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RESUMO

OLIVEIRA, L. F. L. Emprego de métodos de imagem de alta-resolucéo in vivo para
estudo das alteracdes perfusionais e inflamatdrias miocardicas em modelo experimental
de cardiomiopatia chagésica cronica no hamster. 2018. 146f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Fundamento: Distarbios da perfusdo miocérdica (DPM) sdo achados comuns na
cardiomiopatia chagésica crénica (CCC), mas nao é claro se essas alteracdes podem preceder
a progressao da disfuncgdo sistdlica e da lesdo tecidual fibrosante do ventriculo esquerdo (VE).
NOs investigamos a evolucdo temporal das alteracbes da perfusdo miocardica e suas
correlagbes com a disfuncdo sistolica e alteracbes histopatoldgicas do VE em um modelo
experimental de CCC, utilizando métodos de imagem in vivo.

Métodos: Foram estudados hamsters sirios fémeas (n=40) infectados com 3,5x10* formas
tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (cepa Y) e seus respectivos controles (n=12). Os
animais sobreviventes (controles, n=10; infectados, n=22) foram submetidos aos exames de
imagem in vivo 2, 4, 6, 8 e 10 meses ap6s a infeccdo. SPECT de alta resolugdo com **™Tc-
sestamibi foi utilizada para avaliar o tamanho do DPM pela construgcdo de mapas polares
considerando como limiar de captacdo as contagens abaixo de 50% em relacdo ao pixel de
maxima contagem. A funcdo e morfologia do VE foram avaliadas pelo ecocardiograma-2D,
em que as medidas obtidas foram a fracdo de ejecdo (FEVE) e os diametros sistdlico e
diastolico do ventriculo esquerdo (DSVE e DDVE). Os animais foram submetidos a imagens
de PET para avaliacdo de viabilidade e inflamacdo miocardica com ®F-FDG 10 meses ap6s
infecgdo. As imagens de PET foram co-registradas com as imagens de SPECT. A analise
histopatol6gica incluiu a quantificacdo da intensidade de inflamacéo e da extensdo de fibrose.

Resultados: Dos animais infectados sobreviventes até o final do estudo, 8 de 22 (36%)
apresentaram queda significativa da FEVE ap6s 8 (%; 6011 vs 70+3 vs 70+5, p=0,007) e 10
(%; 54+9 vs 70£3 vs 70+3, p<0,0001) meses de infeccdo quando comparados aos animais
controles e animais infectados sem disfuncao sistélica do VE, respectivamente. Entretanto,
nesse subgrupo de animais, a deterioracdo da perfusdo foi significativa ja a partir de 6 meses
de infeccdo. Os DPM em fases mais precoces se correlacionaram com a FEVE, com o0s
didmetros do VE tardios e com a fibrose miocérdica. Além disso, 0 DPM no 6° més se
correlacionou com queda da FEVE do 6° para o 10° més apo6s infeccdo (r= 0,56, p=0,0008).
DPM ocorreram em frequéncia e topografia comparavel a doenca humana, em regides de
miocérdio viavel e topograficamente correlacionados com maior captacdo regional de ‘®F-
FDG sugerindo correlagdo entre a inflamagdo e a deterioracdo da perfusdo miocérdica,
confirmada pelo estudo histoldgico.

Conclusao: Defeitos de perfusdo miocardica em repouso precedem o desenvolvimento e se
correlacionam com a deterioracdo ulterior da disfuncdo sistolica e da lesdo tecidual do VE na
CCC experimental. DPM foi topograficamente associado a captacio elevada de ‘*F-FDG
indicando correlacdo entre a inflamacdo e a deterioracdo da perfusdo miocardica. Nossos
resultados sugerem que DPM pode ser um marcador substituto de inflamacdo miocéardica na
CCC levantando a possibilidade da utilizacdo de imagens de perfusdo na estratificacdo de
risco e monitorizacao da evolucdo dessa doenga miocéardica.

Palavras-chave: Miocardiopatia chagésica. Perfusdo miocardica. Inflamac&o miocardica



ABSTRACT

OLIVEIRA, L. F. L. Use of high-resolution imaging methods for in vivo study of
perfusion and myocardial inflammatory changes in an experimental model of chronic
Chagas cardiomyopathy in hamster. 2018. 146f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Background: Myocardial perfusion defects (MPD) is a common finding in Chronic Chagas
cardiomyopathy (CCC), but it is unclear if the perfusion derangement can precede and
correlate with the development of left ventricular (LV) systolic dysfunction and myocardial
fibrosis. We investigated the time-course of myocardial perfusion changes and the correlation
with the histopathological changes and the progression of LV systolic dysfunction in an
experimental model of CCC.

Methods: The study included 40 female Syrian hamsters infected with 3.5x10"
trypomastigotes forms of T. cruzi Y-strain and their respective controls (n=10). Surviving
animals (22 infected and 10 controls) were submitted to in vivo imaging 2, 4, 6, 8 and 10-
months afterwards. Rest high-resolution SPECT imaging using *™Tc-sestamibi was used to
assess MPD extension that was analyzed by using polar maps considering the uptake
threshold of 50% compared to the maximum pixel uptake value. The left ventricular ejection
fraction (LVEF) and the systolic and diastolic diameter (LVSD and LVDD) were assessed by
using 2D-echocardiogram. The animals underwent PET imaging using *|F-FDG for
assessment of myocardial viability and inflammation. Histological analysis included
quantification of myocardial inflammation intensity and fibrosis extension.

Results: Eight out of 22 (36%) surviving infected animals showed significant LV ejection
fraction (LVEF) deterioration after 8-months (%; 60+11 vs 70+3 vs 705, p=0.007) and 10-
months (%; 5449 vs 70+3 vs 703, p<0.0001) compared to control and infected animals
without systolic disfunction, respectively. However, MPD in infected animals showing LV
systolic disfunction displayed significant progressive deterioration first detected at 6 months
after infection. Early stages MPD correlated with the late values of LVEF, LVSD, LVDD and
extent of myocardial fibrosis. Moreover, MPD at 6-months correlated with the LVEF
decrease from 6 to 10 months after infection (r= 0,56, p=0,0008). MPD in the present
experimental model exhibited frequency and topographic similarities with MPD seen in
human CCC. Also, MPD correspond to areas with metabolically viable myocardium and
correlates topographically with higher *®F-FDG uptake indicating that MPD were associated
to myocardial inflammation, which was confirmed by histological assessment.

Conclusions: Rest MPD precedes the development and correlates with the ulterior fibrosis
and deterioration of LV systolic dysfunction in experimental CCC. The MPD was
topographically associated with increased ®F-FDG uptake, suggesting a correlation between
inflammation and the myocardial perfusion derangement. Our findings indicate that MPD
may be a surrogated marker for myocardial inflammation in CCC and raise the possibility of
using perfusion imaging for risk stratification and monitoring the course of this myocardial
disease.

Keywords: Chagas cardiomyopathy. myocardial perfusion. Myocardial inflammationl
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LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Desenho experimental com infeccdo dos animais no més 0, seguida por
ecocardiograma-2D e SPECT aos 2, 4, 6, 8 e 10 meses apds a infec¢do. Os animais controles
e infectados foram estudados longitudinalmente como indicado. As imagens positronicas
foram realizadas no décimo més apds a infeccdo. Eco-2D= ecocardiograma 2D; 99mTc-
MIBI= sestamibi marcado com tecnécio 99m; 18F-FDG= Fluorodesoxiglicose marcado com
Fluor-18; SPECT= tomografia computadorizada por emissdo de fétons singulares; PET=

Tomografia computadorizada por emissédo de pasitrons.

Figura 2 — A - Animal anestesiado, submetido & tricotomia do térax e posicionado em
decubito lateral esquerdo para aquisicdo das imagens ecocardiogréficas; B - Avaliagdo da FE
do VE pelo método Teichholz; C — Imagens bidimensionais obtidas do eixo curto em niveis

basal e medioventricular, e paraesternal para visualiza¢do do eixo longo do coragéo.

Figura 3 - Sistema “mini-Spect” posicionado em uma das duas cabegas da gamma camara
clinica BrightView XCT. (1) — Detector da gama-camara, (2) — Carro suporte do colimador
pinhole, (3) — Suporte rotacional para conter o pequeno animal durante a aquisicdo acoplado a

motor de passo.

Figura 4 - Protocolo de aquisicdo de imagem de SPECT de perfusdo miocardica com 99mTc-

Sestamibi. Iso = Isoflurano; MIBI= sestamibi.

Figura 5 — Sistema de MicroPET dedicado (General Electric Healthcare modelo LabPET 4
solo) da Unidade de Pesquisa de Radiofarmacos do Centro de Desenvolvimento de

Tecnologia Nuclear em Belo Horizonte, Brasil.

Figura 6 - Mapa polar dos 17 segmentos do ventriculo esquerdo criados pelo software Munich
Heart

Figura 7 — Avaliacdo sequencial da FEVE dos dois grupos estudados ao longo do tempo.
Dados apresentados como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. FEVE=
fracédo de ejecdo do ventriculo esquerdo.



Figura 8 — Avaliacdo sequencial do DSVE dos dois grupos estudados ao longo do tempo.
Dados apresentados como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. DDVE=

diametro sistolico do ventriculo esquerdo.

Figura 9 — Avaliacdo sequencial do DDVE dos dois grupos estudados ao longo do tempo.
Dados apresentados como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. DDVE=

diametro diastolico do ventriculo esquerdo.

Figura 10 — Avaliagdo sequencial da FEVE ao longo do tempo segundo o acometimento da
funcao sistdlica global. FEVE= fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; S/D= sem disfun¢éo
sistdlica do ventriculo esquerdo; C/D= com disfuncéo sistolica do ventriculo esquerdo. * =
p<0,05 vs. Controle e Chagas S/D.

Figura 11 — Avaliacdo sequencial do DSVE ao longo do tempo segundo o acometimento da
funcdo sistolica global. DSVE= diametro sistolico do ventriculo esquerdo; S/D= sem
disfuncdo sistélica do ventriculo esquerdo; C/D= com disfuncdo sistolica do ventriculo
esquerdo. * = p<0,05 vs. Controle e Chagas S/D.

Figura 12 — Avaliacdo sequencial do DDVE ao longo do tempo segundo o acometimento da
funcdo sistdlica global. DDVE= diametro diastolico do ventriculo esquerdo; S/D= sem
disfuncdo sistélica do ventriculo esquerdo; C/D= com disfuncdo sistolica do ventriculo
esquerdo. * = p<0,05 vs. Controle; # = p<0,05 vs. Controle e Chagas S/D.

Figura 13 — Avaliacdo sequencial do DPM dos dois grupos estudados ao longo do tempo.
Dados apresentados como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. DPM=
defeito de perfusdo miocérdica.

Figura 14 — Avaliagéo sequencial do DPM ao longo do tempo segundo o acometimento da
funcéo sistolica global. DPM= defeito de perfusdo miocardica; S/D= sem disfuncéo sistolica
do ventriculo esquerdo; C/D= com disfungéo sistolica do ventriculo esquerdo. * = p<0,05 vs.
Controle; # = p<0,05 vs. Controle e Chagas S/D.



Figura 15 — Evolucédo da incidéncia relativa dos defeitos de perfusdo miocéardica de acordo
com a distribuicéo topografica nos 17 segmentos do ventriculo esquerdo.

Figura 16 — Mapa polar de perfusdo miocérdica de um animal infectado demonstrando DPM
progressivo. Respectivos mapas polares demonstrando area de DPM (%, 2m= 12, 4m= 8,
6m= 13, 8m= 18, 10m= 24) marcadas em azul (pixels com contagem menor do que 50% do
pixel de maior acumulo) envolvendo os segmentos apicais nas janelas temporais iniciais e

com posterior progressdo dos defeitos para as paredes anterior e anterolateral média.

Figura 17 - Graficos de dispersao ilustrando a correlacdo entre valores individuais da area de
defeito de perfusdo miocérdica e a FEVE na mesma janela temporal. FEVE: fracdo de ejecédo

do ventriculo esquerdo; DPM: defeito de perfusdo miocardica.

Figura 18 - Gréaficos de dispersdo ilustrando a correlacdo dos valores individuais da area de
defeito de perfusdo miocérdica com o DSVE e o DDVE na mesma janela temporal. DPM:

defeito de perfusdo miocérdica; DSVE: diametro sistdlico do ventriculo esquerdo.

Figura 19 - Mapas polares de perfusdo miocardica de animais infectados e os respectivos
valores da area de defeito de perfusdo miocardica e fracdo de ejecdo; A- animal apresentando
DPM aos 2m, progressiva deterioracdo da perfusdo ap6s 6m e queda da FEVE somente a
partir do oitavo més pos-infeccdo; B- animal apresentando DPM aos 2m, parcial melhora aos
4m e progressiva deterioracdo da perfusdo a partir do 6m. A FEVE apresentou queda
consistente a partir do oitavo més pds-infeccdo. DPM= defeito de perfusdo miocardica;

FEVE= fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo.

Figura 20 - SPECT de perfusdo miocardica de um animal infectado revelando um defeito de
perfusdo grave (captacdo <50% do maximo) envolvendo 28% da area de superficie do VE
acometendo 0s seguimentos anterior e anterolateral médios, e apicais (painel inferior).
Imagens correspondentes de PET com 18F-FDG com captacdo preservada demonstrando

miocardio viavel em regides de defeitos de perfusdo (mismatch).

Figura 21 - Corregistro de imagens de PET e SPECT em um animal controle evidenciando

supressdo da captacdo miocardica de 18F-FDG (painel superior) e perfusdo miocardica



normal com 99mTc-sestamibi (painel central). O painel inferior evidencia a fusdo das duas

Imagens.

Figura 22 - Comparacdo da captacdo de 18F-FDG no ventriculo esquerdo entre os animais
controles e animais infectados. %DI/g = porcentagem da dose injetada por grama de tecido;
SUV= standardized uptake value; TBR= relagdo 6rgdo alvo/fundo; * = p <0,05.

Figura 23 - Corregistro de imagens de PET e SPECT em um animal infectado evidenciando
captacdo miocardica regional de 18F-FDG sob efeito de Ketamina e xilazina (painel superior)
topograficamente correlacionada com defeito de perfusdo miocérdica 99mTc-sestamibi

(painel central). O painel inferior evidencia a fusdo das duas imagens.

Figura 24 - Comparacdo da captagcdo de 18F-FDG entre segmentos com perfusdo normal e
segmentos hiporperfundidos. DPM= defeito de perfusdo miocérdica; PN= Perfusdo normal.
%DI/g = porcentagem da dose injetada por grama de tecido; SUV= standardized uptake

value; TBR= relacdo 6rgéo alvo/fundo; * = p <0,0001.

Figura 25 - Graficos de dispersdo ilustrando a correlacdo entre a captacGes regionais de 18F-
FDG e 99mTc-Sestamibi.

Figura 26 - Analise histopatoldgica dos animais controles e infectados. A- Corte histoldgico
de um animal controle marcado com picrosirus vermelho (PV) demonstrando morfologia
preservada do VE e baixa intensidade de fibrose, B- Corte histolégico de um animal infectado
marcado com PV demonstrando dilatacdo importante e afilamento das paredes do VE e alta
intensidade de fibrose. C- Cortes microscépicos marcados com PV e HE de um animal
controle evidenciando baixa intensidade de fibrose, fibras preservadas e poucas células
inflamatdrias mononucleadas. D - Cortes microscopicos marcados com PV e HE de um
animal infectado evidenciando alta intensidade de fibrose, fibras lesionadas, congestio
intersticial e difuso infiltrado de células inflamatérias mononucleadas. E — Comparacao da
extensdo de fibrose entre os animais controles e infectados, F - Comparacéo da intensidade de

inflamacéo entre os animais controles e infectados. * = p <0,05.



Figura 27 - Graficos de dispersdo ilustrando a correlacdo entre valores individuais da area de
defeito de perfusdo miocéardica em cada janela temporal e a extensdo de fibrose miocéardica.

DPM: defeito de perfusdo miocardica.

Figura 28 - Graficos de dispersdo ilustrando: A - correlagdo dos valores individuais entre a
captacdo miocardica de 18F-FDG e a intensidade de inflamagdo; B — correlagdo entre a
captacdo regional miocéardica de 18F-FDG e a intensidade de inflamacdo em cada segmento

do VE dos animais estudados.

