ou seja, quanto

do duplo produto

conforme mostra a figura 13 e a tabela 14.
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Figura 12 - Correlagao Anti-M2 com SDNN index — Holter 24 h

2,50

2,00

Titulagio M2
=
&

E

0,50

0,00

*
*
. *
*
*
*
* * * *
i *
. * - s
28 4 * )
iy 2 4
*
* & ‘ +*
$ . . * .
+*
*
r.=0,317; p=0,039; n =43
25 50 75 100 125 150 175 200 225
SDANN entre 2a 6 horas

SDANN—-2as6h

Figura 13 - Correlagao de Anti-f1 com duplo produto — TE
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Tabela 14 - Correlagao das titulagoes Anti-1 e anti-M2 com variaveis numéricas
do teste ergométrico

Titulagcao Anti-1 Titulagao M2

Variavel
n rs p valor rs p valor

VO, max (ml/kg/min) 56 0,111 0,41 0,052 0,70
MET max 46 0,063 0,68 0,017 0,91
Déficit cronotropico (%) 43 -0,272 0,078 -0,101 0,52
Reserva cronotrépica 49 0,225 0,12 -0,065 0,66
Duplo Produto 56 0,371 0,005 0,058 0,67

rs: coeficiente de correlagdo de Spearman
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Dos 56 pacientes que realizaram o TE, a variavel resposta cronotropica foi
calculada em 51 pacientes e a variavel resposta inotrépica em 54 deles. O subgrupo
com resposta cronotrépica normal apresentou titulagdo anti- 1 significativamente
maior que o subgrupo com resposta cronotrépica deprimida (p=0,023). O subgrupo
com resposta inotrépica normal apresentou titulagao anti- M2 significativamente maior

que o subgrupo com resposta inotrépica deprimida (p=0,044), vide Tabelas 15 e 16:

Tabela 15 - Correlagao entre a titulagao de anti-B1 e variaveis categéricas

ao teste ergométrico

Variavel Categoria n média DP mediana p valor

Monomorficas 14 0,987 0,448 0,957
Arritmias TVNS. 13 1,014 0,364 0,865 0,89

Sem arritmias 26 1,085 0,495 1,000

Normal 22 1,161 0,479 1,107

Resposta cronotrépica 0,023
Deprimida 29 0,908 0,343 0,836
Normal 49 1,078 0,440 1,002

Resposta inotropica 0,17
Deprimida 5 0848 0,312 0,758

Tabela 16 - Correlagao entre a titulagao de anti-M2 e variaveis categoricas ao

Teste Ergométrico

Variavel categoria n média DP mediana p valor

Normal 22 1,385 0,629 1,270
Resposta cronotrépica 0,71
Deprimida 29 1,299 0,489 1,259

Resposta inotropica Normal 49 1,426 0,577 1,288 0,044
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Deprimida 5 1,002 0,173 1,075

6.2.3. ECG

Cinquenta e dois pacientes apresentaram ritmo sinusal até o final do estudo.
Um dos pacientes teve o marcapasso implantado apods esta analise. Logo, 53
pacientes foram analisados com ritmo sinusal. Cinco pacientes estavam em ritmo de
FA e um desses pacientes com FA também implantou marcapasso posteriormente.
Para o critério de significancia adotado (nivel de 5%), e considerando os 64 pacientes
estudados observou-se que o subgrupo com ritmo cardiaco de Fibrilagcao atrial (FA)
apresentou titulagdo anti-B1 significativamente maior que o grupo com ritmo sinusal (p
= 0,01). O subgrupo com ritmo cardiaco sinusal apresentou titulagdo anti-M2
significativamente menor que o subgrupo sem ritmo cardiaco sinusal (p= 0,035). O
subgrupo com ritmo cardiaco de FA apresentou titulagdo anti-M2 significativamente
maior que o subgrupo sem FA (p=0,029). Neste momento de analise onze pacientes
estavam usando marcapasso, e um paciente alternava ritmo sinusal com FA. Foram
considerados 5 pacientes com FA para andlise. Vide tabelas abaixo (Tabelas 17 e
18):

Tabela 17 - Titulagao de Anti-B1 segundo as variaveis categoricas ao
eletrocardiograma

Variavel categoria n média DP mediana p valor




87

Sim 53 1,021 0,474 0,945
Ritmo cardiaco sinusal 0,083
Nao 11 1,171 0,287 1,233
Sim 5 1,398 0150 1,379
Ritmo cardiaco FA 0,010
Nao 59 1,017 0,454 0,970
DP: desvio padrao
FA= fibrilagao atrial
Tabela 18 - Titulagao anti- M2 segundo as variaveis categoéricas ao
eletrocardiograma
Variavel categoria n média DP mediana p valor
Sim 53 1,307 0,537 1,259
Ritmo cardiaco sinusal 0,035
Nao 11 1,718 0,665 1,487
Sim 5 1,766 0,416 1,599
Ritmo cardiaco FA 0,029
Néo 59 1,345 0,580 1,259

DP: desvio padrao

FA: fibrilagao atrial

6.2.4. ECGAR

Nao foi observada correlagao significativa entre as titulagbes Anti-B1 e anti- M2 e

as variaveis analisadas ao ECGAR. Vide tabela 19.
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Titulagao Anti-B1 Titulagao M2
Variavel
n rs p valor rs p valor
RMS >20 18 -0,268 0,28 -0,121 0,63
LAS < 38 18 0,006 0,98 0,059 0,82
Duracao QRS < 114 18 0,170 0,50 0,074 0,77

Tabela 19 - Correlacao das titulagdes anti-31 e anti-M2 com ECGAR

rs: coeficiente de correlacdo de Spearman.

6.2.5. ECOCARDIOGRAMA

N&o observou-se correlagdo significativa entre fungdo ventricular
esquerda global e segmentar ao ecocardiograma (fragdo de ejecédo pelo

método de Simpson) e as titulagdes de anti-B1 e anti-M2. Vide tabelas abaixo
(Tabelas 20 e 21):

Tabela 20 — Titulagoes de anti-B1 e anti-M2 e fungao ventricular —

ecocardiograma

Variavel Titulagao Anti-B1 Titulagao M2




&9

n rs p valor rs p valor
FE Teicholz (%) 64 0,077 0,55 -0,086 0,50
FE Simpson (%) 62 0,045 0,73 -0,036 0,78
Score 64 -0,057 0,65 0,030 0,81

rs: coeficiente de correlagdo de Spearman

Tabela 21 — Titulagoes de anti-B1 e anti-M2 — Escore — ecocardiograma

Variavel ECO - Escore normal (=1) ECO - Escore alterado (>1) Calor

n média DP mediana n média DP mediana
Z:E';ﬁao 37 1,102 0503 1,022 27 0972 0360 0945 0,39
Tiulagdo o7 1359 0562 1275 27 1402 0607 1275 087
anti-M2

DP: desvio padrao

Analisou-se também se existe diferenca estatistica das titulagbes dos

anticorpos anti-B1 e anti-M2, das variaveis do Holter cardiaco e teste ergométrico entre

os grupos com fungéo sistolica normal e alterada ao ecocardiograma.

Observou-se que o subgrupo com fungao sistdlica alterada apresentou duplo

produto significativamente menor que o subgrupo com fungéo sistdlica normal (p =

0,017). Nao existe diferenga significativa nas demais variaveis entre os dois

subgrupos, ao nivel de 5% (Tabela 22).

Tabela 22 - Titulag6es de anti-B1, anti-M2, variaveis do HOLTER e TE - Fungao

sistélica ao ecocardiograma

Funcao sistoélica normal

Funcao sistolica alterada

Variavel f;

n média DP mediana n média DP mediana V3"
Titulagéo Anti-B1 44 1,046 0,488 0,97 20 1,048 0,363 1,015 0,66
Titulacdo Anti-M2 44 1,341 0,589 1,262 20 1,458 0,557 1,335 0,35
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;[E)BI:N-mdex- 34 741 63.2 56 9 75,0 37,8 62,0 0,42
SDANN-26h 34 905 519 77 |9 92 582 800 081
(ms)

DuploProduto 39 21790 8586 21250 | 17 16689 6766 16660 0,017

DP: desvio padrao

6.3. ANALISE MULTIVARIADA: REGRESSAO LINEAR MULTIPLA

A analise multivariada foi composta pela Regressao Linear Multipla (RLM) para
avaliar a influéncia simultinea das variaveis explicativas sobre a titulagdo dos

anticorpos anti-B1 e anti-M2, na amostra em estudo.

Conforme mostra a tabela abaixo, o Duplo Produto (p=0,016) foi variavel
independente, ao nivel de 5%, para explicar a titulagdo anti-1, ou seja, quanto maior
o duplo produto, maior o valor esperado da titulagdo anti- 1.