Figura 29 - Imagem de Gated-SPECT de perfusdo miocardica demonstrando encurtamento do
eixo longo do coracdo. Uma marca fiducial foi colocada no apice do VE na diastole final (gate
7). Pode-se observar que a marca sai do VE durante a sistole final (gate 2). Isso levaria a

artefatos de movimentagédo nas imagens.

Figura 30 - Esquema dos principais mecanismos patogénicos na cardiomiopatia chagasica

crénica utilizado por Marin-Neto et al. (2007).

Figura Suplementar 1 — sensitivity analysis com avaliacdo sequencial progressiva da FEVE
dos dois grupos estudados ao longo do tempo incluindo os animais que vieram a 6bito durante
0 estudo. Dados apresentados como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel.

FEVE= fracdo de ejecdo ventriculo esquerdo.

Figura Suplementar 2 — sensitivity analysis com avaliacdo sequencial progressiva do DSVE
dos dois grupos estudados ao longo do tempo incluindo os animais que vieram a 6bito durante
0 estudo. Dados apresentados como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel.

DSVE= diametro sistolico do ventriculo esquerdo.

Figura Suplementar 3 — sensitivity analysis com avaliacdo sequencial progressiva do DDVE
dos dois grupos estudados ao longo do tempo incluindo os animais que vieram a 6bito durante
0 estudo. Dados apresentados como média e intervalos de predicao de 95% para essa variavel.
DDVE= diametro diastdlico do ventriculo esquerdo.

Figura Suplementar 4 — sensitivity analysis com avaliacdo sequencial progressiva do DPM

dos dois grupos estudados ao longo do tempo incluindo os animais que vieram a obito durante



o0 estudo. Dados apresentados como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel.
DPM= defeito de perfuséo.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Suméario dos resultados da avaliacdo da funcdo sistolica e morfologia ventricular
esquerda dos animais controles e infectados.

Tabela 2 - Sumario dos resultados da avaliacdo da perfusdo miocardica ventricular esquerda

dos animais controles e infectados.

Tabela 3 - Anélise de correlacdo entre a funcdo sistolica e morfologia do VE aos 10 meses e 0
acometimento precoce dos defeitos de perfusdo miocérdica.

Tabela 4 - Andlise de correlacdo entre a funcdo sistélica e morfologia do VE aos 10 meses e

0s achados histopatologicos.



SUMARIO

1. INTRODUGAOD .....ooctiiiieeeeteets ettt ettt sttt 25
I B To 1= o o= W0 [ @ g = Vo o T OSSPSR 25
1.2, Mecanismos FISIOPAtOGENICOS .........couiiririiitiiiisiieieie et 26
1.3.  Alesdo miocardica relacionada ao parasita.........c.cccceeeveeieiieesieeiesie s 27
1.4.  Aslestes inflamatorias NA CCC .......cccoviiiiiiiiieiee e 30
1.5. Distarbios da MiCrOCIFCUIAGAD. .........ccuiiiiiriiiieicise e 36
1.6. Imagens de perfusdo miocardica em modelo experimental de CCC...................... 38
1.7.  Imagens de viabilidade e inflamacédo miocardica com 18F-FDG.............c.cccccuvnee 41
1.8.  ReSUMO da JUSTITICATIVA ........ccviiiiiiiie i 43
2. OBUIETIVOS ...t et bbb bbbttt st benreanes 45
2.1, ODJELIVOS JEIAIS ...cveiuiiiiieie ettt te et be et e e e ste e e e re e teenaesnnees 45
2.2, ODJEetiVOS ESPECITICOS. .. uiieiieiiciiiiee s 45
3. MATERIAL E METODOS ..ottt seeisss s esssss s seses s sssssssssan s ssnansens 48
3.1, ANIMaiSs eXPErIMENTAIS .....c.ccveiieitieieie et e et sre et e esaeeneenee e 48
3.2.  Delineamento geral d0 eStUO. ........cccoiiiiiiiiiieiee s 48
3.3, Confirmagao da iNTECGAD .......cccveiuieieiicie e e 49
TR N \V/ =1 (oo [0 1S [N g = Vo [=T o SR PS 49
3.4.1. Ecocardiograma bidimensional ...........cocooiiiiiiiiiie s 49
3.4.2. Cintilografia de perfusdo miocardica com Mini-SPECT ...........ccccceovciiveieennenn, 51
3.4.3. Imagens de tomografia positrénica com 18F-FDG............c.cccevevieieiicieecee, 54
3.4.4.  Processamento e andlise das iIMAagENS.........couoirririrerieenesereee e 56
3.5, HISTOPATOIOGIA ...ttt 57
3.5.1. Digitalizacéo e analise histologica quantitativa.............ccccccceceeveeiieeiecie s s, 58
3.6.  Aspectos éticos de investigacdo animal...........ccocooeiiiiinniiine e 58
3.7, ANALISE BSTALISTICA......veiveiereeeieiee et ens 59
4, RESULTADOS ... .ottt ettt b et s e s et e b e sbe st sbesbeaneanes 62
St N \V/ (o T g = T F- o L= SR 62
4.2.  Funcéo sistolica e remodelamento ventricular esquerdo ..., 62
4.3.  Avaliacdo da perfus@o MIOCAITICA .........cccveveieieieieie e 68

4.3.1. Correlaco entre defeitos de perfuséo e funcgao sistolica e morfologia do VE ...72
4.3.2. Correlagao entre defeitos de perfusdo em fases mais precoces e funcgao sistolica

€ MOIrfologia dO VE tardi@S........cuciiieiii ittt ae e 73
4.4, 1Magens de PET IN VIVO ..o s 76
4.4.1. Avaliacdo da viabilidade miocardiCa in VIVO .........cccccceviiiiininieneece e 76

4.4.2.  Avaliacdo da atividade inflamatdria miocardica in Vivo..........ccccceocvieieicinnnnne. 77



4.5.  Analise hiStoPatoIOQICa. ........c.coveiiiiie e 80

45.1. Avaliacdo qualitativa e quantitativa .............ccccceeeeiiiie i 80
45.2. Correlacdo dos achados histopatoldgicos com as imagens in Vivo ...................... 82
5. DISCUSSAQ ...ttt 85
5.1, PrinCipais @ChadOS ..........cccviiiiiiiieie et ae e ns 85
5.2. O modelo experimental de CCC N0 haMSTEN .........cceiiiiiiiiiiiieeeee s 86
5.3.  Disfuncao ventricular @SQUENTA ..........cccvcveiieiieiie e 88
5.4, Perfus8o MIOCAITICA ........ccciiiiiiiiieiieiee ettt 90
5.5. Artefatos de atenuacgao €/0U CAPTAGED. ..........erueriereeieierieeie et 91
5.6. Defeitos perfusionais se correlacionam com disfuncéo sistolica ...........c.c.ccccuerueenee. 92
5.7. Defeitos de perfusédo precedem a disfuncéo sistolica e a leséo tecidual do VE ......94
5.8. Alteracgdes histopatol0gicas SUDJACENTES ..........courirririiiiieireie e 96
5.9.  Hipoperfusdo e INFlamacgao ............cccevieiiiiie i 98
5.10.  LimitagOes dO €STUAOD .......cceeiuieiiiiieie et re e 104
5.11.  ImplicagOes dos resultados do presente estudo ..........cecvveereeresinnnenesieseenieas 105
B.  CONGCLUSODES.........cooieeieeteeteee ettt s st n sttt an st s e 107
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ocoviveeeveieereesee e e sesasssssnenson, 109
8. AANEXO A et b bbb be et e e e beenreas 142
9. Figuras SUPIEMENTAIES..........coi it re e 143



Introducao
———



INTRODUCAO | 25

1. INTRODUCAO

1.1. Doenga de Chagas

A doenca de Chagas, descrita pela primeira vez em 1909 pelo pesquisador brasileiro
Carlos Chagas, é causada por um parasita protozoario, o Trypanosoma cruzi. A principal
forma de transmissdo ao homem € através de um vetor triatomineo. O Trypanosoma cruzi é
um parasito eucariota unicelular que possui um ciclo de vida complexo envolvendo multiplos
estagios tanto no hospedeiro (mamifero) como no inseto transmissor. A infeccdo natural do
hospedeiro definitivo se da quando as formas infectantes, encontradas nas dejecfes dos
triatomineos (vetores), penetram nas células da derme e mucosas, replicando-se em células
nucleadas causando a doencga de Chagas (CHAGAS, 1909).

Embora se tenha estabelecido o controle da transmissdo natural usando estratégias
para eliminar os vetores do ambiente peridomiciliar (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006), a
doenca de Chagas constitui ainda uma importante preocupacao para as autoridades sanitarias
nas Américas, principalmente em paises pobres, onde as condi¢fes socioecondémicas mantém
a interacdo entre 0 homem e o inseto transmissor. A doenca também pode ser transmitida
através de doacdo de orgaos, transfusdes sanguineas, verticalmente de mae para filho (BERN;
MONTGOMERY, 2009; JACKSON et al., 2010; SCHMUNIS; YADON, 2010), em
acidentes laboratoriais (HERWALDT, 2001), assim como através da ingestdo de comidas ou
bebidas contaminadas (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012).

A doenca de Chagas é um sério problema de satde publica em paises endémicos e nao
endémicos, com 6 a 7 milhdes de casos ao redor do mundo levando a alta morbidade e
mortalidade (CUCUNUBA et al., 2016), e devido as correntes migratérias e a globalizacéo,
tem tornado-se mais comum ao redor do mundo (NUNES et al., 2013; GARCIA et al., 2015).
Nos Estados Unidos, estima-se que existam mais de 300 mil pessoas cronicamente infectadas
(BERN; MONTGOMERY, 2009) e foram reportados recentemente transmissdo vetorial e
casos autdctones da doenca de Chagas em estados sulistas (GARCIA et al., 2015).

A doenca apresenta duas fases bem distintas: a fase aguda e a fase cronica. A fase aguda
de duragdo curta, 1 a 3 meses, destaca-se por uma reacdo inflamatoria localizada no ponto da

inoculacdo, assim como manifestagcOes cardiovasculares derivadas de uma intensa reagéo
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inflamatoria no coracdo secundéria ao parasitismo das fibras cardiacas por ninhos da forma
amastigota do T. cruzi. Na fase cronica, de longa duragdo, a doenca pode ser assintomatica
(forma indeterminada da doenca) ou apresentar o desenvolvimento de complicagdes
digestivas e/ou cardiacas (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006). A forma indeterminada é
caracterizada por infeccdo soroldgica pelo T. cruzi e auséncia de manifestacdes clinicas,
radioldgicas e eletrocardiograficas de acometimento cardiaco ou digestivo (VALIDADE DO
CONCEITO DE FORMA INDETERMINADA DE DOENGCA DE CHAGAS, 1985) onde 0s
pacientes tém excelente progndstico e sobrevida semelhante a populacéo em geral (RIBEIRO;
ROCHA, 1998). Enquanto a forma digestiva acomete cerca de 10% dos pacientes, as
complicagdes cardiacas sdo as mais graves e atingem cerca de 30 % dos casos de individuos
chagasicos (MARIN-NETO et al., 2007). A caracteristica patoldgica essencial da cardiopatia
chagasica é a miocardite focal, clinicamente silenciosa, mas incessante nas formas
indeterminada e cronica da doenca, como foi demonstrado em estudos experimentais
(ANDRADE et al., 1997) e em estudos necroscopicos e de bidpsia endomiocardica em
humanos (LOPES et al., 1975; PEREIRA BARRETTO et al., 1986; CARRASCO GUERRA
etal., 1987).

Em estdgios mais avangados da doenca ocorrem importantes alteracdes da funcdo
cardiaca global com importante dilatacdo das cadmaras do coracdo assumindo o fenétipo
clinico de uma miocardiopatia dilatada (KOBERLE, 1968; ROSSI, 1990). Essa disfuncao
sistélica ventricular global € com frequéncia precedida por alteraces segmentares da
mobilidade parietal segmentar do ventriculo esquerdo. Esse acometimento apresenta-se
predominantemente nos segmentos inferiores (MATSUMOTO et al., 1979) e péstero-laterais
em niveis médio e apical e estdo correlacionados com pior prognostico da doenca
(ALMEIDA-FILHO et al., 2002; PAZIN-FILHO et al.,, 2006). Outra caracteristica
predominante da CCC é o aneurisma apical que esta fortemente relacionado com a gravidade
da doenca (ACQUATELLA, 2007).

1.2. Mecanismos fisiopatogénicos

Apesar da sua importancia clinica e epidemiologica, a fisiopatogenia da
cardiomiopatia chagésica crénica (CCC) ainda ndo é completamente compreendida (PRATA,
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2001). O aspecto mais intrigante da historia natural desta forma de cardiomiopatia dilatada é o
longo tempo, cerca de 2-3 décadas, de aparente quiescéncia clinica que se interpde entre a
infeccdo inicial (fase aguda) e sua fase cronica, caracterizada por uma miocardiopatia dilatada
com manifestacdo de insuficiéncia cardiaca (IC), arritmias cardiacas, eventos
tromboembdlicos e morte stbita (NUNES et al., 2013). As lesdes histopatoldgicas nesta fase
compreendem uma miocardite focal difusa, com infiltrado predominante de células
mononucleares, destruicdo de miofibras e fibrose intersticial, com parasitismo de fibras
cardiacas de muito baixa intensidade ou indetectavel (HIGUCHI et al., 1987).

Particularmente desafiadora é a caracterizacdo dos mecanismos lesivos envolvidos
nesta lenta progressao da disfuncdo miocérdica, ou a rapida eclosdo da agressdo miocérdica,
na fase crénica da doenca.

Dois mecanismos fisiopatogénicos centrais tém sido aventados para explicar o
desenvolvimento da miocardite crbnica da CCC: agressdao miocéardica dependente do
parasitismo persistente e de baixa intensidade no tecido cardiaco (BENVENUTI et al., 2008)
e lesdo miocéardica por resposta inflamatoria exacerbada, mediada por mecanismos de
autoimunidade, alimentada pelo parasitismo persistente (BORGES et al., 2013).

Além desses mecanismos principais, varios estudos clinicos, necroscopicos e
experimentais tém sugerido que fendmenos de isquemia miocérdica microvascular sejam
comuns na CCC e que possam estar envolvidos nos processos fisiopatogénicos que levam a
lesdo miocardica e a disfuncdo sistolica ventricular esquerda, por mecanismos semelhantes a
hibernacdo miocardica, com consequente desenvolvimento tardio de fibrose miocéardica
regional (MARIN-NETO et al., 2013).

1.3. A lesdo miocardica relacionada ao parasita

A fase aguda da cardiopatia chagasica é claramente relacionada a intensa parasitemia e
parasitismo das fibras cardiacas por ninhos de formas amastigotas do T. cruzi. Contudo, na
fase crénica da doenca, ninhos de parasitas sd0 muito raros ou completamente ndo
detectaveis, quando se utiliza métodos de microscopia convencional (TARLETON, 2001).

Desde 1909, nos estudos primordiais de Carlos Chagas, foi observado que na fase cronica da



INTRODUCAO | 28

moléstia a inflamagdo que se observava ndo era acompanhada de proporcional presenca de
parasitas (CHAGAS, 1909; 1916).

Por outro lado, estudos mais atuais mostraram, primeiramente em modelos animais de
miocardite chagasica (BEN YOUNES-CHENNOUFI et al., 1988; FRANCO, 1990) e mais
tarde em humanos, utilizando imunohistoquimica e técnicas de biologia molecular, que
antigenos e material gendmico do T. cruzi estavam presentes e claramente associados
topograficamente aos focos de inflamacdo e dano tissular (HIGUCHI et al., 1993; JONES et
al., 1993; BELLOTTI et al., 1996; ANEZ et al., 1999). Trabalhos recentes utilizando técnicas
elegantes de imagem molecular com bioluminescéncia demonstraram que foi possivel
detectar a presenca de parasitas clonados emitindo luciferase em diversos 6rgaos durante a
infeccdo crénica, mesmo ndo sendo possivel a deteccdo de parasitas no sangue por
microscopia na maioria dos animais (LEWIS et al., 2014; SILBERSTEIN et al., 2018). Foi
observada a presenca de parasitas no musculo esquelético, intestino, gordura mesentérica,
pulmao, figado e coracao 126 dias ap0s a infec¢do (SILBERSTEIN et al., 2018).

Além disso, a transmissdo da doenca através de doacdo de 6rgdos (GOMEZ et al.,
2014; COREY et al., 2017; PIERROTTI et al., 2018), transfusbes sanguineas (ANGHEBEN
et al., 2015; RIES et al., 2016), verticalmente de mae para filho (JACKSON et al., 2009;
MUNOZ et al., 2009; FEARON et al., 2013) assim como a reagudizacdo da doenca em
individuos imunossuprimidos (SIMOES, et al., 1995; SALVADOR et al., 2015) s&o
evidéncias clinicas que suportam a hipotese da persisténcia do parasita durante a fase crénica
da infeccdo. Varios mecanismos sdo aventados para que o T. cruzi engane o sistema imune e
permanece em diferentes células do hospedeiro.

Apoés a infecgdo, macrofagos ativados exercem efeito citotdxico contra microbios
ativando NADPH oxidase (NOX2) e iNOS para a producdo de superoxido (O,") e 6xido
nitrico (NO), respectivamente. Trabalhos in vitro e in vivo demonstraram que a ativacdo de
NOX2 com producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) controlam o parasita
diretamente em macréfagos e esplendcitos (DHIMAN; GARG, 2011; SANTIAGO et al.,
2012). Além disso, NOX2/EROs sinalizam o desenvolvimento de linfécito T CD8+
especificos para antigenos para o controle parasitario em camundongos infectados
(DHIMAN; GARG, 2014).

Trabalhos anteriores demonstraram acdo tripanomicida dependente de NO em
macrofagos de camundongos (GAZZINELLI et al., 1992; MUNOZ-FERNANDEZ et al.,
1992b) e de humanos (MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992a), que podem ser blogueados por

L-MNNA, um inibidor de 6xido nitrico sintase. Foi demonstrado também que cardiomidcitos
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infectados com T. cruzi induzem acdo tripanomicidade mediada por NO (MACHADO et al.,
2000). N&o obstante, a reagdo de NO com O," produz peroxinitrito (ONOQO"), que é um
potente oxidante citotoxico com acao tripanomicida em macrofagos (PIACENZA et al., 2008;
ALVAREZ et al., 2011).

Entretanto, o parasita parece ter desenvolvido um elaborado sistema antioxidante para
prevenir o controle parasitario mediado por EROs e NO. Uma cascata enzimatica para
detoxificacdo de hidroperoxidos tem sido descrita na infeccdo pelo T. cruzi. Essa defesa
antioxidante utiliza a tripanotiona (exclusivamente produzido pelo parasita) que transporta 0s
equivalentes redutores para as peroxidases atraves de triparedoxinas (PIACENZA et al.,
2009). De fato, supraexpressdo de triparedoxina peroxidases (TXNPxs) mitocondrial e
citosélica foram observadas in cepas virulentas isoladas quando comparadas a cepas
atenuadas (ZAGO et al., 2016). A supraexpressdo de TXNPxs em parasitas isolados
favoreceu a multiplicagdo de parasitas em macrofagos sugerindo um mecanismo de
sobrevivéncia do T. cruzi em macrofagos e outras células (PIACENZA et al., 2008; DIAS et
al., 2018).

Além de causar a morte do parasita diretamente (DHIMAN; GARG, 2011), altas doses
de EROs promovem a liberagdo de EROs mitocondrial e estimulam apoptose celular para
eliminacdo de células danificadas (VAN EMPEL et al., 2005). Dessa forma, postula-se que T.
cruzi expressando altos niveis de antioxidantes conseguiriam limpar as EROs mitocondriais
evitando assim a morte celular programada de células invadidas, garantindo assim um
fornecimento de nutrientes para a sua sobrevivéncia a longo prazo no hospedeiro
(NAGAJYOTHI et al., 2012).

Outro mecanismo de sobrevivéncia do parasita seria atraves de mediadores lipidicos.
O T. cruzi utiliza prostaglandina H2 (PGH2) do hospedeiro para produzir tromboxano A2
(TXA2). Foi demonstrado que, durante a infeccdo aguda de camundongos, altos niveis de
TXA2 sdo detectados e que mais de 90% dessa producdo tem como fonte o parasita
(ASHTON et al., 2007). Além de induzir vasoespasmo, trombose, aumentar a permeabilidade
vascular e gerar disfuncdo celular endotelial, TXA2 modula negativamente a imunidade
adquirida prevenindo a adesdo de células apresentadora de antigenos e por inibir a
proliferacéo de linfocitos T. Por outro lado, TXAZ2 serviria como um mecanismo indicativo da
carga parasitaria intracelular para regular a proliferacdo intracelular de amastigotas de T. cruzi
(NAGAJYOTHI et al., 2012). No conjunto, esses mecanismos permitiriam a transicdo para
um estado infeccioso persistente crénico. Estudos tém demonstrado ainda alta quantidade de

parasitas em adipdcitos durante a infec¢do aguda e com progressiva reducdo ao longo tempo,
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entretanto, o tecido adiposo pode ter um papel importante durante a infeccdo e pode ser um
reservatorio para o parasita durante a fase cronica da qual pode ocorrer recrudescimento da
infeccdo durante os periodos de imunossupressdo (COMBS et al., 2005; NAGAJYOTHI et
al., 2009).

A contribuicdo da presenga do parasita em causar lesdo miocéardica na fase cronica da
cardiopatia chagasica é também sugerida por estudos em modelos experimentais mostrando
que o tratamento etiolégico leva a uma diminuicdo da carga parasitaria e a atenuacdo do
processo inflamatdrio e da gravidade da cardiopatia (ANDRADE et al., 1991; GARCIA et al.,
2005). Pequenos estudos observacionais demonstraram, ap0s tratamento com tripanomicida,
reducdo da carga parasitaria e aumento da soroconversao que poderiam impedir a progressdo
da doenca (VILLAR et al., 2002; VIOTTI et al., 2006; VILLAR et al., 2014).

Entretanto, um estudo com duracdo de 8 anos envolvendo 279 pacientes ndo foi
evidenciada relacdo entre a parasitemia e a evolucdo da doenca. Independente da parasitemia,
houve progressdo da cardiopatia (PEREIRA et al., 1992).

Além disso, o estudo Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis
(BENEFIT) (MARIN-NETO et al., 2008), desenhado para avaliar a seguranca e eficacia do
tratamento com benzonidazol na progresséo de pacientes com CCC, ndo resultou em melhora
significativa dos desfechos cardiacos nos pacientes tratados com a droga (MORILLO et al.,
2015).

O mecanismo exato pelo qual o parasitismo de muito baixa intensidade na fase cronica
pode causar dano miocardico ainda ndo esta definido. Ainda que a agressao direta da fibra
miocardica seja uma possibilidade, € muito mais provavel que o papel do parasitismo de tdo
baixa intensidade resida na estimulagdo das respostas imunes que perpetuem a inflamacéo e a

agressdo de fibras cardiacas ndo parasitadas.

1.4. As lesodes inflamatérias na CCC

A cardiopatia chagasica, nas suas diferentes fases evolutivas, tem na miocardite a sua
caracteristica patoldgica essencial. Ainda que mais evidente na fase aguda, é clinicamente
silenciosa, mas incessante nas formas indeterminada e crénica da doenca, como demonstrado

em estudos experimentais (ANDRADE et al., 1997) e em estudos necroscépicos e de biopsia
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endomiocérdica em humanos (LOPES et al., 1975; PEREIRA BARRETTO et al., 1986;
CARRASCO GUERRA et al., 1987).

A prevaléncia da miocardite se correlaciona com a gravidade da insuficiéncia cardiaca
(HIGUCHI et al., 1987) e correlacdo significativa foi descrita entre o grau de dilatacdo e
disfuncéo sistdlica ventricular esquerda e as altera¢fes inflamatorias e fibréticas em modelo
experimental de CCC em hamster sirios (BILATE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2016).

Vaérios estudos independentes apontam para que a miocardite difusa com miocitélise e
fibrose reparativa, que sdo as caracteristicas marcantes da CCC, exiba caracteristicas de uma
reacdo de hipersensibilidade tardia, com infiltrados inflamatorios focais compostos por células
mononucleares (TORRES, 1941; MUNIZ; AZEVEDO, 1947; ANDRADE, 1983; HIGUCHI
et al., 1993). Adicionalmente, demonstra-se a deposi¢cdo de imunoglobulinas e complemento
no tecido miocardico de pacientes com CCC, constituindo o conjunto de evidéncias de
primeira linha indicando o envolvimento de fatores immunoldgicos na patogénese da
miocardite na CCC (CUNHA-NETO et al., 2006).

Citocinas e quimiocinas

Apos a infeccdo incial do T. cruzi nas células epiteliais (primeira barreira de defesa),
ha um aumento da expressdao dos genes pré-inflamatdrios via receptores do tipo toll
(especialmente TLR2 e TLR9) (BAFICA et al., 2006) e via sinalizacdo de citocinas
(MACHADO et al., 2000). Pode-se observar também uma suprarregulacdo de quimiocinas
nessas células epiteliais para atrair células fagociticas profissionais para o sitio de infeccdo
inicial (CHIRIBAO et al., 2014).

Os receptores do tipo toll, presentes nas células fagociticas do sistema imune inato
(macrofagos e células dendriticas), reconhecem moléculas com padrdo molecular associado a
patdégenos (PAMPS) e sinalizam o recrutamento de moléculas adaptadoras como o fator de
diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) que subsequentemente induz a ativagao do fator nuclear
kappa B (NF-kB). A ativa¢do de NF-kB leva a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e esta
relacionada a transi¢do da resposta imune inata a reposta imune adaptativa (SANTOS et al.,
2016; LOPEZ et al., 2018).

Macrofagos infectados com T. cuzi produzem interleucina 12 (IL-12), que é um
importante mediador para a indugdo do desenvolvimento de células Thl e para a producdo de
interferon-gamma (IFN-y) por células natural killer (NK) (ANTUNEZ; CARDONI, 2000). A
producéo de IFN-y, em conjunto com a produgdo de TNF-a (MUNOZ-FERNANDEZ et al.,
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1992a), levam a ativacdo de macrofagos e aumento da expressdo de 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e NADPH oxidase (NOX2) para consequente produgdo de oxido nitrico
(NO) e espécies reativas de oxigénio (EROs). Além de agir diretamente sobre o parasita
exercendo efeito tripnomicida como descrito no tépico anterior, EROs e NO s&o sinalizadores
intermediérios envolvidos na ativacdo de fatores transcricionais (NF-xB ¢ AP-1) com
consequente expressdo de citocinas pro-inflamatorias em diferentes tipos celulares, incluindo
macrofagos, ceélulas dendriticas, células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e
cardiomidcitos infectados com T. cruzi (HALL et al., 2000; HUANG et al., 2003; DIAS et
al., 2008; DHIMAN; GARG, 2011; PINTO et al., 2011; WAN et al., 2016). O tratamento
com antioxidantes e com antagonista quimico de NOX2 demonstraram que o bloqueio de
EROs/NOX2 evita a ativacdo e a proliferacdo de esplendcitos e producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (e.x. IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-a) em camundongos infectados (DHIMAN;
GARG, 2011).

Essas citocinas produzidas durante a infeccdo inicial por T. cruzi também induzem a
producdo de quimiocinas pelos macrofagos e midcitos cardiacos que resultard no
recrutamento e ativacdo de outras células inflamatérias (MACHADO et al., 2000; ROFFE et
al., 2010). De fato, camundongos deficitarios da expressdo de CCR5, marcador de resposta
imune Th1, sdo susceptiveis a infeccdo por T. cruzi. Entretanto, o tratamento de camundongos
com antagonista de CCR5 (met-RANTES) na fase cronica da infecgdo ameniza a miocardite
com menor infiltrado de células T CD4+ e CD8+ (MEDEIROS et al., 2009). Foi observado
também que pacientes com CCC, quando comparados a pacientes na forma indeterminada da
doenca e a individuos ndo infectados, apresentavam uma maior expressdo de CCR5 em
células mononucleares do sangue periférico (GOMES et al., 2005). No mesmo sentido, foi
observado ainda uma maior expressdo de CCR5 em células mononucleadas no miocardio
assim como maior expressdio do RNAm de CCR5 no miocérdio de pacientes com CCC
quando comparados a pacientes com cardiomiopatia ndo inflamatdria e a doadores normais
(NOGUEIRA et al., 2012). No conjunto, esses dados indicam que quimiocinas, que séo
importantes para a proliferacdo de células T e para diferenciacdo inicial Thl/Th2, sdo
essenciais no controle da infecgdo aguda, entretanto, a elevada expressao de citocinas de perfil
Th1, especialmente CCR5, pode contribuir para a manutencdo da inflamacdo levando a um
dano tecidual cardiaco (DE OLIVEIRA et al., 2016).
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Resposta celular

A CCC tem como caracteristica histopatoldgica essencial o infiltrado de células
mononucleares compostas por macrofagos (50%), linfocitos T (40%) e B (10%) que séo
ativadas na fase da aguda da infecgdo, mas que perpetuam sua atividade na fase cronica
resultando na manutencdo da producdo local de citocinas pré-inflamatérias como IFN-y ¢
TNF-o (REIS et al., 1993; REIS et al., 1997; CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014).

Macrofagos

Apesar de estarem envolvidos na disseminacdo da infeccdo por mecanismos de
sobrevivéncia do parasita (PIACENZA et al., 2008; CALDERON et al., 2012), macrofagos
diferenciados e ativados por citocinas de perfil Thl (macréfagos M1, pré-inflamatorio)
aumentam a expressdo de INOS, o qual metaboliza a L-arginina e produz NO com
consequente controle da replicacdo parasitaria durante a infeccdo aguda (BERGERON;
OLIVIER, 2006; PONCE et al., 2016). Por outro lado, macrofagos M2 (induzidos por
citocinas regulatdrias e Th2, caracteristicamente anti-inflamatorios) tém sido implicados no
crescimento de parasitas (VINCENDEAU et al., 2003). Macréfagos M2, expressam Arginase
1 que metaboliza L-arginina para a producdo de ornitina e consequentemente poliaminas
necessarias para o crescimento celular. Trabalhos anteriores documentaram uma elevada
expressao de Arginase 1 (marcador de macréfagos M2) associada a sobrevivéncia do parasita
e suscetibilidade a infec¢do aguda (STEMPIN et al., 2004; BOHME et al., 2016).

Sugere-se que uma inicial infiltracdo de macréfagos M1 no coracdo para controle
parasitario, deva ser seguida de proliferacdo de macrofagos M2 para controlar a inflamacéo e
cicatrizar o coracdo (SANMARCO et al., 2017; FRESNO; GIRONES, 2018). Entretanto,
pacientes chagasicos com formas mais avancadas de cardiopatia apresentam niveis circulantes
aumentados de mondcitos TNF-o+ e reduzidos de mondcitos IL10+ quando comparados a
pacientes com formas mais brandas da cardiopatia ou na forma indeterminada da doenca
(SOUZA et al., 2004; SOUZA et al., 2007; MACHADO et al., 2012). Dessa forma, esse fino

balango entre macréfagos M1 e M2 pode ter um papel importante na fisiopatogenia da CCC.
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Linfécitos

Linfocitos T se originam dos linfoblastos na medula 6ssea que entram na circulacéo e
sdo diferenciados no timo em diferentes tipos de linfécitos como auxiliares CD4+ (Th),
reguladores (Treg), citotoxicos CD8+ (CTLs), e natural killer (NKT) que colonizam os
orgdos linfoides secundarios e tecidos (CARDILLO et al., 2015). Sabe-se que apds a infeccdo
pelo T. cruzi, linfocitos Thl respondem rapidamente mediados por citocinas pro-inflamatérias
como IFN-y, TNF-a e IL-1B e essa resposta é protetora contra a infeccdo (MUNOZ-
FERNANDEZ et al., 1992a; ALIBERTI et al., 2001). Citocinas expressas por células Th2
como IL-10, IL-4 e IL-13 associadas a TFG-B previnem uma resposta pré-inflamatoria
exacerbada, principalmente regulando a liberacdo de IFN-y (DE WAAL MALEFYT et al.,
1991; SILVA et al., 1991; SILVA et al., 1992; ABRAHAMSOHN et al., 2000; ANTUNEZ;
CARDONI, 2001; SCHINDLER et al., 2001). Embora essa maior resposta Thl sobre Th2
exerca um papel protetor contribuindo para a resisténcia a infeccdo durante a fase aguda
(CUERVO et al., 2008; SANOJA et al., 2013), ela tem sido associada ao desenvolvimento da
CCC em humanos (GOMES et al., 2003; FERREIRA et al., 2014). Portanto, alguma
regulacdo parece ser necessaria para evitar a progressdo da doenca.