O SDANN de 2 as 6h (p= 0,13) foi variavel independente ao nivel de 15% para
explicar a titulagdo de M2, logo, quanto maior o SDANN de 2 as 6 h maior o valor
esperado da titulacdo de M2, vide Tabelas 23 e 24.

Tabela 23 - Analise de Regressao Multipla para a titulagao Anti-1.

Variavel coeficiente erro padrao p valor R*modelo

Duplo Produto 0,0000224 0,0000089 0,016 0,142

Processo de selecao foi o stepwise forward, ao nivel de 5%.
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Tabela 24 - Analise de Regressao Multipla para a titulagao M2.

Variavel coeficiente erro padrao p valor R?modelo

SDANN de 2 a 6hs 0,001821 0,001191 0,13 0,054

Processo de selecao foi o stepwise forward, ao nivel de 15%.
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7. DISCUSSAO

O perfil da populagao estudada compde-se de pacientes provenientes de varios
estados brasileiros, geralmente a procura de trabalho e melhores condi¢des de vida.
Afastados da regidao endémica ha longa data, enfrentam problemas diversos para
sobrevivéncia na metropole que vao desde moradia, transportes, emprego até acesso

a hospitais terciarios para atendimento médico.

Muitos servigos no Brasil desconhecem a abordagem terapéutica "*? e suas
particularidades em relagédo a doenga de Chagas, principalmente na fase crénica,
quando arritmias graves, bloqueios atrioventriculares, insuficiéncia cardiaca
descompensada, com necessidade de implante de marcapasso e
cardiodesfibriladores, obrigatoriamente os direcionam para servigos terciarios que

disponham de equipes especializadas para tais procedimentos.

A relacdo desse paciente com a Previdéncia Social é complexa, uma vez que
exames sorologicos positivos dificultam sua admissdo no mercado de trabalho. A
aposentadoria precoce desfaz um sonho e a perspectiva de uma qualidade de vida

melhor, motivo que os impulsionaram a deixar seus estados de origem.

Fica evidente nesse trabalho o indice elevado de alcoolismo, tabagismo,
desemprego, e baixo grau de instrugdo escolar o que os colocam de volta na base da

pirdmide social prejudicando o avango de uma sociedade mais justa e igualitaria.

Nosso estudo relacionou a titulagdo de anti-B1 e anti-M2 com disautonomia
avaliada através do Holter de 24h e teste ergométrico. Além da VFC avaliou-se ao
Holter as taquiarritmias e bradiarritmias. Comparou-se os anticorpos anti-1 e anti- M2,
com a presenga de potenciais tardios ao ECGAR. O ecocardiograma avaliou a fungao
ventricular nesses pacientes correlacionando-a com a titulagao dos anticorpos anti 31
e anti-M2.

Alguns autores *" demonstraram que a etiologia chagasica é um preditor
independente da mortalidade por todas as causas ao estudar uma populagao formada
por pacientes com miocardiopatia dilatada de causa idiopatica (MDI) e miocardiopatia

chagasica. A probabilidade de sobrevida foi menor nos pacientes chagasicos.
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Um outro estudo "2, com 1053 pacientes chagasicos cronicos acompanhados
durante 13 anos para avaliar mecanismo de morte e fungdo ventricular esquerda
nesses pacientes, observou que ocorreram 93 oébitos. Setenta e oito (83%) por morte
cardiaca sendo que em 53 pacientes morte subita foi o mecanismo de morte mais
frequente em qualquer faixa de fragédo de ejegdo, morte por insuficiéncia cardiaca
ocorreu em pacientes com fragao de ejegéo < 35% e em classe funcional Ill ou IV com

tratamento clinico otimizado.

Percebe-se assim a importancia de adquirir conhecimentos que possam
contribuir para o esclarecimento da etiopatogenia da doenga de Chagas uma vez que
pacientes jovens e em fases produtivas de suas vidas estao todo o tempo ameacgados

pelo risco da morte subita.

Considerando os mecanismos propostos atualmente que discutem a
patogénese da doenga de Chagas, acredita-se que a interagdo entre tais mecanismos

possa explicar o comprometimento cardiaco grave observado nesses pacientes.

As alteragbes celulares observadas em bidpsia de paciente chagasicos tais
como infiltrados de células mononucleares confluentes com fibrose, espasmos de
microcirculacdo e comprometimento da matriz intersticial agravam a isquemia e

contribuem para o remodelamento miocardico®''16143),

Os achados inflamatérios que resultam na secrecdo de diferentes citocinas
estabelecem um perfil de resposta imunolégica caracteristica dos pacientes
chagasicos. A diferenciagdo de células CD4+ em linfécitos T helper tipo | (Th1)

controlam a parasitemia, mas n&o a infecgdo durante a evolugéo da doenga (%1%

Tem sido observado niveis plasmaticos elevados de TGF em pacientes com
cardiopatia chagasica crénica e também niveis mais elevados naqueles com

descompensagdo cardiaca, quando comparados com pacientes ndo infectados 2.

144)

Outros autores! encontraram marcadores de desfechos desfavoraveis

particularmente na doenga de Chagas , o TNF e a IL-6.

Nesse contexto, repleto de possibilidades inflamatérias e autoimunes
relacionados a etiopatogenia da doenga de Chagas compreender o mecanismo exato
que exacerba as alteragdes miocardicas, abre espago para novas perspectivas

terapéuticas voltadas para uma populagdo demasiadamente sofrida e negligenciada.

O envolvimento do sistema imunolégico com produgdo de anticorpos

antirreceptores adrenérgicos 1 (anti-B1) e antirreceptores muscarinicos (anti-M2) sao
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discutidos intensamente e foram descritos ha mais de trés décadas. O envolvimento
do sistema nervoso autbnomo na cardiopatia chagasica acompanha a historia natural

da doenga (60,61,77,79-85)

Os anticorpos antirreceptores 1 sdo capazes de estimular receptores (1
adrenérgicos cardiacos causando uma resposta semelhante a dos agonistas
adrenérgicos, assim niveis elevados desses anticorpos tém sido associados a
disfuncdo ventricular esquerda e arritmias complexas. Os anticorpos antirreceptores
M2 parecem exercer efeitos na eletrogénese cardiaca através de uma agao agonista
semelhante a da acetilcolina nos receptores M2 do coragdo, conforme mostram

estudos experimentais (6284 8687.101.102)

Para estabelecer o papel dos anticorpos na cardiopatia chagasica é preciso
compreender 0s mecanismos que controlam a fisiologia do aparelho circulatério tanto

em individuos normais quanto em cardiopatas.

A fungao cardiaca é regulada por diversas cascatas sinalizadoras unidas por
autorregulagdo e ainda sofre agdo de mecanismos reguladores sistémicos que
exercem efeito direto sobre o musculo cardiaco. Portanto o coragdo dispde de uma
verdadeira “engenharia” capaz de integrar essas vias em uma unica unidade funcional.
Logo, o coragao funciona como um 6rgao enddcrino e paracrino, regulando os varios

mecanismos de sinalizagdo por cross-talk através de receptores 4% 149,

Entende-se como cross-talk a habilidade dos componentes de uma
determinada via de transducgdo na circulagado influenciar componentes de outra via.
Existem pelo menos trés cascatas sinalizadoras que controlam a fungio circulatéria
cardiaca, os receptores (1 adrenérgicos responsaveis pelo aparato contratil do
coragao, o sistema renina-angiotensina-aldosterona, que controla a pressao arterial
sanguinea e os peptideos natriuréticos que contribuem com fatores que regulam a

pressdo sanguinea.

Dados na literatura *® mostram que além da resposta cruzada entre os
receptores adrenérgicos, quando estimulados, eles sdo capazes de ativar alteragbes
no sinal de transducdo de outros sistemas cardiovasculares como receptores da
angiotensina, endotelina, receptores muscarinicos da acetilcolina, receptores dos
peptideos natriuréticos. O estimulo dessas vias pode aumentar ou diminuir a liberagao
de catecolaminas endogenas dependentes de uma infrarregulagdo ou
dessensibilizagdo dos receptores adrenérgicos.
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A disautonomia ou disfungdo autonémica e a denervagdo do nédulo sinusal
causam importantes transtornos arritmicos e risco de morte subita para esses

pacientes ©°°°),

A contribuicdo do presente estudo traduz-se na possibilidade de mostrar o
papel dos anticorpos anti-31 e anti-M2 na VFC ao Holter de 24 h. A diminuigdo da
VFC é considerada um fator de risco independente para eventos arritmicos e
mortalidade global ?'?®_ Alguns autores mostram que uma menor VFC implica em

perda da atividade cardioprotetora do sistema parassimpatico ('*"14®).

Sao escassos os trabalhos na literatura que avaliam a VFC em pacientes com
doenca de Chagas. Alguns estudiosos *® t&ém observado que nesses pacientes
ocorre redugdo dos indices que representam o sistema vagal, rMSSD e pNN50,
quando comparados a um grupo controle sem doenga de Chagas. Estas alteragdes na
VFC ocorrem tanto em pacientes sem alteragdes funcionais do VE, quanto naqueles
pacientes com alteragdes da contratilidade segmentar do VE e fragao de ejecdo menor
que 50%.