Células reguladoras (Treg), caracterizadas pelos fatores de transcricdo forkhead Box
P3 (FOXP3) e expressao de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TFG-B, podem
controlar a resposta imune durante a infec¢do reduzindo a lesdo cardiaca e impedindo a
progressdo da doenca (ARAUJO et al., 2012). Trabalhos recentes demonstraram que 1L27
(formada por duas subunidades Ebi3 e 1L-27p28), produzida por células mieloides, é capaz de
induzir a producdo de IL-10 por um diferente tipo de células reguladoras chamadas de células
Trl (LIU et al., 2007; WANG et al., 2011). Trabalhos demonstraram que IL-27, diretamente
ou sinergicamente com IL-12, € capaz de suprimir linfocitos Th2 e Th17 (LUCAS et al.,
2003; DIVEU et al., 2009; HEINEMANN et al., 2014). Foi demonstrado ainda que IL27
antagoniza a producao de IL-12 com consequente supressdo de Thl e sua producédo de IFN-y
(BOHME et al., 2016). Essa supressdo mediada por IL-10 foi efetiva em melhorar a
miocardite em camundongos deficientes de Ebi3 e, polimorfismos desses genes se associaram
com a gravidade da doenga em humanos (MEDINA et al., 2017).

Esse conjunto de dados sugere que células Treg podem ter papel importante na
regulacdo da resposta imune contra o T. cruzi. Foi demonstrado que pacientes na fase
indeterminada da doenca possuem maior frequéncia de células reguladoras, sugerindo melhor

controle do efeito citotoxico e da lesdo tecidual (ARAUJO et al., 2011). Além disso, pacientes
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com CCC submetidos a transplante cardiaco apresentavam um perfil celular citotoxico Thl
com escassez de células Treg, somente observadas em regides de miocardite grave
(ARGUELLO et al., 2014).

Dessa forma, a resposta Thl parece ser necessaria para o controle da infeccdo no
coragdo, mas se essa resposta ndo for controlada por células reguladoras, pode levar a uma
inflamacéo excessiva e progressao para CCC (SANOJA et al., 2013; FRESNO; GIRONES,
2018).

Autoimunidade

Véarios mecanismos tem sido indicados como exercendo um papel em desencadear a
agressdo auto-imune apos a infecdo do T. cruzi, resumidamente: a exposicdo de antigenos
secundaria a lesdo tissular, seguida pela sensibilizacgdo em um ambiente inflamatorio
apropriado, mimetismo molecular onde células B e T que reconhecem antigenos parasitarios
que compartilham epitopos estruturalmente semelhantes nos antigenos do hospedeiro, gera
uma resposta imune com reatividade cruzada e ativacdo policlonal levando a producdo de
auto-anticorpos e agressédo celular (CUNHA-NETO et al., 2006).

Apos a infeccdo aguda pelo T. cruzi, uma resposta intensa pelas células B é iniciada
para auxilio do controle parasitario através de lise direta do parasita por anticorpos
(GAZZINELLLI et al., 1991). Cordeiro et.al. (2001) demonstraram também um possivel papel
protetor da presenca de anticorpos liticos na fase cronica da doenca. Os autores observaram
autos niveis de anticorpos liticos em individuos na fase indeterminada da doenca quando
comparados a individuos com CCC sugerindo uma resposta protetora desses anticorpos
(CORDEIRO et al., 2001). Entretanto, em adicdo ao possivel papel no controle de parasitas e
na manutencdo de respostas protetoras em pacientes chagasicos, anticorpos também podem
contribuir para alteracGes patoldgicas observadas na fase cronica da doenca.

Estudos antigos ja haviam demonstrado niveis circulantes elevados de autoanticorpos
produzidos por células B autorreativos a antigenos do endocardio, dos vasos e do intersticio
em pacientes com miocardiopatia chagasica (COSSIO et al., 1974). Adicionalmente, em torno
de 80% dos pacientes com CCC apresentaram autoanticorpos contra neurénios (RIBEIRO dos
SANTOS et al., 1979). Varios trabalhos documentaram também a producéo de anticorpos em
pacientes com CCC capazes de reconhecer varias proteinas do hospedeiro que poderiam levar
a lesdo tecidual como autoanticorpos contra miosina cardiaca (CUNHA-NETO et al., 1995),
galectina-1 (GIORDANENGO et al., 2001) e receptores adrenérgicos e colinérgicos (GOIN et
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al., 1993; GOIN et al., 1994; BORDA; STERIN-BORDA, 1996). Além disso, trabalho mais
recente prop0s ainda que antigenos cardiacos expostos ao estresse oxidativo induzido pelo T.
cruzi produzem neoantigenos desencadeando resposta auto-dirigida de anticorpos (DHIMAN
etal., 2012).

Além dessa resposta autoimune humoral, foi demonstrado que a transferéncia de
linfocitos T CD4+ de camundongos infectados causam lesGes cardiacas passivamente em
camundongos sadios (SANTOS et al., 1992). Essa lesdes podem ser causadas por células T
CD4+, que ap6s a infeccdo pelo T. cruzi, reconhecem cruzadamente a miosina cardiaca
(RIZZO et al., 1989; CUNHA-NETO et al., 1996) que compartilha epitopos semelhantes a
proteina B13 do T. cruzi (ABEL et al., 1997; IWAI et al., 2005).

Portanto, esses achados sugerem que anticorpos antiparasita ou contra neoantigenos do
hospedeiro poderiam servir como fonte constante de estimulo, promovendo um mecanismo

que perpetuaria a ativacao celular durante a fase cronica da doenca (MACHADO et al., 2012).

1.5. Disturbios da microcirculagdo

As evidéncias iniciais da participacdo de distarbios da microcirculacdo nos
mecanismos de lesdo miocardica na cardiopatia chagésica crénica foram levantadas nos
primeiros estudos necroscopicos caracterizando séries de casos de pacientes falecidos pela
doenca (TORRES, 1958; 1960). Nestes estudos, Carlos Margarino Torres descreveu de forma
original a presenca de intensas lesGes vasculares com hiperproliferacdo intimal, espessamento
da parede e obstrucdo de finos ramos arteriolares coronarios intramurais em coracGes
chagasicos. Adicionalmente, observou-se que as fibras miocérdicas topograficamente
associadas a essas lesbes vasculares exibiam necrose miocitolitica, lesdo miocelular
caracteristicamente associada a isquemia miocardica. No conjunto, esses achados sugeriam
fortemente a participagdo da isquemia microvascular na génese dos focos inflamatdrios, de
miocitdlise e posterior fibrose reparativa na fase cronica da cardiopatia chagasica. Esses
achados foram reforcados e ampliados por mais estudos recentes com técnicas mais
avancadas de microscopia (ROSSI, 1990; HIGUCHI et al., 1998).

Além dessas evidéncias iniciais derivadas de estudos anatomo-patoldgicos, a

cardiomiopatia chagasica tem sido objeto de vérios estudos experimentais e clinicos
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demonstrando que a isquemia microvascular, possivelmente dependente de alteracdes
estruturais/funcionais da regulacdo do fluxo coronariano, esteja envolvida no processo
fisiopatogénico e na génese das manifestagcdes clinicas (ROSSI, 1990; MENGEL; ROSSI,
1992; SIMOES et al., 2000; HISS et al., 2009).

Estudos histopatologicos em modelo murino de cardiomiopatia chagésica cronica
demonstraram intensas anormalidades estruturais da microcirculacdo (FACTOR et al., 1985)
e alteracdes morfoldgicas vinculadas a isquemia em células miocardicas (ROSSI, 1990).
Adicionalmente, o tratamento com droga bloqueadora de canais de calcio produziu evidente
efeito favoravel na mortalidade neste modelo experimental de cardiomiopatia chagésica
cronica, resultado provavelmente da reducdo de lesdo tissular isquémica pela prevencdo de
espasmo microarteriolar (TANOWITZ et al., 1989).

No cenario dos estudos clinicos, investigacbes empregando cintilografia de perfusao
miocardica evidenciaram elevada frequéncia de defeitos perfusionais isquémicos em pacientes
portadores de cardiomiopatia chagasica com coronérias subepicardicas normais, sugerindo
fortemente que distdrbios funcionais da regulacdo do fluxo sanguineo miocardico seja o
mecanismo responsavel pelos fendmenos isquémicos nessa cardiopatia (MARIN-NETO et
al., 1992; MARIN-NETO et al., 1995; HISS et al., 2009).

Marin-Neto et al. (1992) estudando pacientes com CCC encontraram defeito de
perfusdo em pelo menos um dos 7 segmentos estudados em cada paciente. Os segmentos com
defeitos fixos estavam associados a alteraces de mobilidade parietal severa enquanto que
defeitos reversiveis estavam associados a alteracdes de mobilidade mais brandas. Os autores
do estudo concluiram que defeitos fixos poderiam corresponder a extensas lesdes fibrdticas ou
necréticas e que os defeitos reversiveis poderiam ocorrer em consequéncia de transtornos
regionais do fluxo sanguineo ou metabolicos. Sugeriram também que os defeitos paradoxais
poderiam refletir as areas de necrose ndo transmural entremeada com miocardio viavel
(MARIN-NETO et al., 1992).

Corroborando esses achados, estudos em cardiopatas chagasicos documentaram
controle anormal da regulagdo do tonus arterial coronério & hiperventilacdo (SIMOES et al,
1998) e respostas paradoxais do fluxo sanguineo arterial coronario ao estimulo de acetilcolina
(TORRES et al., 1995).

Além desses aspectos, evidenciou-se correlacéo topografica entre distarbios regionais
da mobilidade segmentar parietal ventricular esquerda e defeitos perfusionais isquémicos em
pacientes em diferentes estagios evolutivos da cardiomiopatia chagasica cronica (SIMOES et
al., 2000; HISS et al., 2009).
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Simdes et al. (2000), estudando pacientes chagasicos com diferentes niveis de
disfuncdo miocardica, identificaram defeitos de perfusdo regional cardiaco em uma frequéncia
razoavelmente alta mesmo em pacientes sem nenhum grau de disfuncdo miocéardica. Os
autores demonstraram ainda correlacdo entre os defeitos de perfusdo e o grau do dano
miocérdico refletido pela reducdo da fragdo de ejecdo. Eles interpretaram esses achados como
consequéncia da extensdo da fibrose miocérdica regional em estagios mais avangados da
doenca. A alteracdo da mobilidade associada a defeitos fixos ou paradoxais também se
comportaria da mesma forma, tendo em vista que esses tipos de defeitos geralmente implicam
na presenca de cicatrizes na parede do ventriculo esquerdo.

Hiss et al. (2009), demonstraram por meio de estudo longitudinal retrospectivo
utilizando cintilografia de perfusdo miocardica, que a isquemia microvascular correlaciona-se
topograficamente com aparecimento de fibrose regional miocéardica durante a evolucdo da
cardiopatia chagéasica. Dos 54 segmentos apresentando defeitos isquémicos no estudo inicial,
36 (68%) evoluiram para defeitos perfusionais em repouso, ou seja, provavelmente fibrose.
Dos 487 segmentos ndo apresentando isquemia no estudo inicial somente 49 tiveram a mesma
evolucdo (10%). Esses resultados reforcam a hipotese de que a disfuncdo miocardica
microvascular esteja diretamente envolvida no mecanismo de declinio progressivo da funcéo
sistélica do ventriculo esquerdo e de formacdo da fibrose regional observados na
cardiomiopatia chagésica cronica.

Pelo exposto nos paragrafos acima, pode-se concluir que a determinacgdo da relevancia
desse processo (distarbios da perfusdo miocardica) na histéria natural da cardiomiopatia
chagésica cronica demanda um estudo prospectivo longitudinal, utilizando as ferramentas de
imagem adequadas para investigacgdo in vivo. Contudo, a execugdo desse estudo em humanos
apresenta um elevado grau de dificuldade, ou virtual impedimento, considerando o longo
tempo necessario para observar-se o desenvolvimento do dano miocéardico cronico, cerca de 3

décadas.

1.6. Imagens de perfusdo miocardica em modelo experimental de CCC

O uso de modelos experimentais de cardiopatia chagasica cronica em pequenos

animais, lancando-se méo de recentes métodos de aquisicdo de imagens ecocardiogréficas e
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cintilogréficas de alta resolugcdo para obtencdo de estudos in vivo poderia constituir estratégia
de investigacdo Util capaz de gerar resultados originais que lancem luz sobre a participacéo
dos distarbios de perfusdo e da inflamacao no mecanismo fisiopatogénico da CCC.

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa recentemente desenvolveu um sistema de
aquisicdo e processamento de imagens cintilograficas tomograficas de alta resolugdo em
pequenos roedores (mini-SPECT) a partir da adaptacdo de uma gama-cadmara convencional de
uso clinico (MEJIA et al., 2009; MEJIA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2018a). Esse sistema pode ser empregado para obtencdo de imagens funcionais da funcao
sistolica ventricular esquerda, da perfusdo miocéardica e da inervagdo simpatica regional do
coragéo de pequenos roedores, in vivo e de forma sequencial ao longo da “histéria natural” da
progressdo da doenca miocardica em modelo experimental de cardiomiopatia chagasica
cronica.

A fim de se estudar os mecanismos envolvidos na fisiopatogénese da CCC, varios
modelos animais tém sido pospostos: macacos (CARVALHO et al., 2003), coelhos
(FIGUEIREDO et al., 1985) cdes (DE LANA et al., 1992), ratos (GUARITA-SOUZA et al.,
2006) e camundongos (CHANDRA et al., 2002; JELICKS et al., 2002). Os modelos em
pequenos roedores tém sido preferidos levando-se em conta as necessidades de espaco para
alojamento e custos mais reduzidos em comparacdo aos modelos com animais maiores.
Entretanto, alguns estudos mostraram que o camundongo pode ndo reproduzir de forma
fidedigna as fases evolutivas da CCC, pois exibe alteracdes inflamatdrias muito intensas na
fase aguda evoluindo indistintamente para fases sub-aguda e crénica sem exibir uma fase de
laténcia entre elas (MELLO et al., 1979). Por sua vez, o rato exibe intensas alteracdes
miocéardicas na fase aguda, mas, frequentemente, falha em desenvolver a fase cronica da
cardiopatia (ZELEDON et al., 1988).

Mais recentemente, 0 modelo do hamster sirio tem mostrado bons resultados, com
caracteristicas semelhantes a doenca humana (RAMIREZ et al., 1994). Colmanetti et al.
(2005), em um estudo ultraestrutural e morfométrico de cardiomiocitos de hamsters
infectados com T. cruzi, demonstraram altera¢cbes morfoldgicas encontradas nas juncGes dos
cardiomidcitos assim como dos sarcomeros. Foi encontrada ainda diferenca significativa tanto
no comprimento quanto na espessura de miofibrilas de animais infectados quando
comparados a animais ndo infectados. Estes dados demonstram a ocorréncia de uma
cardiomiopatia dilatada semelhante ao descrito em pacientes chagasicos e em modelos

experimentais.
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No estudo de Bilate et al. (2003), a infeccdo de hamsters sirios fémeas com 3,5 x 10*
ou 10° formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi produziu graus variaveis de disfuncéo
sistélica ventricular esquerda e miocardite difusa ou multifocal na quase totalidade dos
animais investigados 12 meses ap6s a infeccdo inicial. Na fase crbnica, uma parcela dos
animais desenvolveu importante dilatagdo cavitaria ventricular esquerda com grave disfungéo
sistolica ao longo do estudo sequencial da fungdo ventricular mediante emprego de imagens in
vivo com ecocardiograma. O mesmo modelo foi também objeto de outros estudos,
demonstrando que o curso do desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica crénica neste
modelo em hamster se assemelha nas altera¢fes estruturais e funcionais cardiacas de forma
muito proxima aquela encontrada em humanos (BILATE et al., 2007).

Uma particularidade deste modelo, que o torna especialmente util para um estudo de
correlacdo de achados morfoldgicos e funcionais, € o fato de existir na fase cronica uma
variedade considerdvel de comprometimento da funcdo cardiaca e de dano histolégico,
encontrando-se desde animais com funcdo sistélica normal ou com minimo
comprometimento, até animais com grave disfuncdo sistolica e importante dilatacdo
ventricular esquerda. Recentemente, nosso grupo observou neste modelo que, além de
alteragdes da funcéo sistdlica global do VE, com incidéncia semelhante a observada em
humanos (29%), foram observadas alteracGes da funcdo sistolica segmentar do VE em
animais com fragdo de ejecdo ainda preservada. Ainda mais importante, essas areas de
alteracdes da mobilidade parietal regional estavam correlacionadas mais intensamente com
alteracdes histologicas inflamatorias do que com a extensdo de fibrose. Ndo obstante, as
anormalidade segmentares funcionais demonstravam topografia de acometimento semelhante
a observada em humanos (OLIVEIRA et al., 2016).

Subsequentemente, demonstramos no mesmo modelo a presenca frequente de defeitos
de perfusdo miocardica (DPM) envolvendo uma extensdo significativa do ventriculo esquerdo
em animais infectados com T. cruzi. Estes DPM se correlacionaram com a disfuncdo sistolica
global do VE e exibiram correlacdo topografica com alteracbes da mobilidade segmentar
parietal do VE. Adicionalmente, apesar de serem observados em repouso, esses defeitos
perfusionais ndo correspondiam a regides de fibrose transmural ou alteracGes estruturais da
microcirculacdo. Os DPM se correlacionaram com extensa inflamacgé@o sugerindo a presenca
de miocérdio viavel hipoperfundido e metabolicamente alterado (OLIVEIRA et al., 2018).

Esses resultados foram corroborados por outro estudo do nosso grupo onde animais
cronicamente infectados e tratados com dipiridamol, agente antiagregante plaquetario e

vasodilatador da microcirculacdo coronariana, melhoraram as alteracdes perfusionais,
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suportando a ideia de miocardio viavel e hipoperfundido. Interessantemente, resultados deste
estudo sugerem, de forma semelhante ao proposto em humanos, que DPM antecedem o
declinio da funcéo sistélica do ventriculo esquerdo nesses animais (TANAKA et al., 2018).
Até o momento, no melhor do nosso conhecimento, ndo ha relatos da aplicacdo de
imagens cintilograficas in vivo para a avaliacdo do curso temporal das alterac6es da perfusdo
miocardica e da participacdo desse processo lesivo sobre a progressdo da disfuncédo

ventricular e a sobrevida neste modelo.

1.7. Imagens de viabilidade e inflamac&o miocardica com 18F-FDG

Desde a introducdo do primeiro equipamento de tomografia por emissao de positrons
(PET) em 1975 (TER-POGOSSIAN et al., 1975), o PET tem sido utilizado para obtencéo de
imagens ndo invasivas da quantificacdo do fluxo sanguineo miocardico (SCHELBERT et al.,
1981; UREN et al., 1994), da inervacdo autonémica cardiaca (SCHWAIGER et al., 1990) e
do consumo de substrato energético miocardico (TILLISCH et al., 1986; KNUUTI et al.,
2002).

Devido a sua capacidade de fornecer avaliacdo quantitativa, sua superior sensibilidade
de deteccdo e sua melhor resolucdo espacial e temporal sobre outras técnicas de medicina
nuclear, o PET ja tem sido ha longo tempo considerado o padrdo ouro para avaliacdo da
perfusdo e viabilidade miocardicas (SCHINKEL et al., 2007; BENGEL et al., 2009). O
fluorodesoxiglicose-*F (**F-FDG) é um analogo da glicose que é captado ativamente pelo
cardiomidcito por mecanismo de transporte facilitado de glicose. Dessa forma, seu acimulo
na célula miocardica é um marcador muito acurado da atividade metabdlica energética e,
portanto, da viabilidade da fibra miocardica (KNUUTI et al., 2002; MACHAC et al., 2006).
Na fase subaguda pés-infarto agudo do miocardio, imagens positronicas utilizando ®F-FDG
distinguem pacientes com disfuncdo miocardica reversivel dos pacientes com disfuncéo
irreversivel, com importante valor progndéstico pos-revascularizagéo (DI CARLI et al., 1994).
O principio subjacente é que o miocardio isquemicamente lesado demonstra uma mudanga no
metabolismo miocardico da oxidacdo de acidos graxos livres para a utilizagdo de glicose.
Hipoperfusdo cronica ou periodos repetitivos de atordoamento miocardio levam a esse

metabolismo preferencial de glicose chamado de hibernacdo miocardica (CAMICI et al.,
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2008). Interessantemente, miocardio hipoperfundido, porém com captacdo de ‘°F-FDG
preservada ou aumentada tem potencial para recuperagdo apos restauragdo do fluxo sanguineo
no miocardico (HEYNDRICKX et al., 1975).

Na CCC, umas das caracteristicas anatomopatologicas principais € a necrose
miocitolitica associada a regides de lesdes vasculares, infiltrado inflamatdrio de células
mononucleares e fibrose reparativa (TORRES, 1958; 1960; ROSSI, 1990). A necrose
miocitolitica classicamente é interpretada como lesdo celular por fenémenos hipdxicos e
isquémicos repetitivos e de baixa intensidade (ROSSI; RAMOS, 1996). Em trabalho recente
do nosso grupo em modelo de CCC em hamsters, demonstramos regides de defeito
perfusional grave em repouso topograficamente associadas a alteracbes da mobilidade parietal
que corresponderam histologicamente a areas de miocardio estruturalmente preservado,
porém inflamado (OLIVEIRA et al., 2018). No conjunto esses resultados reforcam
nitidamente a nocao de que os distarbios de perfusdo miocardica na CCC possam associar-se
a fendbmenos semelhantes a hibernacdo miocérdica vista na doenca arterial coronéria
obstrutiva cronica e poderia ter implicacGes clinicas relevantes para o diagndstico,
prognostico e manejo dos pacientes com CCC.

Mais recentemente, imagens positronicas utilizando '®F-FDG tém se demonstrado
Uteis na deteccdo de processos inflamatorios patoldgicos no coragdo em diferentes condices,
como endocardite (SABY et al., 2013), doenca aterosclerética coronariana (DEMEURE et al.,
2014), pos-infarto agudo do miocardio (NAHRENDORF et al., 2015), sarcoidose
(SCHATKA; BENGEL, 2014), pericardite (SALOMAKI et al., 2014) e miocardite (NENSA
etal., 2018).

O miocardio possui avidez variada para a utilizacdo de glicose. Em condicOes
normais, dietas a base de carboidratos estimulam a liberacdo de insulina que
consequentemente ativa a expressdo do transportador de glicose 4 (GLUT4), permitindo
assim a entrada de glicose no miécito. Na auséncia de carboidratos e insulina, 0 miocardio
utiliza acidos graxos livres para produzir energia. Entretanto, a glicose entra em células
inflamatorias por transporte facilitado pela acdo da GLUT1 e da GLUT3, que séo
constitutivas e estdo superexpressas em ceélulas inflamatérias (MOCHIZUKI et al., 2001).
Portanto, estratégia de preparo para aquisicdo de imagens baseadas em supressao de captacao
de glicose pelo midcito cardiaco pode permitir a deteccdo de processo inflamatério ativo no
coracdo (MIYAGAWA et al., 2014).

No cenério clinico sdo descritos diversos protocolos para preparacdo da condicdo

metabdlica do miocardio para suprimir a captacdo do |F-FDG pelo cardiomidcito e
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recomendacdes atuais pautam-se na utilizacdo de pelo menos duas refei¢des ricas em gorduras
com auséncia de carboidratos no dia anterior ao exame, além de jejum de pelo menos 4 horas
antes da administragdo do '®F-FDG (JAMAR et al., 2013; OSBORNE et al., 2017). Embora
protocolos de jejum semelhantes aos adotados no cenario clinico possam ser adotados nos
estudos experimentais (WERNER et al., 2018), uma outra estratégia, mais efetiva e que
promove menor sofrimento ao animal tem sido utilizada. Esta estratégia baseia-se no emprego
de agentes anestésicos especificos, capazes de agir sobre o metabolismo miocéardico e
suprimir a captagdo de ®F-FDG pelo cardiomiécito. Dessa forma, o acimulo do radiotragador
no coragdo pode evidenciar regides de inflamagdo, como bem documentado em modelos de
infarto agudo do miocérdio em camundongos (THACKERAY et al., 2015; THACKERAY et
al., 2015).

Dessa forma, para aprofundamento no entendimento da contribuicdo de cada
mecanismo fisiopatologico para o desenvolvimento da disfuncdo miocardica e também
determinar a correlacdo entre eles, nominalmente a isquemia microvascular (levando a
hibernacdo miocardica) e a inflamacéo, propomos usar correspondentes métodos de imagem
capaz de detectar e quantificar os disturbios de perfusdo (SPECT de perfusdo miocardica) e a

inflamacg&o (FDG-PET) miocardica in vivo.

1.8. Resumo da justificativa

Dada o atual desconhecimento do papel dos varios mecanismos envolvidos na lesao
miocardica cronica induzida pelo T. cruzi, assim como a atual falta de alvos para intervencgdes
terapéuticas, a descoberta de marcadores precoces que se correlacionem com a progressao da
doenca, constitui um objetivo relevante para o futuro planejamento de novos tratamentos e
mais acurada avaliacdo prognéstica da CCC. Portanto, o presente estudo espera contribuir
para o entendimento dos processos fisiopatogénicos da CCC, particularmente enderecando a
participacdo dos distarbios de perfusdo miocardica microvasculares e a inflamacéo
miocérdica para o desenvolvimento da disfuncdo miocéardica e investigando a correlagdo entre
esses distarbios. Para tanto, utilizamos métodos de imagens cintilogréaficas de alta-resolucéo,
baseados na tecnologia de SPECT e PET, representando abordagens originais em estudos

experimentais na CCC.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente estudo tem por objetivos, em modelo experimental de CCC no hamster
sirio:

1. Investigar, mediante emprego de métodos de imagem in vivo e de forma
longitudinal, a associacdo dos disturbios de perfusdo miocéardica com a progressdo da
disfuncdo sistolica ventricular esquerda em modelo experimental de cardiomiopatia chagasica
crénica em hamsters sirios.

2. Investigar a correlacdo entre e a atividade inflamat6ria miocérdica detectada in vivo,
com a presenca e o grau da disfungdo contréatil global do ventriculo esquerdo, distirbios de

perfusdo miocardica e com o grau de lesdo tecidual miocardica.

2.2. Objetivos especificos

- Estudar a progressdo da disfungdo sistolica ventricular esquerda neste modelo
experimental;

- Investigar a presenca e extensao de disturbios da perfusdo miocéardica;

- Analisar a correlacdo do acometimento precoce da perfusdo miocéardica com a
posterior progressdo para formas mais graves de disfuncdo miocéardica na fase cronica da
cardiopatia;

- Investigar a presenca de miocardio vidvel em regifes com defeitos de perfusdo pelo
emprego de imagens positronicas com **F-FDG;

- Investigar a presenga e a intensidade de inflamag&o miocardica detectada in vivo pelo
emprego de imagens positronicas com **F-FDG;

- Analisar a correlacdo das alteracdes de funcéo e morfologia do VE, com as alteragdes

da perfuséo e inflamagdo miocardicas avaliadas por métodos in vivo.
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- Analisar a correlagédo entre os achados in vivo dos parametros estudados da funcéo,
perfusdo e inflamagdo com as alteragdes histopatoldgicas ex-vivo.



Material e Métodos
—— R —
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais experimentais

Apds aprovacio da Comissdo de Etica em Experimentacido Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (Anexo A), os experimentos foram realizados com hamsters sirios
fémeas (Mesocricetus auratus) de 12 semanas de idade, mantidos em alojamento climatizado
no biotério do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
com acesso livre a dgua e racdao padrdo, submetidos a ritmo de 12 horas de luz/sombra. Os
animais foram divididos em 2 grupos experimentais:

1-  Grupo controle (n=12) = receberam in6culo de salina em igual volume e via de

administracdo usada nos animais do grupos infectado com T. cruzi;

2-  Grupo Chagas (n=40) = infectados intraperitonealmente com 3,5x10* formas

tripomastigotas sanguineas de T. cruzi, cepa Y;

3.2. Delineamento geral do estudo

Apos a inoculagdo com T. cruzi, os animais foram observados quanto a confirmagéo
da infeccdo (visualizacdo de parasitas no sangue, sinais de infeccdo aguda, perda de peso e
morte de alguns animais). Apos a remissdo da fase aguda da doenca e em intervalos pré-
definidos ap6s a inoculagdo, os animais foram submetidos a exames de imagem para
avaliacdo da funcdo sistolica e remodelamento ventricular esquerdo (ecocardiograma),
perfusdo miocérdica (mini-SPECT de perfusdo miocadica com *°™Tc-Sestamibi), viabilidade
e inflamac&o miocéardica (MicroPET - tomografia por emissdo de pdsitrons com BE_FDG) in
vivo. Os animais foram submetidos aos métodos de imagem 2, 4, 6, 8 e 10 meses apos
infeccdo com excecdo do MicroPET, que somente foi realizado aos 10 meses pos-infeccéo
(Figura 1). Ao final do periodo de observacdo os animais foram submetidos & eutanasia,
retirada do soro e do coragdo para confirmacdo da infeccdo cronica por Western blot e estudo

histopatoldgico para deteccao de fibrose e inflamacéo.
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Figura 1. Desenho experimental com infec¢do dos animais no més 0, seguida por ecocardiograma-2D e SPECT
aos 2, 4, 6, 8 e 10 meses apos a infecgdo. Os animais controles e infectados foram estudados longitudinalmente
como indicado. As imagens positronicas foram realizadas no décimo més apds a infeccdo. Eco-2D=
ecocardiograma 2D; *™Tc-MIBI= sestamibi marcado com tecnécio 99m; '|F-FDG= Fluorodesoxiglicose
marcado com Flior 18; SPECT= tomografia computadorizada por emissdo de fétons singulares; PET=
Tomografia computadorizada por emissao de pdsitrons.

3.3. Confirmacéao da infeccédo

A confirmacdo da infeccdo cronica pelo T. cruzi foi realizada pela deteccdo de
anticorpo anti T. cruzi no soro dos animais infectados por ensaio de Western blot com fragéo
TESA de antigenos de T. cruzi secretados empregando IgG anti-hamster conjugada a
peroxidase de rdbano como anticorpo secundario, conforme descrito previamente
(UMEZAWA et al.,, 1996). A confirmacdo da infeccdo foi realizada no Laboratorio de
Imunologia do Instituto do Coracéo (InCor) da FM-USP pelo Prof. Dr. Edécio Cunha Neto.

3.4. Métodos de imagem

3.4.1. Ecocardiograma bidimensional

Ap0s a sedacdo com uma combinacdo de Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/kg), os

animais foram submetidos a tricotomia da regido anterior do térax mediante aplicacdo de
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creme depilatério comercial. Os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo
(Figura 2), em ventilacdo espontanea, e o ecodopplercardiograma foi realizado usando um
sistema de ecocardiografia bi-dimensional de alta resolugdo Philips HD11XE (Best, DA,
Netherlands), com transdutor linear de 15-MHz de frequéncia. Utilizando-se a janela
paraesternal para obtencdo de imagens do eixo curto do VE, em nivel dos papilares, imagens
em modo M foram obtidas para a medida da espessura do septo interventricular e da parede
posterior do ventriculo esquerdo, assim como das suas dimensdes sistélica e diastdlica. O
didmetro diastolico do VE foi medido na dimensdo diastolica ventricular méxima e a
dimensdo sistolica do VE foi obtida durante a méxima movimentacdo anterior da parede
posterior.