Mostrou-se que titulagbes aumentadas de anticorpos antirreceptores (1
adrenérgicos e antirreceptores M2 podem alterar indices de VFC no periodo noturno

em pacientes chagasicos.

O SDNN index parametro da VFC avaliado ao Holter de 24h que reflete o
sistema simpatico apresenta relagdo com a titulagdo de anti- 1. Existe uma
correlagao inversa significativa entre a titulagdo de anti-31 com SDNNindex de 2 as 6h
(rs =-0,0313; e p = 0,041; n=43) ou seja quanto maior o valor da titulagdo de anti-B1

menor o valor esperado de SDNN index de 2 as 6 h.

Se o0s anticorpos anti-B1 adrenérgicos estdo aumentados na corrente
sanguinea e sao capazes de acionar efeitos adrenérgicos sobre o coragéo,
esperariamos uma maior € mais persistente atividade simpatica; no entanto,
observamos uma queda da atividade simpatica no periodo de sono, o que faz supor
que os anticorpos anti-B1 possam também exercer efeitos moduladores inibitérios no

sistema simpatico de pacientes chagasicos.

Algumas proteinas possuem propriedades alostéricas e moduladoras e se
ligam ao substrato de forma ndo competitiva, sendo capaz de produzir alteragao
conformacional da proteina. As proteinas sdo estruturas dinamicas e apresentam

discretos mas mdltiplos estados funcionais ou conformacionais 9.
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Um ligante alostérico é aquele que regula ou modula a proteina, através de
sitios distintos daqueles do agonista tradicional na proteina dos receptores, ou seja

séo ligantes moduladores que influenciam a fungéo do receptor.

Seriam os anticorpos anti-1 ligantes moduladores que alteram a resposta
esperada quando esses se ligam ao receptor de membrana, e estaria esta resposta
associada a outras vias de sinalizacao especificas do sistema cardiovascular? No
paciente com doenga de Chagas essa resposta € protetora? Os anticorpos anti-1
aumentados no nosso estudo parecem capazes de modificar vias sinalizadoras do
sistema nervoso autbnomo com predominio de acdo parassimpatica no periodo

noturno o que parece demonstrar um ajuste do balango autonémico.

Outro achado desse estudo foi que o pardmetro SDANN, indice de VFC que
também reflete o sistema simpatico, apresenta uma correlagéo direta significativa com
a titulagéo de anti M2 de 2 as 6h (rs = 0,317; p= 0,039; n= 43). Logo quanto maior a
titulagao de anti-M2 maior o SDANN.

Se os anticorpos anti-M2 quando aumentados na circulagdo sdo capazes de
induzir efeitos bradicardizantes semelhantes ao do neurotransmissor acetilcolina sobre
0 coracao, esperariamos encontrar efeitos parassimpaticos predominantes durante as
24h. Logo, os parametros do Holter no periodo noturno deveriam refletir o
parassimpatico. Contudo esse estudo mostrou que quanto mais altas as titulagdes de

anti-M2, maiores sao os indices que refletem o simpatico (SDANN) neste periodo.

Diante desse achado seria possivel supor que os anticorpos anti-M2
comportem como moduladores alostéricos e que, em situagcbes que a atividade
parassimpatica esta exacerbada atuariam ativando via simpatica (conforme refletido
pelo aumento significativo do SDANN). Esses achados nos faz pensar que anticorpos
anti-M2 apresentam efeito tanto inibitério, quanto estimulante sobre o receptor

muscarinico ou ainda apenas uma agéo agonista parcial.

Estas observagdes aparentemente paradoxais poderiam se aplicar também
para os anticorpos anti-B1. As alteracdes funcionais provocadas pela titulagdo elevada
de anticorpos anti-M2 ou anti-B1 parecem ser protetoras, impedindo a diminuicdo
importante da frequéncia cardiaca no periodo noturno quando o parassimpatico esta
muito estimulado ou diminuindo a resposta simpatica quando esta se encontra
exacerbada. Logo, teriam os anticorpos anti-31 e anti-M2 agdo semelhante a
moduladores alostéricos capazes de provocar um ajustamento ciclico e constante de

um sinal?
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Estudo recente,!"™ avaliando a relagdo dos anticorpos anti-M2 com a VFC
analisada ao Holter de 24h observou que o indice SDNN encontra-se aumentado no
paciente chagasico, ndo nas 24h, mas em periodo selecionado, onde observa-se o
predominio de agdo vagal . Nesse estudo, a VFC foi analisada no dominio da
frequéncia. Embora em nosso estudo a VFC tenha sido estudada no dominio de
tempo, encontramos algumas semelhangas pois, os indices que refletem o sistema
simpatico, SDNN index e SDANN estavam significativamente aumentados,
especificamente no periodo de 2 as 6h horario em que se observa um predominio da

atividade vagal na presenca de titulagdes aumentadas de anticorpos anti-M2.

Classicamente, a estimulagao dos receptores adrenérgicos consiste de uma
cascata de sinalizagao envolvendo a proteina Gs(estimulatéria) e ativagédo da Adenil-

ciclase, acompanhada de aumento do AMPc e da PKA °").

Microdominios caveolares tém sido propostos como sitios que concentram
receptores acoplados a proteina G, proteinas G heterotriméricas e receptores de
membrana acoplados a proténa G regulados por moléculas efetoras, confinados em

uma regido e conduzindo a geragao de segundo mensageiros.

A estimulagdo dos receptores 1 adrenérgicos regula a corrente de Ca®* (ICA) ,
por um mecanismo dependente da PKA e ainda regula a PKA por vias independentes
como a via calmodulina dependente de PKA Il . A importancia desse fato tem sido que
a estimulagdo constante desses receptores 1 adrenérgicos altera a via sinalizadora
da PKA dependente de Ca*, conduzindo a apoptose do midcito com alteragdes nos
mecanismos de adaptacdo cardiacos levando ao remodelamento ventricular. Alguns
autores tém mostrado que a sinalizacdo do AMPc /PKA é bifasica, com um pico
proeminente e precoce enquanto as via dependentes de calmodulina/PKAIl é lenta e

mais persistente 2.

Estudos atuais (*9'51152.1%3) gsopre receptores t&ém mostrado a necessidade de
uma melhor compreensdo e nova classificagdo para os receptores [ adrenérgicos.
Tem sido descrito que esses receptores possuem dois sitios de ligagdo, um de alta
afinidade e outro de baixa afinidade. Os receptores 31 em estado de alta afinidade sao
ativados pelas catecolaminas, tais como a noradrenalina e adrenalina e bloqueados
pelos B-bloqueadores classicos como carvedilol, metoprolol, bisoprolol e atenolol,

respectivamente.

Efeitos mediados pelos receptores 1 adrenérgicos de baixa afinidade, tém

sido estudados in vitro e esta claro, até o momento, que a ativagao de receptores 1
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adrenérgicos de baixa afinidade aumenta a frequéncia de batimentos sino-atriais,
exerce efeito inotrépico positivo sobre o coragdo e induz arritmias atriais e
ventriculares. Os estudos in vivo ndo sdo muitos, contudo alguns autores tém
estudado agonistas que se ligam aos sitios de receptores 1 de baixa afinidade,

demonstrando que esses agonistas induzem efeito inotrépico e lusinotrépico positivo.

Outra explicagao possivel, baseia-se na regulagao cruzada entre os receptores
adrenérgicos. Esses receptores, uma vez estimulados, ativam altera¢gdes no sinal de
transducado de outros sistemas cardiovasculares. Vias relacionadas aos receptores da
angiotensina, endotelina, receptores muscarinicos ligados a acetil-colina, quando
estimuladas podem, frequentemente, aumentar ou inibir a liberacdo de catecolaminas
enddgenas associadas a infra-regulacdo ou dessensibilizagdo dos receptores

adrenérgicos (10

Cunha e et al "** ao analisar o perfil do chagasico crénico em hospital terciario,
ao Holter de 24 h, encontraram indices de SDANN, SDNN index que refletem o
sistema simpatico, diminuidos no periodo dia refletindo uma diminuicdo da VFC.
Paradoxalmente o SDNNindex a noite foi maior que no periodo dia. Embora na
presenca de ativagdo simpatica espera-se uma inibigcdo vagal, esse estudo mostrou
um aumento do rMSSD (indice que reflete o parassimpatico) tanto no periodo diurno
quanto noturno. Apesar desse estudo nao ter avaliado a relagcao dos indices de VFC
com anticorpos anti-B1 e anti-M2, os dados que parecem inicialmente contraditorios,
talvez reflitam efeitos de moduladores endégenos que atuem em receptores 1 e M2
modulando a resposta do SNA.