As imagens obtidas foram gravadas para analise “off-line” ao final do estudo. A coleta
das imagens, assim como as suas analises, foi realizada por um ecocardiografista com
experiéncia na obtencdo e analise de ecocardiografias de pequenos animais e velado quanto ao
grupo de estudo ao qual o animal pertencia. As dimensdes obtidas no modo M (imagens de
eixo curto) do VE em diastole e sistole foram utilizadas para determinacdo da fracdo de
ejecdo, conforme a formula:

Fracdo de Ejecdo (FEVE) pelo método de Teichholz: = Volume diastélico-
Vsistolico/Vdiastolico x 100. Onde cada volume é calculado a partir da dimensdo linear do
VE (D) da seguinte forma: V= (7/2,4 D) x D®

As medidas representam sempre a média de, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos usando a mesma projecdo, posicdo de transdutor e angulacdo e no mesmo

quadro de imagem congelada.
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Posicionamento

Eixo curto - Base Eixo curto - Medioventricular Eixo longo

Figura 2 — A - Animal anestesiado, submetido a tricotomia do térax e posicionado em decubito lateral esquerdo
para aquisi¢do das imagens ecocardiogréficas; B - Avaliacdo da FE do VE pelo método Teichholz; C — Imagens
bidimensionais obtidas do eixo curto em niveis basal e medioventricular, e paraesternal para visualizacdo do eixo
longo do coragéo.

3.4.2. Cintilografia de perfusdo miocardica com Mini-SPECT

A cintilografia de perfusdo miocéardica foi realizada em uma gama camara clinica
(BrightView XCT; Philips Medical Systems Inc., Cleveland, Estados Unidos) adaptada pela
construcdo de um sistema de blindagem (Figura 3) recentemente desenvolvido pelo nosso
grupo de pesquisa (MEJIA et al., 2009; MEJIA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013). Esse
sistema permite o encaixe de um colimador de orificio simples, com didmetro de 1,5 mm e
angulo de abertura total de 150°. Esta blindagem é constituida por uma placa de aluminio
recoberta com uma manta de chumbo de 6mm de espessura, adequada para fétons com
energia na faixa de 150 keV. Adicionalmente, foi desenvolvido um suporte cilindrico para o
posicionamento do animal. Esse suporte é acoplado a um sistema motorizado que permite

rotacionar o alvo para as diferentes posi¢fes angulares de acordo com o nimero de projecoes
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a serem registradas ao longo dos 360° da Orbita de aquisicdo tomogréfica. Sincronizada com o
protocolo de aquisicdo dindmico da gama camara, a sequéncia de projecOes é registrada e

armazenada em formato DICOM.

Figura 3 - Sistema “mini-SPECT” posicionado em uma das duas cabecas da gama cadmara clinica BrightView
XCT. (1) — Detector da gama-camara, (2) — Carro suporte do colimador pinhole, (3) — Suporte rotacional para
conter o pequeno animal durante a aquisicao acoplado a motor de passo.

Para a aquisi¢do das imagens (Figura 4), os animais foram rapidamente anestesiados
com isoflurano a 3% por 2 minutos (TAYLOR; MOOK, 2009) e uma atividade 555 MBq de
%MTc-Sestamibi foi injetada na veia sublingual e em seguida foi permitido que o animal
despertasse. Noventa minutos apds a injecdo, os animais foram novamente anestesiados com
uma combinacdo de Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/kg) e posicionados no sistema para a
aquisicao.

Quarenta projecdes, igualmente espacadas num angulo de varredura de 360 graus,
foram adquiridas em todos os protocolos de imagens. As projecGes foram registradas em uma
matriz de 128 x 128 elementos, cada elemento com uma area de 3,4 mm x 3,4 mm. Um fator
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de magnificacdo de 6,3 X foi adotado para todos 0s experimentos, 0 que corresponde a uma
dimenséo lateral de elemento do volume do objeto (ou voxel) de 0,54 mm. Uma janela de
energia simétrica de 20% foi centrada no fotopico de energia do **™Tc (140 keV). O tempo de
aquisicdo por projecdo foi de 30 segundos, totalizando aproximadamente 22 minutos por

animal.

|so 99mTc-MIBI KX 9mTe-MIBl acq

t—2 tO t30 t60 t90 J':120

Figura 4 - Protocolo de aquisicdo de imagem de SPECT de perfusdo miocardica com *™Tc-Sestamibi. Iso =
Isoflurano; MIBI= sestamibi.

Ap0s a aquisicdo das projecOes, as imagens foram exportadas em formato DICOM
para um computador pessoal, onde foram processadas para obtencdo do modelo
tridimensional da distribuicdo do radiofarmaco no 6rgdo alvo (MEJIA et al., 2010).

Para isso, utilizou-se um software desenvolvido localmente para reconstrucdes
iterativas de imagens baseado no algoritmo de ordered-subsets expectation maximization
(OSEM). A ferramenta foi implementada em Linguagem C, usando um compilador freeware
Dev-C++ (Bloodshed Software). Para visualizacdo final das reconstrucdes, foi utilizado o
freeware AMIDE Medical Image Data Examiner (LOENING; GAMBHIR, 2003).

A acuracia desse sistema para deteccdo de fibrose miocérdica regional em modelo de

cardiopatia isquémica foi previamente (OLIVEIRA et al., 2013).
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3.4.3. Imagens de tomografia positronica com 18F-FDG

As imagens de ®*F-FDG - PET foram adquiridas em um MicroPET dedicado para
aquisicdo e reconstrucdo de imagens de tomografia positrénica para pequenos animais
(General Electric Healthcare modelo LabPET 4 solo) na Unidade de Pesquisa de
Radiofarmacos do Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear em Belo Horizonte,
Brasil (Figura 5). Trata-se de um PET-scanner, totalmente digital, baseado em fotodiodos
avalanche (APD). O Conjunto de deteccdo € constituido por pares de cristais LYSO/LGSO
com dimensdes de 2x2x12 mm. Cada par de cristais acoplado a um APD constitui um canal,
ao todo sdo 1536 canais. O FOV (campo de visdo) transverso mede 11,0 cm e os axiais 3,75
cm. Utilizando um algoritmo de apropriado o sistema pode resultar em uma resolugdo FWHM
de cerca de 1 mm, no centro do FOV , enquanto permanece abaixo de 2,1 mm para uma
distancia radial de 2,0 cm. A sensibilidade considerando uma janela de energia de 250-650
KeV é de aproximadamente 1,1%.

O protocolo de aquisicdo de imagens adotado foi semelhante ao protocolo descrito por
Thackeray e colaboradores (2015). Nenhuma preparacdo metabdlica baseada em dieta do
animal foi realizada previamente e a ampliacdo ou supressdo da captacdo miocardica de *8F-
FDG foi conseguida pelo emprego de diferentes anestésicos.

Para a avaliagdo da viabilidade miocérdica, os animais foram mantidos anestesiados
com isoflurano (3% a 4% em oxigénio 100%) por vinte minutos para aumento da captacdo do
FDG pelos midcitos cardiacos. Apos esse periodo, uma dose de 70 MBq de ®F-FDG foi
injetada na veia sublingual e entdo foi permitido que o animal despertasse. Apds 60 minutos
da injecdo, o animal foi submetido a uma aquisicdo de imagem estatica de 15 minutos
novamente mantido sobre anestesia com isoflurano (3% a 4% em oxigénio 100% para

inducdo e 2% para manutenc¢ao).
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Figura 5 — Sistema de MicroPET dedicado (General Electric Healthcare modelo LabPET 4 solo) da Unidade de
Pesquisa de Radiofarmacos do Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear em Belo Horizonte, Brasil.

Para a avaliacdo da atividade inflamatoria miocéardica, os animais foram anestesiados
por via intramuscular com uma combinacgdo de Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/kg) e apés
vinte minutos, uma dose de 70 MBq de ‘®F-FDG foi injetada na veia sublingual. Apds 60
minutos da injecdo, o animal recebeu mais uma dose de Ketamina e Xilazina (50 e 5 mg/kg) e
entdo realizou-se aquisicdo de imagem estatica de 15 minutos.

Dessa forma, somente foram realizadas imagens estaticas com 0s animais
posicionados em posicdo supina e o coracdo localizado no centro do campo de visdo. Os
sinais vitais foram monitorizados e os animais foram mantidos com frequéncia respiratoria
entre 15 e 25 incursbes por minutos com temperatura corporal de 37°C, mantida por um
sistema de aquecimento por fluxo de agua aquecida. Cada imagem foi realizada em dias
alternados e a glicemia sanguinea foi aferida logo apés o inicio da anestesia inicial e ao final

da aquisicdo da imagem.
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As imagens foram reconstruidas por meio do software do proprio equipamento
(LabPET 1.12.0, Gamma Medica-ldeas) em uma matriz de 128x128x159 (0,78x0,78x0,80
mm) utilizando 10 iteracGes do algoritmo MLEM-3D com correcdo de dispersdo. Néo foi

aplicada correcédo de atenuacao.

3.4.4. Processamento e analise das imagens

As imagens de ®™Tc-Sestamibi em repouso foram usadas para definir os defeitos de
perfusdo miocardica. A analise da perfusdo miocardica foi baseada na construcdo de mapa
polar para avaliagdo quantitativa (planimetria) das &reas de defeitos graves considerando
como limiar de captacdo as contagens abaixo de 50% em relacdo ao pixel de méaxima
contagem. A analise foi realizada utilizando o software MunichHeart® (Munique, Alemanha).

O software Munich Heart permite uma completa analise da distribuicdo nas paredes
ventricular esquerda de radiotracadores utilizados para imagens de PET e SPECT. Isto
permite uma avaliacdo quantitativa (PET) ou semiquantitativa (SPECT) em todos os 17

segmentos do ventriculo esquerdo tanto no cenario clinico quanto no experimental (Figura 6).
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Figura 6 - Mapa polar dos 17 segmentos do ventriculo esquerdo criados pelo software Munich Heart

A andlise quantitativa da captagdo miocérdica de '®F-FDG sobre isoflurano para

avaliacdo da viabilidade miocardica também foi realizada através da construcdo de mapas
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polares. Segmentos com captagdo menor que 50% do pixel de maior acimulo foram
considerados regifes de miocardio ndo viavel.

Devido & supressdo de captacdo miocardica de '®F-FDG nas imagens adquiridas sob
efeito de ketamina/xilazina, a andlise foi realizada utilizando ferramentas de coregistro de
imagens com o software PMod (PMOD Technologies Ltd. Zurique, Suica). Regifes de
interesse (17 segmentos similares aos mapas polares) foram manualmente desenhados ao
longo de todo o ventriculo esquerdo nas imagens de SPECT. Essas regides de interesses,
determinadas pelas imagens de perfusdo miocéardica, foram alinhadas as imagens de PET com
BE_FDG sob efeito de ketamina/xilazina. Referéncias anatdmicas incluindo a ponta do figado
foram usadas para posicionar as regides de interesse. A porcentagem da dose injetada por
grama de tecido (%Dl/g), o standardized uptake value (SUV, glcm®) e a razdo alvo-fundo
(TBR) foram avaliadas. A captacdo patoldgica de glicose nas imagens de PET foi definida
como captacdo miocérdica focal de '|F-FDG com supressdo de captacdo de glicose pelo

miocardio.

3.5. Histopatologia

Apo6s anestesia, os animais foram sacrificados mediante abertura do térax, sendo o

coracdo rapidamente excisado e lavado em solucdo PBS. Em seguida os vasos da base assim

como os atrios foram descartados e uma amostra do ventriculo direito foi retirada, de forma

cuidadosa para ndo produzir lesdo na parede ou cavidade ventricular esquerda, para futuras

analises (ndo incluidas no presente trabalho). Para andlise histopatoldgica, foram obtidos cortes

em trés niveis do coracgdo (basal, medioventricular e apical) com o cuidado de se manter a mesma

orientacdo para a correlacdo topografica com as imagens in vivo. Amostras do tecido cardiaco

foram fixadas em formaldeido a 10%, por 24 horas, e depois transferidas para alcool 70%. As

amostras foram progressivamente desidratadas, embebidas em parafina, cortadas e coradas com

hematoxilina-eosina e picrosirius-vermelho para quantificacdo de inflamacdo e fibrose,

respectivamente.
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3.5.1. Digitalizacdo e analise histologica quantitativa

Os cortes histoldgicos foram escaneadas por um sistema de analise digital de imagens
constituido por um escéaner digital (Scanscope CS System; Aperio Tecnologies, Inc., CA,
Estados Unidos), com uma objetiva Olympus UPlanSApo 20x acoplada ao escaner. Para
todas as analises, foram utilizadas 4reas de amostragens que variaram de 1,5 a 2 mm?
mantendo correlagdo topografica com os exames de imagem in vivo.

Pela coloracédo de Picrosirius vermelho, foi quantificada a extenséo de fibrose, em que
a macro do Software Image Scope identifica as areas coradas em vermelho e contabiliza a
extensdo por milimetro quadrado em relacdo a area total analisada. Sendo portanto a fibose
expressa em porcentagem de area.

Pela coloracdo de Hematoxilina e Eosina, foram realizadas analises qualitativas por
uma patologista experiente e velada em relacdo a qual grupo pertenciam os animais. A analise
guantitativa foi realizada manualmente. Imagens digitais das mesmas regifes foram
exportadas e as células mononucleadas com tamanho e forma especificas foram
contabilizadas utilizando o Software ImageJ, analisando-se dessa forma o nimero de células

inflamatdrias mononucleadas por milimetro quadrado.

3.6. Aspectos eticos de investigacdo animal

Os animais foram submetidos aos procedimentos sob anestesia, de forma a ndo induzir
estresse ou dor. Ndo foram utilizados métodos cruentos ou que submetessem 0s animais a
sofrimento ou dor. O projeto foi executado apos a devida aprovacdo do projeto no comité de
ética em pesquisa animal da nossa instituicdo (Anexo A).

Este estudo recebeu apoio da Fundacéo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo -
FAPESP (Processos: 2015/25209-5 e 2016/16746-0) e da Fundacdo de Apoio ao Ensino
Pesquisa e Assisténcia do Hospital das Clinicas (FAEPA).
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3.7. Analise estatistica

Utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicdo das varidveis. As varidveis continuas com distribuicdo normal sdo apresentadas
como média £ desvio padrdo da média e as variaveis continuas com distribui¢cdo ndao normal
sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartil. As varidveis nominais foram
expressas como frequéncia absoluta (n) e relativa (%).

Para melhor exploragdo dos fendmenos observados no estudo, diferentes analises
foram realizadas. Na primeira, o desenho experimental apresentou como variaveis
dependentes os defeitos de perfusdo miocardica e os parametros ecocardiograficos da funcao
sistolica e morfologia ventricular esquerda. Cada varidvel foi analisada separadamente com
medidas repetidas em intervalos pré-determinados até o décimo més ap6s a infecgdo. Os
grupos foram divididos em animais controles e infectados pelo T. cruzi. Foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA) para modelos mistos de medidas repetidas em um dos fatores
(mixed ANOVA ou split-plot factorial ANOVA). Dessa forma, pode ser verificado o efeito
resultante da interacdo (main effect) de duas varidveis independentes: tempo e infec¢do pelo
T. cruzi. O fator tempo associa-se a efeitos e potenciais diferengas em um mesmo individuo
(within-subjects effects), enquanto a infec¢do pelo T. cruzi, avaliada como varidvel categorica
binaria (infecgdo presente ou ausente), associa-se a efeitos e potenciais diferengas entre os
individuos (between-subjects effects). O objetivo dessa analise foi avaliar se ha interacdo
significativa entre esses fatores sobre as variaveis dependentes. Apenas animais que
sobreviram até o final do estudo foram incluidos nessa analise.

O 6bito de animais durante o periodo de seguimento do estudo, principalmente entre
os animais infectados, pode introduzir viés de sobrevivéncia no modelo experimental. Para
avaliar a presenca dessa potencial limitacdo, uma andlise adicional (sensitivity analysis) foi
realizada utilizando-se periodos progressivamente crescentes da avaliagdo seriada nas
variaveis avaliadas.

Uma terceira anélise foi realizada com base no acometimento cardiaco observado aos
10 meses de infeccdo. Para essa analise, os animais controles foram comparados a animais
infectados sem disfuncéo sistdlica do VE (Chagas S/D) e a animais infectados com disfungéo

sistdlica do VE (Chagas C/D). Dessa forma, foi realizada uma analise de variancia (between-
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subjects effects) entre os grupos de animais para cada variavel em cada janela temporal de
evolugéo do estudo.