Levy *® apresentou fortes argumentos a respeito da interagdo simpatico-
parassimpatico no coragdo. Antagonismo acentuado é o nome dado a uma excessiva
resposta a estimulacdo vagal na presenga de uma maior ativacdo simpatica.
Estimulando os nervos simpaticos e vagais do coracdo de cades a diversas
combinacbes de frequéncia observou que durante a estimulagdo combinada
(simpatica e vagal) o efeito vagal predominou, constatando-se que a resposta vagal a

estimulagdo combinada difere da resposta vagal isoladamente.

As Arritmias complexas e os bloqueios atrioventriculares ao Holter foram
analisados e relacionados com os anticorpos anti-1 e anti-M2 e nao foi observado
significancia estatistica entre eles. Vinte e um pacientes (32,8%) apresentaram pelo
menos um ou mais episodios de TVNS, contudo observou-se que nao houve
correlagao significativa com a titulagao anti-B1 (p=0,75) nem com a titulagdo anti-M2
(p =0,75).
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Morte subita em pacientes chagasicos é uma complicacdo frequente ('°%'%")

e
esta associada a TVS e fibrilagdo ventricular. Os substratos arritmogénicos ocorrem
em fungdo de um desarranjo estrutural da fibra miocardica. Fibrose, alteragdes de
contratiidade segmentar do VE e aneurisma apical funcionam como substratos

arritmogénicos facilitando mecanismos de reentrada.

Segundo Cruz e Maia, (*®

precedendo a morte subita taquiarritmica, observa-
se uma nitida redugdo da VFC. Isto se explica por uma diminuigéo da atividade vagal
com consequente aumento da atividade simpatica. A reducdo da VFC é um elemento

importante na precipitagao do efeito cascata que desencadeia os surtos de TVS.

Estudo recente (" experimental realizado para avaliar a atividade funcional
dos anticorpos anti-B1 (IgGs com atividade 31) modulando a repolarizagéo ventricular
mostrou que anticorpos anti-31 presentes em soros de pacientes chagasicos,
encurtam o intervalo QT, a duracdo do potencial de acdo das células M
provavelmente por mecanismos idnicos relacionados as correntes depedentes de
calcio (l.a) e potassio (IKs). Isto explicaria possiveis mecanismos relacionados as
arritmias na cardiopatia chagasica, visto que, o final da onda T do ECG, esta
relacionado a repolarizacdo das células M. Alteracbes modulatérias na repolarizagao

dessas células justificam mecanismos arritmogénicos na cardiopatia chagasica.

Uma explicacido para os resultados encontrados, em relagado as arritmias, € o
uso de terapéutica antiarritmica otimizada e a outra é que os anticorpos anti-B1 nao

sejam os Unicos moduladores dos mecanismos arritmicos.

A proteina G, em algumas situagdes, pode atuar ndo sobre um canal ibnico
vizinho, mas sobre uma enzima que flutue na membrana pos sinaptica, cuja fungao é
produzir um mensageiro quimico (segundo mensageiro) que atue em outro ponto da
membrana ou no interior da célula pdés sinaptica. Uma cascata de sinalizagbes é
ativada cada vez que um modulador ativa um receptor de membrana ou sitios de

(152)

microdominios caveolares . Uma cascata enzimatica, uma vez disparada, pode

produzir alteragdes metabdlicas intracelulares que ndo chegue a provocar sinais

sinapticos, mas alteracdes funcionais em longo prazo®?.

Ao ECG, observou-se uma associagdo entre anticorpos anti- 31 e fibrilagéo
atrial (FA). Pacientes com FA apresentaram a titulagdo de anti-B1 significativamente
maior que no subgrupo sem FA (p = 0,01). A agao agonista de anti-B1 poderia explicar
tais alteragdes. Ainda ao ECG, esse estudo mostrou que o subgrupo com ritmo

cardiaco sinusal apresentou titulagdo anti-M2 significativamente menor que o
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subgrupo sem ritmo sinusal (p=0,035) e que o subgrupo com ritmo cardiaco em FA
apresentou titulagdo anti-M2 significativamente maior que o subgrupo sem FA
(p=0,029), ou seja, tanto titulagdbes aumentadas de anti-M2, quanto titulagdes
aumentadas de anti-B1 se relacionam com FA. Possivelmente, isto ocorre porque a via
simpatica uma vez estimulada excessivamente pode estimular a via parassimpatica ao

mesmo tempo.

Em relagdo as bradiarritmias ao Holter, observou-se que a bradicardia menor
que 35 bpm nao se correlacionou com a titulagdo de anti- M2 (p = 0,34). Encontrou-se
sete pacientes (10,9%) com FC < a 35 bpm e dez (15,64%) com pausas = a 2,5s.
Desses dez pacientes com pausas, cinco pacientes tiveram também FC menor que
35 bpm. Esses dados mostram que pelo menos dez pacientes estavam aguardando
marcapasso. A doenga do nédulo sinusal € comum na CCC e pode ser explicada pela
fibrose, acompanhada de atrofia e fragmentagéo de fibras especificas e tem aspecto

cicatricial 7.

A disautomia ao Teste ergométrico ndo mostrou correlagao significativa com a
titulagdo de anticorpos anti-31 e anti-M2. Contudo, em relagcdo aos anticorpos anti-31,
observou-se uma correlagao significativa entre a titulagdo desses anticorpos com o
duplo-produto, parédmetro obtido durante o teste ergométrico que representa o
resultado do aumento da frequéncia cardiaca e da pressao arterial durante o exercicio
(rs=0,371; p =0,005, n=56 ). Como o aumento do duplo produto ao teste ergométrico
€ um marcador de bom desempenho cardiaco frente ao esforgo, essa correlacdo
pode representar uma funcao sinalizadora benéfica dos anticorpos anti-B1 sobre o

coracgao.

Vale ressaltar que nesses pacientes o déficit cronotropico frente ao esforgo é
uma caracteristica comum, pois Carlos Chagas em 1922, j4 se referia a pouca acéo
cronotrépica da atropina em pacientes chagasicos, bem como Brasil '®", refere-se a
estranha fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca em que o ritmo sinusal normal ndo se
acelera e mostra a incapacidade da atropina em aumentar a FC na cardiopatia

chagasica crbnica.

Trabalhos na literatura (‘%

mostram que algumas variaveis no TE sé&o
marcadores de gravidade, entre eles a redugdo da FC no primeiro minuto de
recuperacgdo e a pressdo arterial reduzida durante o exercicio "®?. Contudo, esses
dados nao foram correlacionados com a presenga de anticorpos anti-B1 e anti-M2.
Nosso estudo mostrou ao teste ergométrico (TE), que o subgrupo com resposta

cronotropica normal apresentou titulagdo anti-B1 significativamente maior que o
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subgrupo com resposta cronotrépica deprimida (p = 0,023) . Seriam os anticorpos
anti-B1 capazes de exercer efeito modulador da resposta adrenérgica frente ao

esforgo através de outras vias de sinalizagdo em pacientes chagasicos?

Rocha et al.!'®?

demonstraram que pacientes com doenga de Chagas
submetidos ao TE maximo apresentaram resposta cronotrépica deprimida,
considerando aqueles com ou sem insuficiéncia cardiaca. Outros trabalhos mostram
que a insuficiéncia cronotropica é previsivel quando se trata de pacientes com
aumento da cavidade ventricular esquerda e fragdo de ejegdo baixa'®*'®". O défcit
cronotropico tem sido atribuido a disfungdo autonémica predominantemente vagal ou

disfungdo do né sinusal em chagéasicos 9.

A taquicardia inicial induzida pelo esforgo depende da supresséao da atividade

vagal, enquanto aumentos adicionais dependem de incrementos do SNA

(simpatico) de acordo com a intensidade do exercicio (16°166167),

No presente estudo atribuiu 0 aumento do duplo produto a uma possivel agao
moduladora agonista de anticorpos anti- 1 adrenérgicos durante o exercicio
contribuindo de forma adicional com a resposta simpatica do SNA no inicio do

esforco.

Outra observagao referente ao TE foi a de que o subgrupo com resposta
inotrépica normal apresentou titulagdo anti-M2 significativamente maior que o
subgrupo com resposta inotropica deprimida (p = 0,044).