Para testar a diferenca entre médias de dois grupos foi empregado o Teste t de Student,
para variaveis com distribui¢cdo normal, e 0 Teste de Mann-Whitney, para as variaveis com
distribuicdo ndo-normal. Para as anélises de correlacdo, foi utilizado o teste de Pearson
quando as variaveis apresentavam uma distribuicdo normal, e o teste de Spearman quando as
varidveis ndao seguiam uma curva de distribui¢cdo normal.

A andlise de mixed ANOVA foi realizada com o programa Stata versdo 14.2
(StataCorp, TX, USA). As demais andlises foram realizadas com o auxilio do programa
GraphPad Prism, versdo 6.01 (Graphpad Software, La Jolla, CA, USA). O nivel de

significancia estabelecido foi de 5% bicaudal (p < 0,05).



Resultados
———



4. RESULTADOS

4.1. Mortalidade
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A mortalidade dos animais infectados foi de 27,5% (n= 11) na fase aguda da infecgéo.

Na fase crénica a mortalidade aos 2, 6 e 8 meses ap0s a infeccdo foi de 2,5% (n=1), 5% (n=

2) e 10% (n= 4), respectivamente. Somente dois animais controles morreram em

consequéncia da anestesia durante os exames de imagem apds 6 meses de infecgéo.

4.2. Funcgo sistolica e remodelamento ventricular esquerdo

Os dados evolutivos da funcédo sistdlica e da morfologia do ventriculo esquerdo nos

animais controles (n=10) e infectados (n=22) que sobreviveram até o final do estudo sdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Sumario dos resultados da avaliacdo da funcdo sistolica e morfologia ventricular

esquerda dos animais controles e infectados.

Ecocardiograma 2m 4m 6m 8m 10m p-tempo

FEVE (%)
Controles 75,1+3,3 71,3+3,7 70,3+2,8* 69,7+3,1* 70,3+2,8* 0,0001
Infectados 74,5+49 72+4.4 72459 66,4+8,9*8 63,9+9,7*#8 <0,0001
p-grupos 0,77 0,65 0,69 0,025 0,024

DSVE (cm)
Controles 0,39+0,04 0,44+0,04  0,43+0,04* 0,44+0,03* 0,46+0,03*  <0,0001
Infectados 0,39+0,04  0,43+0,05* 0,46+0,05* 0,51+0,08*#8 0,54+0,08*#§ <0,0001
p-grupos 0,87 0,75 0,13 0,001 0,001

DDVE (cm)
Controles 0,62+0,05  0,67+0,04*  0,65+0,04 0,66+0,04 0,69+0,03 0,01
Infectados 0,61+0,06 0,66+0,05  0,70+0,05*  0,75+0,07*# 0,76+0,06*#8 <0,0001
p-grupos 0,52 0,37 0,02 <0,001 0,001

Valores apresentados como médiatDP

DP: desvio padrdo, FEVE: fracdo de eje¢do do ventriculo esquerdo, DSVE: diametro sistolico do ventriculo
esquerdo, DDVE: diametro diastolico do ventriculo esquerdo. O valor p-grupos refere-se a interagdo entre
grupos: Controles vs Infectados (between-subjects effects); O valor p-tempo refere-se ao fator tempo: diferencas
em um mesmo individuo (within-subjects effect); * p< 0,05 vs 2m; # p< 0,05 vs 4m; 8 p < 0,05 vs 6m.
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Na anélise de variancia mista foi observada uma queda da fracdo de ejecdo progressiva
em ambos os grupos de animais estudados (Figura 7) sem diferenca significativa entre os
grupos ao longo do periodo estudado (valor-p da interacdo grupos#tempo = 0,06). Foi
observada diferenca estatistica na interacdo entre os grupos (between-subjects effects)

somente aos 8 e 10 meses apos a infecgdo (Chagas vs. Controle, 8m: p= 0,02; 10m: p= 0,02).

75

FEVE (%)
70

65

| I I I I

2 4 6 8 10
Tempo (meses)

—®— (Controle = —®—— Chagas

Figura 7 — Avaliacdo sequencial da FEVE dos dois grupos estudados ao longo do tempo. Dados apresentados
como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. FEVE= fracdo de eje¢do do ventriculo esquerdo.

O didmetro sistdlico do VE do grupo Chagas apresentou comportamento
significativamente diferente ao longo do tempo em comparagdo ao grupo controle (valor-p da
interacdo grupos#tempo < 0,001). A diferenca entre os grupos foi verificada a partir do oitavo

més apos a infeccdo pelo T. cruzi (Figura 8).
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Figura 8 — Avaliacdo sequencial do DSVE dos dois grupos estudados ao longo do tempo. Dados apresentados
como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. DDVE= didmetro sistolico do ventriculo

esquerdo.

O diametro diastolico do VE do grupo Chagas também apresentou um comportamento
ao longo do tempo significativamente diferente do grupo controle (valor-p da interacdo
grupos#tempo < 0,001). A diferenca entre os grupos foi observada a partir do oitavo més ap6s

a infeccéo (Figura 9).
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Figura 9 — Avaliacdo sequencial do DDVE dos dois grupos estudados ao longo do tempo. Dados apresentados
como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. DDVE= didmetro diast6lico do ventriculo
esquerdo.

Os resultados obtidos na analise suplementar que incluiu os animais que morreram
durante o estudo (sensitivity analysis) mostram evolucdo seriada dos parametros
ecocardiograficos em ambos os grupos semelhante a analise principal, sugerindo que o
potencial efeito de viés de sobrevivéncia ndo interferiu de forma significativa nos achados
principais da investigacdo (figuras suplementares de 1 a 3).

Dos 22 animais infectados com T. cruzi que sobreviveram até o fim do estudo, 8
(36%) desenvolveram disfuncéo sistolica grave do VE (< 64%, baseado num limiar inferior
de 2 DP abaixo da FEVE média dos animais controles) no décimo més pos-infecgéo.

Considerando o acometimento da funcéo sistolica global, foi realizada uma anélise de
variancia (between-subjects effects) entre os animais controles, animais infectados sem
disfuncgéo sistolica aos 10m (Chagas S/D) e animais infectados com disfuncédo sistdlica aos
10m (Chagas C/D). A redugédo da funcéo sistolica nos animais infectados foi observada a
partir do oitavo més pds-infeccdo (p= 0,007), quando comparados ao grupo de animais

controles e aos animais infectados sem queda da fracéo de ejecdo. A diferenca foi ainda maior
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no décimo més pos-infeccdo (p< 0,0001). Nao foi observada diferenca qualquer entre os
animais controles e os animais infectados sem disfungdo sistdlica aos 10m em nenhuma janela

temporal (Figura 10).
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Figura 10 — Avaliagdo sequencial da FEVE ao longo do tempo segundo o acometimento da funcéo sistolica
global. FEVE= fracéo de ejecdo do ventriculo esquerdo; S/D= sem disfun¢&o sistdlica do ventriculo esquerdo;
C/D= com disfuncao sistdlica do ventriculo esquerdo. * = p<0,05 vs. Controle e Chagas S/D.

O diametro sistolico dos animais infectados que apresentaram fracdo de ejecdo
reduzida aos 10m foi significativamente maior quando comparado aos demais grupos de
animais a partir do oitavo més pdés-infeccao (p= 0,0002) e progredindo até o décimo més (p<
0,0001). N&o foi observada diferenca significativa do DSVE entre os animais controles e 0s

animais infectados com FEVE preservada (Figura 11).
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Figura 11 — Avaliacdo sequencial do DSVE ao longo do tempo segundo o acometimento da funcéo sistélica
global. DSVE= diametro sistolico do ventriculo esquerdo; S/D= sem disfung&o sist6lica do ventriculo esquerdo;
C/D= com disfuncao sistdlica do ventriculo esquerdo. * = p<0,05 vs. Controle e Chagas S/D.

O diametro diastdlico dos animais infectados que apresentaram fracdo de ejecdo
reduzida foi significativamente maior quando comparado aos animais controles a partir do
sexto més pos-infeccdo (p= 0,02). Entretanto, nessa janela temporal ndo foi observada
diferenca entre os animais infectados com e sem disfuncéo sistdlica global (Figura 12). A
partir do oitavo més pos-infeccdo, foi observada diferenca significativa entre os 3 grupos de
animais (p= 0,0001). O mesmo comportamento foi observado ao décimo més pos-infeccédo
(p=0,0001).
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Figura 12 — Avaliacéo sequencial do DDVE ao longo do tempo segundo o acometimento da funcdo sistélica
global. DDVE= diametro diastolico do ventriculo esquerdo; S/D= sem disfungdo sistélica do ventriculo
esquerdo; C/D= com disfun¢do sistélica do ventriculo esquerdo. * = p<0,05 vs. Controle; # = p<0,05 vs.
Controle e Chagas S/D.

4.3. Avaliacao da perfusdo miocardica

Os animais controles apresentaram perfusdo miocéardica homogénea apesar de
pequenos DPM (1-5% da area de superficie do VE) terem sido observados no apice do
ventriculo esquerdo. Entretanto, como pode ser observado na tabela 2, esses defeitos de
perfusdo ndo aumentaram ao longo do tempo (valor p da intera¢do tempo do grupo controle =
0,86).
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Tabela 2 - Sumaério dos resultados da avaliacdo da perfusdo miocéardica ventricular esquerda

dos animais controles e infectados.

Defeitos de perfuséo 2m 4m 6m 8m 10m p-tempo
Controles 2,613 3,1+2,.2 3,412,8 3,242,9 3,3£2,9 0,86
Infectados 5+5,1 4,7+3,4 9+7,6 10+7,7%4  11,6+10,1*#  0,0005
p-grupos 0,32 0,5 0,022 0,005 0,001

Valores apresentados como médiazDP

DP: desvio padrdo. O valor p-grupos refere-se a interagdo entre grupos: Controles vs Infectados (between-
subjects effects); O valor p-tempo refere-se ao fator tempo: diferengas em um mesmo individuo (within-subjects
effect); * p< 0,05 vs 2m; # p< 0,05 vs 4m.

Considerando os animais infectados, a area dos defeitos de perfusdo miocardica
apresentou comportamento progressivo (valor p da interacdo tempo no grupo Chagas
<0,0001). Na andlise de variancia mista do DPM, o grupo Chagas apresentou um
comportamento ao longo do tempo significativamente diferente do grupo controle (valor-p da
interacdo grupos#tempo= 0,029). A diferenca entre os grupos foi observada a partir do oitavo
més apds a infeccdo (Figura 13). Além disso, foi observada diferenca estatistica na interacéo

entre os grupos (between-subjects effects) a partir do sexto més pds-infeccao (p=0,02).
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Figura 13 — Avaliagdo sequencial do DPM dos dois grupos estudados ao longo do tempo. Dados apresentados
como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. DPM= defeito de perfusdo miocardica.
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Os resultados obtidos na analise suplementar que incluiu 0s animais que morreram
durante o estudo (sensitivity analysis) mostram evolucéo seriada da perfusdo miocardica em
ambos o0s grupos semelhante a analise principal, sugerindo que o potencial efeito de viés de
sobrevivéncia ndo interferiu de forma significativa nos achados principais da investigacéo.

Considerando o acometimento da funcédo sistélica global aos 10 meses, a analise de
variancia (between-subjects effects) entre os animais controles, animais infectados sem
disfuncéo sistolica (Chagas S/D) e animais infectados com disfuncéo sistolica (Chagas C/D),
o0 defeito de perfusdo miocéardica foi significativamente maior nos animais infectados com
fracdo de ejecdo reduzida a partir do sexto més pos-infeccdo (p= 0,007), quando comparados
aos animais controles. Nao foi observada diferenca significativa entre os animais infectados
com e sem disfuncdo sistdlica no sexto més poés-infeccdo. Foi observado DPM
significativamente maior nos animais infectados com fracdo de ejecdo reduzida quando
comparados aos animais controles e infectados sem disfuncéo sistolica no oitavo (p= 0,002) e
décimo (p< 0,0001) més poés-infeccdo (Figura 14). Nao foi observada diferenca significativa
no tamanho do defeito perfusional entre os animais controles e animais infectados sem

reducdo da FEVE em nenhuma das janelas temporais do estudo.
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Figura 14 — Avaliacdo sequencial do DPM ao longo do tempo segundo o acometimento da funcdo sist6lica
global. DPM= defeito de perfusdo miocardica; S/D= sem disfuncéo sistolica do ventriculo esquerdo; C/D= com
disfuncéo sistolica do ventriculo esquerdo. * = p<0,05 vs. Controle; # = p<0,05 vs. Controle e Chagas S/D.
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Foi observado DPM consistente em 13 dos 22 (59%) animais infectados aos 10 meses
apos infeccdo. A regido apical apresentou DPM em todos os casos de animais com perfusao
alterada em todas as janelas temporais. Evolutivamente, pode-se observar aumento da
incidéncia de acometimento da perfusdo nos segmentos anterior medio e basal a partir do
sexto e oitavo més pds-infeccdo (Figura 15). Aos 10 meses apos a infeccdo, DPM também
foram frequentemente detectados nos segmentos anterolateral médio e basal, posterolateral

médio e basal sendo difuso e menos frequente o acometimento de outros segmentos do VE.
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Figura 15 — Imagens ilustrativas mostrando as grades de segmentacdo do ventriculo esquerdo derivadas dos
mapas polares, ilustrando a frequéncia relativa de acometimento dos segmentos pelos defeitos perfusionais em
cada janela temporal. Aqui estdo incluidos dados apenas dos animais que mostraram defeitos perfusionais ao
final do estudo (janela temporal de 10 meses, n = 13) Pode-se observar a evolugéo topogréfica e da incidéncia
relativa dos defeitos de perfusdo miocardica a partir da regido apical, estendendo-se progressivamente ao longo
do tempo para as por¢des média e basal das paredes anterior, antero-lateral e péstero-lateral do VE.

Alguns animais infectados apresentaram defeitos de perfusdo miocardica progressivos
apos o sexto més de infeccdo. Um exemplo de animal infectado apresentando DPM

progressivo é apresentando na figura 16.
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Figura 16 — Mapa polar de perfusdo miocardica de um animal infectado demonstrando DPM progressivo.
Respectivos mapas polares demonstrando area de DPM (%, 2m= 12, 4m= 8, 6m= 13, 8m= 18, 10m= 24)
marcadas em azul (pixels com contagem menor do que 50% do pixel de maior acumulo) envolvendo os

e anterolateral média.

4.3.1. Correlacdo entre defeitos de perfusdo e funcéo sistdlica e

morfologia do VE

Considerando os defeitos de perfusdo miocéardica e a fracdo de ejecdo na mesma janela
temporal, correlacdes negativas significativas foram observadas aos 8m (r=-0,71, p< 0,001),
10m (r=-0,83, p< 0,0001, Figura 17).
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Figura 17 - Gréficos de dispersdo ilustrando a correlagdo entre valores individuais da area de defeito de perfuséo
miocéardica e a FEVE na mesma janela temporal. FEVE: fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; DPM: defeito
de perfusdo miocérdica.
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O DPM correlacionou-se significativamente com o DSVE na mesma janela temporal
aos 6m, 8m e 10m. O mesmo comportamento (Figura 18) foi observado na analise de
correlagdo do DPM com o DDVE na mesma janela temporal (6m, r= 0,48, p= 0,006; 8m, r=
0,68, p< 0,0001; 10m, r= 0,65, p< 0,0001).
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Figura 18 - Gréficos de disperséo ilustrando a correlagdo dos valores individuais da area de defeito de perfusdo
miocardica com o0 DSVE e o DDVE na mesma janela temporal. DPM: defeito de perfusdo miocardica; DSVE:
diametro sistdlico do ventriculo esquerdo.

4.3.2. Correlacdo entre defeitos de perfusdo em fases mais

precoces e funcao sistélica e morfologia do VE tardias

A FEVE aos 10 meses apds infeccdo se correlacionou significativamente com o DPM
a partir do quarto més pés-infeccao (Tabela 3). Comportamento semelhante foi observado na
correlacdo do DSVE aos 10m com o DPM aos 4m, 6m e 8m. Né&o foi observada correlagéo do

DPM aos 2 meses apos infeccdo com a FEVE e 0 DSVE aos 10m (p > 0.05).
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Tabela 3 - Anélise de correlagdo entre a funcdo sistolica e morfologia do VE aos 10 meses e 0
acometimento precoce dos defeitos de perfusdo miocérdica.