Uma resposta inotropica normal é o resultado de uma curva normal da
pressao arterial frente ao esfor¢o. Na regulagdo do inotropismo positivo, a via
B1-G; é a responsavel pela resposta contratil do coracdo. Isto representa estimulagao
simpatica e melhor desempenho cardiaco. Contudo, a fungéo cardiaca é regulada por
diversas cascatas sinalizadoras. Alguns mecanismos que controlam essas cascatas
tém origem no sistema nervoso central, entre eles o da regulagdo da pressao arterial
sanguinea nos centros cardiovasculares do cérebro e a regulacdo dos receptores
muscarinicos por um sistema a adrenérgico que controla a liberagdo de horménio do

tipo peptideo atrial natriurético ">,

Pode-se supor que as maiores titulacdes de anti-M2 refletem acido ou
interacdo moduladora com outras vias sinalizadoras (transdugédo de sinais), que
estimulam a agdo simpatica no coragdo e outros sistemas que participam da cascata

de sinalizagdo do SNAM5149),
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Foi realizada uma analise multivariada composta pela Regressédo Linear
Multipla (RLM) para avaliar a influéncia simultdnea das variaveis explicativas sobre a

titulagao anti-g1 e M2.

Segundo a RLM, observou-se que o duplo produto (p=0,016) foi variavel
independente ao nivel de 5% para explicar a titulagdo anti-B1, ou seja, quanto maior o

duplo produto maior o valor esperado da titulagdo anti-1.

Observou-se também que o SDANN de 2 as 6h (p= 0,13) foi variavel
independente ao nivel de 15% para explicar a titulagdo de anti- M2, ou seja, quanto
maior o SDANN de 2 as 6 h, maior o valor esperado da titulacdo anti-M2. Esse dado
reforca a possibilidade dos anticorpos anti-M2 também modularem uma resposta

simpatica no periodo que a atividade vaga é predominante.

O ECGAR foi realizado em dezoito pacientes e destes, dezesseis (88%)
apresentaram presenca de potenciais elétricos tardios preditores de arritmia cardiaca,
contudo, nao foi observada correlagéo significativa entre esses potenciais e a titulagéo
dos anticorpos anti- 1 e anti-M2. Considerando que a presenga de pds potenciais ao
ECGAR ¢ preditora de arritmias malignas como a TVS, esperava-se uma relagdo com

anti-B1 que nao foi encontrada.

Os trabalhos na literatura sobre ECGAR em pacientes com miocardiopatia
chagasica e insuficiéncia cardiaca sdo escassos. Pacientes portadores de bloqueios
de ramo ou retardo na condugao intraventricular apresentam prolongamento do QRS
obscurecendo os potenciais tardios no final do ECG. Nao sabemos se pacientes com
ECGAR normal em doenga de Chagas tém um melhor prognéstico ao longo do tempo.
A hipétese que titulagbes aumentadas de anticorpos anti-B1 pudesse representar dano
miocardico precoce capaz de gerar substratos arritmogénicos detectados pelo ECGAR
nao foi confirmada. Importante lembrar que um nimero maior de casos € necessario

para uma melhor analise.

A analise da fungao ventricular esquerda ao ecocardiograma mostrou que nao
houve correlagdo entre titulagdes de anticorpos anti-B1 e anti-M2 com a fragdo de
ejecdo (variavel numérica) obtida pelo método de Simpson. A analise subjetiva da
fungdo ventricular esquerda esteve gravemente comprometida em 14,1% dos
pacientes, moderadamente comprometida em 9,4% e levemente comprometida em
7,8%. Logo, 21,3 % dessa populagéo apresentou algum grau de comprometimento

funcional do VE. Nao observou-se também correlagao significativa entre titulagdes de
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anti-B1 e anti M2 com diametros sistélico e diastdlico do VE. Observou-se presenca de

aneurisma de ponta em trés pacientes (4,68%) .

Anadlises de sobrevida em pacientes com cardiopatia chagasica mostram que
fungédo sistdlica prejudicada e aumento dos didmetros ventriculares relacionam

significativamente com morbimortalidade cardiaca (1%1%%).

Embora esse estudo néo tenha corelacionado fungao diastdlica com anticorpos
anti-B1 e anti-M2, sabe-se que anormalidades precoces ocorrem ao Doppler e Doppler
tecidual, relacionadas ao tempo de contragdo isovolumétrica e relaxamento do VE.
Mesmo nas situacées com fungao sistdlica normal, testes de estresse podem provocar
alteragbes da fungéo ventricular ndo observadas em repouso. Se os anticorpos anti-f31
e anti-M2 estdo relacionados as alteragdes precoces de comprometimento do VE,

novos estudos sao necessarios para esta avaliacao.

Dados clinicos referentes a fungao ventricular esquerda analisados de acordo
com a classificagdo da NYHA ndo mostraram associagao significativa com niveis de
anticorpos anti-B1 (p =0,67) assim como aqueles classificados segundo Los Andes
(p=0,97). Para os anticorpos anti-M2, os resultados também nao foram significativos.

Encontrou-se segundo a NYHA p= 0,60 e para classificagdo de Los Andes p=0,55.

Estudo mais recente *® mostrou que soro de pacientes chagasicos portadores
de arritmias cardiacas e comprometimento funcional do coragdo (classificados
segundo Los Andes) quando infundidos em coragéo isolado de coelho foram capazes
de deprimir a eletrogénese, marcada pela queda da frequéncia cardiaca e presenga de
bloqueios atrioventriculares. Esses resultados diferem também de outros resultados de
Sterin-Borda que mostram resposta cronotrépica e inotrépica positiva. Os primeiros
estudos de Sterin-Borda em 1976 " associaram a presenca de anticorpos anti- EVI
presentes no soro de pacientes chagasicos com aumento da frequéncia cardiaca e

contracdo atrial em animais de laboratorio.

Ribeiro et al."*® demonstraram que titulacdes aumentadas de anti-M2 nao
correlacionaram significativamente com fungdo ventricular esquerda e Talvani e
cols!""® também compararam as titulagdes de anticorpos anti-81 e anti-M2 (valores
demonstrados por densidade Optica) e ndo observaram correlagéo significativa em

chagasicos, fato que também foi registrado em nosso trabalho.

Trabalhos que mostrem a relagdo de anticorpos circulantes funcionais tanto

com atividade “B-adrenérgica e muscarinica like” com citocinas tal como acontece no
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paciente chagasico podem contribuir para analises de possiveis biomarcadores

precoces na doenga de Chagas .

Vitelli-Avelar et al. "°” estudaram o perfil das citocinas na forma indeterminada
e cardiaca in vivo e in vitro e avaliaram a importancia do balanco entre as citocinas
inflamatorias e regulatérias que caracterizam as respectivas formas evolutivas da

doenca de Chagas.

Na fase indeterminada observaram citocinas regulatérias derivadas de células
T CD4+. Na forma com comprometimento cardiaco observaram predominéncia de
citocinas inflamatoérias, mondcitos e células CD4. In vitro, o estimulo de células
sanguineas com formas tripomastigotas, inverte esse padrao e o que se observa é
interleucina10, células TCD4+ e mondcitos conduzindo a forma indeterminada (padrao
inflamatorio) e citocinas regulatérias no controle da forma cardiaca. In vivo e in vitro

os padrdes se assemelham quando os pacientes sao tratados com benzonidazol.

Apesar de nao ter-se observado correlagéo de titulacbes de anticorpos anti-1
e anti-M2 com fungao ventricular avaliada pelo ecocardiograma, nao se sabe qual a
relagcdo funcional desses anticorpos com formas evolutivas da doenga de Chagas.
Assim como algumas citocinas (Interleucina 6) parecem ser marcadoras de desfecho
desfavoravel na CCC, teriam os anticorpos alguma relagdo com desfecho clinico no

paciente chagasico?

Na miocardiopatia chagasica descompensada, alguns estudos tém mostrado
que ha uma maior instabilidade hemodindmica, explicada por uma ativacéo
aumentada do sistema renina-angiotensina aldosterona e uma producgéo elevada de

citocinas, que confere ao chagasico nessa condigdo um pior prognéstico "

Complexidade pode ser a palavra que expressa os mecanismos envolvidos na
patogénese da doenga de Chagas. Fatores étnicos, biolégicos, psicossociais e
culturais ligados ao hospedeiro e tantos outros ligados a biogeografia do parasito,
participam do cenario da doenga ao longo do século e dificultam, devido as suas
variancias, o esclarecimento exato do mecanismo que leva ao dano miocardico

irreversivel.

O paradigma cartesiano que atendeu as necessidades da industrializagao no
inicio do século XIX e fragmentou o conhecimento, hoje ndo responde ao incremento

do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico de pesquisas em saude.
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Havia na Grécia um programa de ensino “enckuiklios paidea” "

que valorizava
0 saber na sua totalidade em detrimento do saber enciclopédico. As disciplinas
articulavam entre si formando uma unidade. Dessa forma, vejo a possibilidade de
encontrar os mecanismos que expliquem a patogénese da doenga de Chagas através
da multidisciplinaridade envolvendo pesquisas que abordem desde a vulnerabilidade
dos que adoecem até os mecanismos moleculares mais complexos, que possam

conduzir a uma terapéutica eficaz.

Levantou-se alguns questionamentos abordando areas especificas do
conhecimento, observou-se correlagdes e obteve-se dados que nos levaram a refletir
de forma instigante sobre conhecimentos consolidados. Segundo Bateson "%, o
padrdo da quebra de uma superficie de vidro provocado pelo langamento manual de
uma pedra nao pode ser previsto a priori, assim como numa corrente de metal com
elos homogéneos, submetida a tensao, néo se consegue identificar antecipadamente

o local de ruptura.

A possibilidade de uma confluéncia de variaveis comegarem a estabelecer um
padrao, em doenga de Chagas, pode contribuir para a compreensao de mecanismos

ligados a sua patogénese.
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8. CONCLUSOES

- O percentual de anticorpos antirreceptores (1 adrenérgicos (anti-B1) e
antirreceptores muscarinicos M2 (anti-M2) em pacientes com forma crénica
de doenga de Chagas, em nosso estudo, foi de : anti-B1 reagentes (>1,054)
42,2 % e os anti-M2 (> que 1,297) 45,3 %.

Ao Holter cardiaco de 24 horas:

- Existe correlagao inversa significativa entre a titulagdo de anti-B1 com SDNN
index de 2 as 6h (rs =-0,313; p = 0,041; n = 43).

- Existe correlagéo direta significativa entre a titulagdo de anti-M2 com SDANN
de 2 as 6h (rs = 0,317; p = 0,039; n = 43).

- Nao observou-se correlagao significativa entre as taquiarritmias, bradiarritmias

e disautonomia com titulagbes de anticorpos anti-B1 e anti-M2.

Ao teste ergométrico:

- Nao ha correlagdo de disautonomia com titulagbes de anticorpos anti-B1 e
anti- M2.

- Existe correlagdo direta significativa entre a titulagdo Anti-B1 com Duplo
Produto (rs =0,371; p =0,005, n = 56).

- A titulagdo Anti-B1 foi significativamente maior no subgrupo com resposta
cronotropica normal do que no subgrupo com resposta cronotropica deprimida
(p =0,023).
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- A titulacdo anti-M2 foi significativamente maior no subgrupo com resposta

inotropica normal do que no subgrupo com resposta inotrépica deprimida (p
0,044).

Ao ECG convencional:

- O subgrupo com FA apresentou titulagdo anti-B1 significativamente maior que o
subgrupo sem FA (p = 0,001).

- O subgrupo com FA apresentou titulagdo anti-M2 significativamente maior que o
subgrupo sem FA (p = 0,029).

Ao ECGAR:

- N&o ha correlagédo significativa entre RMS>20 e LAS< 38 com as titulagbes de
anti-p1 e anti-M2.

Ao ecocardiograma

- Nao ha correlagao significativa dos anticorpos anti-B1 e anti-M2 com a fungéo
ventricular esquerda global e segmentar.

Analise multivariada:

- O duplo produto é variavel independente (5%) para anti-B1 e o SDANN(15%)
€ variavel independente para anti-M2.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

9.1. APLICABILIDADE CLINICA

As alteragbes funcionais provocadas por ligantes enddgenos associadas a um
cooperatismo positivo ou negativo dos anticorpos anti-B1 adrenérgicos e anti-M2
muscarinicos em pacientes com doenga de Chagas podem explicar algumas
alteragdes frequentemente encontradas nesses pacientes. Isto sugere que possiveis
intervengdes farmacolégicas que atuem na ligagcdo alostérica desses receptores
possam ser efetivas como coadjuvantes no tratamento da cardiopatia chagasica

cronica.

Realizar novos estudos para definir se anticorpos anti-B1 e anti-M2, em soro
de pacientes chagasicos podem ser considerados marcadores de modulagdo

autondbmica.

Se os anticorpos anti-B1 e anti-M2 funcionam como moduladores
compensatorios do SNA comprometido na cardiopatia chagasica cronica, a

imunoadsorgao como forma terapéutica na doenga de Chagas precisa ser reavaliada.

Se novos estudos mostrarem que os anticorpos anti- B1 e anti-M2
séo biomarcadores de comprometimento do SNA em pacientes chagasicos, isso
permitira uma melhor estratificacdo de risco desses pacientes e intervengéo

terapéutica.

9.2 - LIMITACOES DO ESTUDO
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- O uso otimizado de farmacos antiarritmicos pode ter contribuido para a falta de

correlagdo observada entre a titulagdo aumentada de anti-B1 e as taquiarritmias.

- Nos pacientes com marcapasso a analise das bradiarritmias ficou prejudicada, logo,
a correlacio de anti-M2 e bradiarritmias pode ter sido subestimada.

- Nao houve uma analise ecocardiografica inter-observador. Foi considerada a analise
da chefia do servico de Ecocardiografia e seus assistentes. Além disso, nao foi
realizado em nosso estudo a associacido de titulagbes de anticorpos com a fungéo
diastdlica.

- Trata-se de um estudo transversal, portanto ndo utilizou grupo controle, nem

comparou as titulagdes de anticorpos com miocardiopatias de outras etiologias.

- A caracterizacdo dos autoanticorpos se baseou na interacdo destes com peptideos
correspondentes a segunda alca extracelular dos receptores, ao contrario de estudos
onde a caracterizacdo dos anticorpos ocorreu através da ativagdo funcional dos

mesmos.
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ANEXO |

TESTE ERGOMETRICO — MEDICAGAO EM USO
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Nome Medicamentos
1 A.C. B. Maleato de enalapril
2 A. R. L. H. | Atenolol, hidroclorotiazida, a metil-dopa, hidralazina, losartana potassica
3 A.S.C. Candesartan, clopidogrel, AAS, amiodarona, espironolactona, furosemida
4 A.B. C. Maleato de enalapril, besilato de anlodipino, hidroclorotiazida
5 B. M. J. Losartana potassica, besilato de anlodipino, hidralazina
6 | C.D.M.S. | Losartana potassica
7 C.L.T. Clortalidona, nifedipino retard, AAS
8 C.S. Digoxina, carvedilol, furosemida, maleato de enalapril
9 C.C. Carvedilol, espironolactona, furosemida, losartana potassica, amiodarona
10 C.R.D Maleato de enalapril, hidroclorotiazida, amiodarona, sinvastatina
11 D.M.O Propranolol, hidroclorotiazida
12 D.ILJ Sem medicagéo
13 D.F.G. Losartana potassica, furosemida, aldactone, sotacor, digoxina
14 D. A Amiodarona, hidroclorotiazida, captopril, AAS
15 E.S.R. Amiodarona,maleato de enalapril, furosemida
16 E.T.S. Maleato de enalapril, AAS, aldactone, amiodarona
17 E.C.S. Sem medicacgdo no dia do exame
18 E.G.C. Estatina
19 E.A C. Sem medicagéo
20 F.R.S. Maleato de enalapril, hiroclorotiazida, sinvastatina, carvedilol
21 F.A.S. Captopril, furosemida
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22 | F.A.P.F. | Losartana potassica, hidroclorotiazida

23 G.F. L. Amiodarona, maleato de enalapril, besilato de anlodipino, hidroclorotiazida
24 H.S. V. Furosemida, losartana potassica

26 I.B. S. Maleato de enalapril

27 J.C. A Losartana potassica, furosemida, amiodarona, espironolactona

28 | J.B.P.S. | Carvedilol, espironolactona , candesartan, hidroclorotiazida, amiodarona
29 J.A.C. Losartana potassica, furosemida, espironolactona, hidralazina

30 J.A. S. Sem medicagéo

31 J.P. M. Captopril, amiodarona

32 J.G.O. Sem medicagéo

33 J.M. S. Captopril, sinvastatina, furosemida

34 L. F. Maleato de enalapril, Indapamida

35 L.G.S. Captopril, hidralazina, hidroclorotiazida, sinvastatina

36 M. A.S Nao informado

37| M.A.S.S. | Candersatan, furosemida, espironolactona, hidroclorotiazida, amiodarona
38| M.A.A.L. | Digoxona, carvedilol, furosemida, candesartan, amiodarona

39| M.P.A.L. | Sem medicacdo

40 | M.N.F.S | Maleato de enalapril, ancoron, hidroclorotiazida, carvedilol

41 M.S. S. P. | Atenolol, maleato de enalapril, ametil dopa, hidroclorotiazida

42 M.E. G Sem medicacao

43 M.J A O. Carvedilol, losartana potassica, hidroclorotiazida

44 M. J. B. Digoxina, carvedilol, hidralazina, candesartan

45 M. J. S. Sem medicagao
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46 | M.J.F.S. | Losartana, hidralazina, hidroclorotiazida

47 | M. J.J.S. | Captopril 25, hidroclorotiazida

48 | M. J. R.P. | Losartana potassica, anlodipino, a metil-dopa

49 | M.L.S.R. | Amiodarona, losartana potassica, furosemida, espironolactona
50 M. M. S Maleato de enalapril, hidroclorotiazida

51 M.N. C Marcapasso

52 M.O. C Captopril, a Metil dopa, captopril, hidroclorotiazida
53 M. G. R Sem medicagéo

54 M.C.S Losartana potassica, indapamida, hidralazina

55 M. M. S Maleat o de enalapril, hidroclorotiazida

56 N.B.P Maleato de enalapril, hidroclorotiazida, hidralazina
57 R.N.F Sem medicagéo

58 R.C.S Captopril, hidroclortiazida, amiodarona

59 R.F.C Sem medicagéo

60 S.P.S Amiodarona, hidroclorotiazida, captopril, AAS

61 S.B.R Maleato de enalapril, hidroclorotiazida

62 | V.X. G.P.C. | Carvedilol, captopril, furosemida

63 V.S.F. Sem medicagéo

64 | V.G.S.R. | Carvedilol, losartana potassica, hidralazina

ANEXO Il

Classificagao da Insuficiéncia Cardiaca, segundo NYHA
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Classe |

Pacientes com cardiopatia, mas sem limitagbes resultantes da atividade
fisica. A atividade fisica comum n&o causa fadiga anormal, palpitagbes ou
dor anginosa.

Classe Il

Pacientes com cardiopatia levando a leve limitagdo da atividade fisica.
Assintomaticos em repouso. A atividade fisica comum resulta em fadiga,
palpitacdo, dispnéia ou dor anginosa.

Classe Il

Pacientes com cardiopatia resultando em marcada limitacdo de atividade
fisica. Assintomaticos em repouso. Minimo esforgo fisico, menos que a
atividade fisica comum, causa fadiga, palpitagdo, dispnéia ou dor anginosa.

Classe IV

Pacientes com cardiopatia incapazes de executar qualquer atividade fisica
sem desconforto. Os sintomas de Insuficiéncia Cardiaca ou de Sindrome
Anginosa podem estar presentes mesmo em repouso. A qualquer esforgo
fisico empreendido o desconforto aumenta.

The Task Force for the Diagnosis and Treatment of Chronic Heart Failure of the European
Society of Cardiology. Guidelines for the Diagnosis and Treatment of Chronic Heart Failure:
(update 2005); doi:10.1093/eurheartj/ehi205.

Classificagao de Los Andes Modificada

Sorologia positiva para Doenca de Chagas

IA | ECG normal, Ecocardiograma normal

ECG normal, Ecocardiograma com fungao ventricular esquerda normal e

alteracdo segmentar da contratilidade.

ECG anormal, Ecocardiograma com alteragdo segmentar da contratilidade e ou

disfungéo ventricular esquerda.

ECG anormal, Ecocardiograma com disfungédo ventricular esquerda e sinais

clinicos de congestao pulmonar.
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Medina M, Carrasco H, Fuenmayor A, Medina AN, & Muller MRG. Diagnostico por métodos no
invasivos de dano ventricular izquierdo incipiente en pacientes chagasicos. Utilidad de la
ecocardiografia y la fonomecanocardiografia . Archivos del Instituto de Cardiologia de México,
50:663-669, 1980.

ANEXO il

Instituto Nacional de Cardiologia

Programa Cardio-Chagas

Estudo dos auto-anticorpos circulantes na cardiopatia chagasica crénica

I- Identificacao:

Data da avaliacédo__ / / /
Nome:

No do prontuario:
Data de nascimento:
Tel para contato:
Etnia:
Naturalidade:
Afastado da zona endémica:

Il - Mediadas antropométricas
Peso Alt IMC
Peso normal () sobrepeso( ) obesidade( )

lll - Exame fisico:

1- RCR2tBNF ( )RCR3tb4( )RCR3tb3( )
2- RCI( ) Extrassistoles( )
3- Desdobramento B2

4- Turgénciajugular:sim( ) nao( )
5- Sopros:
6- Presséao arterial:

IV - Avaliagao radioldgica:

normal ( ) ICT 25 ( ) congestado pulmonar ( ) sem congestao pulmonar ( )

V- Sinais e sintomas fisicos:

A- Classe funcional (NYHA): Grupo | ( ) I1( )II( ) IV( )
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B- Los Andes: Grupo I ( )IA ( ) IB( ) Grupoll( ) grupolll( )
C- Insuficiéncia cardiaca (IC) direita-sim( ) ndo( )

D- IC biventricular: sim( ) nao( )

E- Morte subita na familia: sim( ) nédo ( )

F-Histéria de embolia pulmonar: sim () ndo () Sistémica: sim( )ndo ( )
G- Comprometimento digestivo: sim( ) ndo ( )

VI- Historia clinica previa
ICC: sim( )ndo( ) Sincope: sim( ) ndo( )

HAS:sim () ndo( )- Estagio:

Comorbidades: Diabetes - sim () Tipo:

Tireoideopatias: sim( ) nao ( )
Nefropatias: sim( ) ndo ( ) Neoplasias: sim( ) nao( )
Cancer:sim( ) nao( )

Outras:

VII - Historia Social:

Moradia: casa de estuque -sim( ) nao( )

Grau de escolaridade:

Analfabeto: sim () ndo ( ) Primeiro grau incompleto: sim () ndo( ) completo
sim( ) nao( )

Segundo grau incompleto: sim () ndo ( ) Completo sim ( ) ndo ( ) Curso
Superiorsim( ) nao( )

Historia de doenga na familia: sim () nao( )

Transfuséo sanguinea: sim( )néo ( )

VIII- Fatores de risco e habitos:

Tabagismo: sim ( ) ndo ( ) Extabagista

Alcoolismo: sim( ) nao( )

Esta trabalhando: sim( ) néo( )
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Desempregado: sim () ndo ( )em beneficiosim( ) ndo( )

Ativo:sim( ) ndo( )

VIl - Exames complementares:

A — Sorologia para Chagas:

Elisa: Hemaglutinagao

B - Autoanticorpos:

Autoanticorpos

Titul. B1 Titul

Titul. M2

Anti-B1 reagente

Anti- B1 ndo reagente

Anti-M2 reagente

Anti-M2 nao reagente

C - ECG basal:

Diagnastico:

Ritmo: FC:

QRS:

PR :

D - ECGAR:

Parametros Resultados

Normalidade

Com BRE Com BRD

RMS

LAS

Duragao QRS

Duragao da onda P
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Positivo para () negativopara( )

E - Ecocardiograma bidimensional com Doppler:

Diametros: AE AO Vd

VEd VEs SIv PP
Massa: VE Ind de massa
Fracdo de ejecado Simpson: %

Funcao sistolica global: Normal ( ) levemente compr. () mod. Comprometida ( )
gravemente compr. ()

Funcéo sistolica segmentar escore de pontos:

Segmentos | Anterior | S.anterior | S.inferior | Inferior. Ii_r:teer;-I AI:E:;_
Basal 1 1 1 1 1 1
Médio 1 1 1 1 1 1
Apical 1 1 1 1

Apex 1
Total: 17 segmentos / 17 score =1

Fungao diastolica: N () 1( ) I1( ) M )IV()

Observacoes

F- Holter cardiaco de 24 h:

VFC (variabilidade da FC) Parametros analisados

1-VFC normal () Anormal ( )




2-SDANN< 50 ( )SDANN=250( )SDANN entre 50 e 100 ( )ms
SDANN > 100 ms ()

3 -SDNN<50( ) SDNN=50( ) SDNNentre50e 100( ) ms
SDNN > 100

4-pNN50% <5( )

5-rMMSSD<30ms ( )

G - Teste ergométrico:

Variaveis:

1 — Protocolo Tempo

2 - Medicacbes em uso

3 - PA basal mmHg PA max esforgo
Var./met

4 - FC basal bpm FC max esforco bpm Res. Cronot.
5-V0O2 max MVO2 max METS

7 - Classe funcional: I( ) () W( ) IV( )

8 - Aptidao cardio-respiratoria: muito fraca( ) Fraca( )Boa( ) Excelente ( )

9 — Arritmias:

10 - Alteragbes do seg ST:

11 - Disturbios da conducéo ventricular:

Conclusao:

134

mmHg
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ANEXO IV
Banco de Dados — VFC — Holter 24h
No NN - 2- N!‘lz'_';iiia SDNN -2- | SDANN - | SDNNIXD - | NNNs - 2- | rMSSD -2- | pNN 50 -
6hs ) 6hs (ms) | 2-6hs (ms) 2-6hs 6hs 6hs (ms) | 2-6hs (%)
1 11941 1170 93 70 55 11842 44 7,17
2 7790 1301 156 134 62 7718 56 11,63
3
4 14885 938 172 151 76 14633 91 36,82
5 13487 969 59 39 42 12773 25 3,93
6 15229 937 66 31 55 15157 36 6,08
7 13546 980 127 97 54 13200 59 6,5
8 16253 877 98 80 54 16173 61 11,32
9
10 14160 903 130 114 57 13557 31 8,12
11
12
13 12882 1071 154 140 60 12657 90 4,66
14
15 12920 1099 128 98 67 12803 28 4,21
16 16310 875 70 46 47 16261 29 1,75
17 13658 1033 130 103 68 13528 85 27
18 15068 946 107 76 58 15015 29 5,09
19 20187 1070 83 51 59 20185 33 10,04
20 15410 933 45 22 33 15399 13 0,09
21
22 14001 1016 140 85 106 13939 63 29,86
23
24
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25
26 15895 897 164 109 104 15839 95 41,16
27 8678 1472 174 135 99 8214 136 60,38
28 8773 1414 283 227 137 8325 133 21,57
29 15733 806 78 56 47 15027 46 8,42
30 17088 813 171 149 69 16758 59 24,27
31 9812 1130 196 140 84 9300 40 8,61

32 15622 904 127 114 43 15495 34 1,87
33 16001 771 267 218 159 15712 163 18,22
34 21801 633 75 68 29 21309 27 3,53
35 19233 734 49 37 30 19049 12 0,16
36

37

38 15124 771 51 32 35 13761 52 4,08
39

40

41

42

43 13764 1008 112 78 72 13521 73 30,19
44 11748 1167 102 69 57 11377 38 9,76

45 10298 1378 312 64 304 10244 385 71,63
46

47 11099 1183 85 46 67 10829 61 20,02
48 13516 1003 140 127 54 12682 38 6,37

49

50 12201 1111 64 38 48 11940 52 0,96

51

52 16880 844 67 45 49 16818 30 5,18

53 10275 1192 356 210 305 9981 385 57,19
54 21619 661 74 65 27 21530 23 1,88

55 12097 1155 74 45 51 11928 36 7.83
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56 14522 948 207 183 84 14154 92 28,21
57

58

59 18630 963 101 46 83 16940 65 14,63
60 15017 956 85 64 33 14985 12 0,24
61 13492 1052 73 39 44 13427 52 6,78
62

63 17880 802 115 107 31 17831 9 0,05
64 15207 779 141 87 95 13956 154 11,93

ANEXO V

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Identificagao:

Titulo do Projeto: O Estudo dos Anticorpos Antirreceptores B1 e Anti-M2 na
Cardiopatia Chagasica Cronica

Pesquisador Responsavel: Delma Maria Cunha

Instituigao: Instituto Nacional de Cardiologia

Telefone para contato /

Nome do voluntario:

Idade (anos):
Numero do RG:

O Sr. esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa “O Estudo dos
Anticorpos Antirreceptores B1 e Anti-M2 na Cardiopatia Chagasica Cronica “ de
responsabilidade do pesquisador Delma Maria Cunha.

Eu, , abaixo

assinado estou sendo informado pela equipe do ambulatério de Doenga de Chagas do INC,
que me assiste, que sou portador de uma doenga denominada “ Doenga de Chagas”, para a
qual ndo existe um tratamento definido. Com esse estudo queremos fazer alguns exames que

possam ajudar a compreender melhor a doenca e assim poder trata-la.
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Fui informado que para participar da pesquisa, preciso comparecer regularmente as
consultas marcadas no ambulatério para realizar os seguintes exames:

Entrevista: Vocé tem que responder perguntas sobre sua vida pessoal ,tais como onde
nasceu, onde morou ou mora atualmente, habitos, histéria familiar, a sua saude atual, outras
doengas que vocé tenha, informagdes sobre uso de medicamentos . Esses dados serdo
inseridos em um banco de dados e dessa forma, toda vez que vocé vier em consultas de
ambulatério os médicos do servigo terao informagdes sobre vocé, sua saude e o diagndstico da
sua doenca.

Sangue: Semelhante aos exames que vocé faz de rotina. Pesquisamos uma substancia no
sangue chamada anticorpo, que pode estar presente ou ndo. Vamos estudar se este anticorpo
€ benéfico ou se esta relacionado com a evolucdo da doenga. Os resultados serdo importantes
para o seu acompanhamento ao longo do tempo.

Eletrocardiograma: Vocé provavelmente ja fez este exame mais de uma vez. Ele avalia o
ritmo do seu coragao e informa se vocé ja apresenta alguma alteragéo que precise ser tratada
de forma diferente do tratamento atual. Faz parte de exames de rotina na cardiologia e ndo ha
nenhum risco em fazé-lo.

Holter cardaco de 24h: Exame semelhante ao Eletrocardiograma, porém, monitora o ritmo
do seu coragao durante 24h. Nao causa dor, nem desconforto e nenhum risco para vocé.

Teste Ergométrico: Neste exame, vocé caminha em uma esteira rolante, recebe
informagdes e acompanhamento do médico que realiza o exame. O objetivo é avaliar a sua
capacidade para o exercicio. Este exame sera feito em uso da medicagéo que vocé utiliza de
rotina. Caso durante o exame vocé sinta desconforto e queira interromper o exame, relate os
sintomas ao médico e o teste sera interrompido. A sala de exame dispbe de equipamentos
para atendé-lo caso haja alguma intercorréncia como arritmia cardiaca, queda da pressao
arterial ou algum grau de sofrimento do musculo cardiaco (isquemia do coragéo). Por ser um
exame no qual vocé faz um esforgo fisico e tem uma cardiopatia, existe um risco minimo de
complicagdes durante o exame.

Ecocardiograma: E um exame de imagem que mostra o seu coragdo em tempo real, isto
€, podemos vé-lo naquele momento e, analisar o tamanho do coragéo, a sua capacidade de
contrair e relaxar. Este exame pode mostrar alteragdes que sao tipicas da doenga que vocé
tem e isso pode ajudar na escolha do tratamento adequado. Este exame ndo tem nenhum risco
para voceé.

Todas as suas duvidas poderdo ser sanadas nas consultas de ambulatério com os
médicos responsaveis pela pesquisa que vocé esta participando de forma voluntaria. Vocé
podera deixar de participar do estudo a qualquer momento e isto n&o vai interferir com as suas
consultas de rotina nesta instituicdo. Todas as informagdes obtidas sobre vocé, sua salde sdo

individuais e confidenciais.

Direitos do paciente:
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A sua participagdo € inteiramente voluntaria. Durante o estudo voce
deve se sentir livre para questionar o que desejar, e caso ndo se considere
suficientemente esclarecido pelo profissional que o (a) estiver atendendo,
podera solicitar o contato direto com o investigador responsavel por este
estudo, a Dra Delma Maria Cunha, telefone (21) 9977-4494. Uma vez
aceitando participar desta pesquisa, voce devera se sentir livre para abandonar
o estudo a qualquer momento do curso deste, sem que isto afete o seu cuidado
ou tratamento futuro neste hospital. Caso surja alguma duvida quanto a ética
do estudo, voce deverad se reportar ao Comité de Etica em Pesquisas
envolvendo seres humanos — subordinado ao Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa, 6rgao do Ministério da Saude, através de solicitagdo ao pesquisador
responsavel, que estara sob contacto permanente, ou contactando diretamente
o coordenador do referido comité deste hospital, que Ihe sera informado pelo
pesquisador responsavel.

Vocé tem direito ao completo sigilo de sua identidade quanto a sua
participacdo neste estudo, incluindo a eventualidade da apresentacdo dos
resultados deste estudo em congressos médicos e jornais cientificos.

Este termo sera assinado em duas vias, ficando uma com o pesquisador e a
outra com o Sr.(a).

Diante do exposto nos paragrafos anteriores eu, firmado abaixo,

(primeiro nome e sobrenome) ,

residente a (endereco)

Concordo em participar da pesquisa: “O Estudo dos anticorpos
Antireceptores 1 e anti-M2 na Cardioapatia Chagasica Crénica”. Eu fui
completamente orientado pelo Dr. (nome do
médico)

Eu pude questiona-lo sobre todos os aspectos do estudo. Além disto,
ele/ela me entregou uma copia da folha de informagdes para os participantes, a
qual li compreendi e me deu plena liberdade para decidir acerca da minha
espontanea participagao nesta pesquisa.

Depois de tal consideragdo, concordo em cooperar com o Dr.

informa-lo imediatamente sobre qualquer anormalidade observada.
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Estou ciente que sou livre para sair do estudo a qualquer momento, se
assim desejar. Minha identidade jamais sera publicada e os dados colhidos
permanecerao confidenciais.

Concordo que estes poderdo ser examinados por pessoas envolvidas no
estudo com autorizagdo delegada do investigador.

Eu concordo que nao procurarei restringir o uso que se fara sobre os
resultados do estudo.

Data e assinatura procede que este tenha sido “Lido e Aprovado”.

Investigador: Data:
Assinatura:
Testemunha: Data:
Assinatura:
Participante: Data:
Assinatura:
Eu, ,
RG n° , declaro ter sido informado e concordo em

participar como voluntario, do projeto de pesquisa acima descrito.
Testemunha 1:

RG n°

Testemunha 2

RG N°

Rio de Janeiro, / /
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