DPM FEVE DSVE DDVE

2m r=-0,27, p=0,13 r=0,34, p=0,06 r=0,36, p=0,04
4m r=-0,4, p=0,02 r=0,41, p=0,02 r=0,37, p=0,04
6m r=-0,57, p=0,0007 r=0,59, p=0,0003 r= 0,54, p=0,001
8m r=-0,8, p<0,0001 r=0,75, p<0,0001 r= 0,66, p<0,0001

DPM: defeito de perfusdo miocardica, FEVE: fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, DSVE: diametro sistolico
do ventriculo esquerdo, DDVE: didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo.

Entretanto, como pode ser observado na tabela 2, o DDVE no décimo més pés-
infeccdo se correlacionou significativamente com a perfusdo miocéardica desde o segundo més
pos-infeccdo.

Considerando a extensdo da area de defeito perfusional no sexto més poés-infeccao,
momento que a perfusdo miocardica passa a sofrer alteracfes significativas, observamos
correlacdo positiva significativa com a queda da FEVE do sexto para o décimo més pos-
infeccdo (r= 0,56, p= 0,0008). A figura 19 exemplifica dois exemplos de animais que
apresentavam DPM significativo aos 6 meses pos-infeccdo e FEVE ainda preservada mas que
progrediu com queda importante até o décimo més pos-infecc¢éo.
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8 meses 10 meses

8 meses

polares de perfusdo miocérdica de animais infectados e os respectivos valores da area de

defeito de perfusdo miocérdica e fracdo de ejecdo; A- animal apresentando DPM aos 2m, progressiva
deterioracdo da perfusdo apds 6m e queda da FEVE somente a partir do oitavo més pés-infeccdo; B- animal
apresentando DPM aos 2m, parcial melhora aos 4m e progressiva deterioracdo da perfusdo a partir do 6m. A
FEVE apresentou queda consistente a partir do oitavo més pos-infeccdo. DPM= defeito de perfusdo miocardica;
FEVE= fracdo de eje¢do do ventriculo esquerdo.
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4.4. Imagens de PET in vivo

4.4.1. Avaliacdo da viabilidade miocardica in vivo

Considerando os 12 animais (controles, n=3; infectados: n=9) submetidos ao exame de
PET com ®F-FDG utilizando o0 anestésico isoflurano, somente imagens de 6 animais (2
controles e 4 infectados) apresentaram qualidade técnica apropriada para analise da
viabilidade miocéardica. Os problemas técnicos observados foram a pobre atividade especifica
no coracao, baixa resolucédo espacial e o coracdo fora do campo de visdo do detector.

Nas imagens analisaveis, animais controles apresentaram captagdo miocardica de *2F-
FDG homogénea. Nos animais infectados, os segmentos exibindo DPM somente
demonstraram leve reducdo da captagdo miocardica de *F-FDG (captagdo >50% do maximo)
indicando presenca de miocardio viavel em areas com hipoperfusdo em repouso (Figura 20).

Dessa forma, essas alteracdes caracterizam defeitos de mismatch entre perfuséo e viabilidade.
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Figura 20. SPECT de perfusdo miocérdica de um animal infectado revelando um defeito de perfusdo grave
(captagdo <50% do maximo) envolvendo 28% da area de superficie do VE acometendo os seguimentos anterior
e anterolateral médios, e apicais (painel inferior). Imagens correspondentes de PET com *®F-FDG com captagéo
preservada demonstrando miocardio viavel em regides de defeitos de perfusdo (mismatch).
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4.4.2. Avaliacdo da atividade inflamatoria miocardica in vivo

A combinacdo de ketamina e xilazina (100 e 10 mg/kg) promoveu nos animais
controles supressao da captacéo miocardica de **F-FDG (Figura 21) levando a um aumento da
glicose sanguinea (4,9+0,4 para 15,4+3,5umol/ml, p=0,003). O aumento de glicose sanguinea

também foi observado nos animais infectados (4,6+0,7 para 11,7+1,1umol/ml, p<0,0001).
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Figura 21 - Corregistro de imagens de PET e SPECT em um animal controle evidenciando supressdo da captacéo
miocardica de *®F-FDG (painel superior) e perfusdo miocardica normal com *™Tc-sestamibi (painel central). O
painel inferior evidencia a fusdo das duas imagens.

Comparados aos animais controles, animais infectados apresentaram maior
porcentagem da dose injetada por grama de tecido (%Dl/g, 0,28+0,06 vs 0,18+0,04 g/cc, p=
0,03) e standardized uptake value (SUV, 0,5+0,1 vs 0,37+0,08 g/cc, p= 0,047) de **F-FDG no

ventriculo esquerdo (Figura 22). Esses animais apresentaram tendéncia a maior relagdo 6rgéo
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alvo/fundo (TBR, 1,05+0,17 vs 0,88+0,02, p= 0,06). Esses achados sugerem maior

intensidade de inflamacdo nesses animais.
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Figura 22 - Comparacdo da captacdo de *°F-FDG no ventriculo esquerdo entre os animais controles e animais
infectados. %DI/g = porcentagem da dose injetada por grama de tecido; SUV= standardized uptake value; TBR=

relagdo 6rgéo alvo/fundo; * = p <0,05.

infectados com DPM apresentaram aumento de captacéo

regional de

Na andlise visual das imagens, como exemplificado na figura 23, alguns animais

F-FDG

topograficamente correlacionadas com regifes de defeitos de perfusdo miocardica.
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Figura 23 - Corregistro de imagens de PET e SPECT em um animal infectado evidenciando captacdo miocérdica
regional de *®F-FDG sob efeito de Ketamina e xilazina (painel superior) topograficamente correlacionada com
defeito de perfusdo miocérdica *™Tc-sestamibi (painel central). O painel inferior evidencia a fusdo das duas

imagens.

Considerando todos os segmentos do VE dos animais submetidos as imagens de PET
sob ketamina e xilazina, os segmentos hipoperfundidos, quando comparados aos segmentos
sem defeitos de perfusdao (Figura 24), apresentaram maior %DI/g (g/cc, 0,3+0,07 vs
0,25+0,07, p< 0,0001), SUV (g/cc, 0,56+0,12 vs 0,45+0,11, p<0,0001) e TBR (1,11+0,2 vs

0,98+0,2, p< 0,0001), sugerindo maior intensidade de inflamag&o nesses segmentos.
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Figura 24 - Comparagdo da captagio de °F-FDG entre segmentos com perfusdo normal e segmentos
hiporperfundidos. DPM= defeito de perfusdo miocérdica; PN= Perfusdo normal. %DI/g = porcentagem da dose
injetada por grama de tecido; SUV= standardized uptake value; TBR= relacdo drgdo alvo/fundo; * = p <0,0001.

Além disso, a captacio segmentar de “®F-FDG se correlacionou negativamente com a

captacdo segmentar de **™Tc-Sestamibi (Figura 25).
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Figura 25 - Gréficos de dispersdo ilustrando a correlagdo entre a captacdes regionais de °F-FDG e *™Tc-
Sestamibi.

4.5. Analise histopatoldgica

45.1. Avaliacdo qualitativa e quantitativa

A anélise qualitativa revelou infiltrado de células mononucleares difuso e multifocal
com degeneracdo consistente das fibras cardiacas e lesdo miocitolitica variavel associadas a
importante edema e fibrose intersticial e perivascular nos animais infectados. A analise
macroscopica revelou importante dilatagdo das camaras cardiacas e afilamento das paredes
ventriculares em alguns animais infectados que ndo foram observados nos animais controles
(Figura 26). N&o foi observada a presenca de parasitas nas formas tripomastigotas ou
amastigotas.

Comparados aos animais controles, os animais infectados apresentaram maior
quantidade de células inflamatorias mononucleadas (1461+274 vs 564+105 n/mm?, p<0,0001)
e extensdo de fibrose (15,2455 vs 8,4+1,6%, p= 0,0007). Foi observada correlacdo
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significativa entre a intensidade de inflamacéo e a extenséo de fibrose (r= 0,61, p= 0,0002),

ou seja, 0s animais mais inflamados apresentavam maior extensao de fibrose.
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Figura 26. Andlise histopatolégica dos animais controles e infectados. A- Corte histolégico de um animal
controle marcado com picrosirus vermelho (PV) demonstrando morfologia preservada do VE e baixa intensidade
de fibrose, B- Corte histol6gico de um animal infectado marcado com PV demonstrando dilatacdo importante e
afilamento das paredes do VE e alta intensidade de fibrose. C- Cortes microscépicos marcados com PV e HE de
um animal controle evidenciando baixa intensidade de fibrose, fibras preservadas e poucas células inflamatérias
mononucleadas. D - Cortes microscopicos marcados com PV e HE de um animal infectado evidenciando alta
intensidade de fibrose, fibras lesionadas, congestdo intersticial e difuso infiltrado de células inflamatérias
mononucleadas. E — Comparacdo da extensdo de fibrose entre os animais controles e infectados, F - Comparacéo
da intensidade de inflamacéo entre os animais controles e infectados. * = p <0,05.
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45.2. Correlacdo dos achados histopatoldgicos com as imagens
in vivo

A extensdo de fibrose se correlacionou significativamente com a FEVE, com o DSVE
e o DDVE (Tabela 4). Foi observada correlacdo significativa entre a intensidade de

inflamacéo e os DSVE e DDVE. Né&o foi observada correlagéo significativa da intensidade de
inflamacdo com a FEVE.

Tabela 4 - Andlise de correlacdo entre a funcdo sistélica e morfologia do VE aos 10 meses e
os achados histopatoldgicos.

Achados FEVE - 10m DSVE - 10m DDVE - 10m
histopatologicos

Fibrose r=-0,45, p=0,01 r=0,44, p= 0,01 r=0,43, p=0,01
Inflamacao r=-0,23, p=0,21 r=0,38, p= 0,03 r=0,45, p=0,01

FEVE: fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, DSVE: didametro sistolico do ventriculo esquerdo, DDVE:
diametro diastdlico do ventriculo esquerdo.

Os defeitos de perfusdo miocardica se correlacionaram significativamente com a
intensidade de inflamacdo (r= 0,35, p= 0,049). Entretanto, os DPM se correlacionaram mais
significativamente com a extenséo de fibrose (r= 0,59, p= 0,0003). Além disso, a extensao de

fibrose se correlacionou com a area de DPM aos 6 e 8 meses pos-infeccdo (Figura 27).
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Figura 27 - Gréficos de dispersdo ilustrando a correlagdo entre valores individuais da area de defeito de perfusao
miocardica em cada janela temporal e a extensao de fibrose miocardica. DPM: defeito de perfusdo miocardica.



RESULTADOS | 83

Considerando os animais submetidos ao estudo com PET (controles, n=3; infectados:
n=9) para a avaliacdo da atividade inflamatoria in vivo, quando comparados aos animais
controles, os animais infectados apresentaram maior da intensidade de inflamacdo (5641128
vs 1432+187 n/mmz2, p= 0,009) e extensdo de fibrose (7,6+1,8 vs 16,6+6,6 %, p= 0,02). Foi
observada correlacgdo significativa da intensidade de inflamacdo com a %DI/g (Figura 28A),
ou Seja, 0s animais com maior captacdo miocardica de °F-FDG apresentaram maio
intensidade de inflamacdo no estudo histopatoldgico. Nao foi observada correlacéo
significativa da captagcdo miocardica de **F-FDG no VE inteiro e a extensdo de fibrose (r=
0,4, p= 0,19). Na analise baseada em segmentos, foi obervada ainda correlacdo significativa
da %DI/g de ®*F-FDG com a intensidade de inflamacéo (Figura 28B).
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Figura 28 - Gréficos de disperséo ilustrando: A - correlacdo dos valores individuais entre a captagdo miocardica
de ®F-FDG e a intensidade de inflamag&o; B — correlacéo entre a captacdo regional miocardica de ®F-FDG e a
intensidade de inflamacdo em cada segmento do VE dos animais estudados.



Discussao
e —



DISCUSSAO | 85

5. DISCUSSAO

5.1. Principais achados

Mediante emprego de métodos de imagens in vivo de maneira sequencial e
subsequente analise histopatoldgica topograficamente correlacionada com as alteracGes
encontradas nos exames de imagem in vivo, descrevemos algumas caracteristicas relevantes
da historia natural do envolvimento miocéardico da cardiomiopatia chagésica crbnica no
hamster.

Demonstramos que a disfuncdo sistolica e as alteracdes da morfologia do VE neste
modelo animal ocorrem com frequéncia semelhante ao observado em humanos com CCC em
fases evolutivas comparaveis e essas alteracdes se correlacionam com maior extensdo de
fibrose e intensidade de inflamacé&o.

Documentamos que defeitos perfusionais graves ocorrem em frequéncia e topografia
comparavel ao que se tem observado em humanos chagasicos. Esses defeitos apresentaram
correlacdo significativa com as alteracbes da morfologia e da funcdo sistdlica do VE. E
possivel que o resultado mais impactante do estudo resida na observacdo original de que esses
defeitos perfusionais ocorram mais precocemente e se correlacionem com o acometimento
miocardico tardio e com a queda da funcdo sistélica do VE, reforcando a nocdo de que 0s
defeitos perfusionais possam participar dos mecanismos que causam a ulterior deterioracdo da
disfuncdo sistdlica e da lesdo tecidual do VE na CCC experimental.

No estudo com imagens positronicas, realizadas mediante adequada modulagéo do uso
de substrato energético miocardico, documentamos que defeitos perfusionais ocorrem em
regibes de miocardio viavel. Além disso, essas regides de defeitos perfusionais apresentam
correlagdo topogréfica com captacio elevada de '®F-FDG, demonstrando correlagdo entre a
inflamacéo e a deterioracdo da perfusdo miocéardica, confirmada pelo estudo histolégico.
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5.2. O modelo experimental de CCC no hamster

O modelo estudado neste trabalho mostrou consistente reproducdo dos resultados
encontrados em outros estudos descrevendo a evolugdo da CCC no hamster. Na presente
investigacdo observamos uma mortalidade na fase aguda da doenca de 27,5% e de 17,5% na
fase cronica no grupo de animais infectados com 35.000 formas tripomastigotas da cepa Y do
T. cruzi estudados até o décimo més pos-infeccdo. Essa alta mortalidade na fase aguda da
doencga, pode ser explicada pela maior viruléncia da cepa Y de T. cruzi quando comparadas
com outras cepas (Vicentina e Benedito) no modelo da doenca de Chagas em hamster
(RAMIREZ et al., 1994). O mesmo comportamento pode ser observado em experimentos
com outros modelos animais utilizando-se a cepa Y (CHAPADEIRO et al., 1988). No
entanto, nossos resultados se assemelham a resultados observados por Oliveira et al (2016)
onde foi observada uma mortalidade de 33% na fase aguda e de 10% na fase crdnica no
mesmo modelo de CCC em hamsters (OLIVEIRA et al., 2016). Bilate et al (2003) também
observou uma mortalidade de 30% na fase aguda e de 14% na fase cronica da doenca
utilizando a mesma cepa e quantidade inoculo de T. cruzi (BILATE et al., 2003).

Observamos ainda neste modelo durante a fase crénica da doenca uma variedade
consideravel de comprometimento da funcdo cardiaca e de dano histoldgico, onde foram
observados animais com funcdo sistélica normal ou leve redugdo, até animais com grave
disfuncdo sistélica e importante dilatacdo ventricular esquerda que se iniciou a partir do
oitavo més pos-infeccdo. O modelo também apresentou variado grau de dano histoldgico com
infiltrado de células mononucleares, degeneracdo das fibras cardiacas e lesdes miocitoliticas
associadas a importante edema e fibrose intersticial e perivascular em animais infectados.
Esses dados estdo de acordo com estudos prévios e reforcam a nocdo que este modelo é
especialmente (til para estudo de correlacdo entre os dados morfologicos e funcionais com os
achados histologicos subjacentes (BILATE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2016; TANAKA et
al., 2018).

Vale ressaltar que a fim de se estudar os mecanismos envolvidos na fisiopatogénese da
CCC, varios modelos animais ja foram utilizados: macacos (CARVALHO et al., 2003),
coelhos (FIGUEIREDO et al., 1985) cdes (DE LANA et al., 1992), ratos (GUARITA-
SOUZA et al., 2006) e camundongos (CHANDRA et al., 2002; JELICKS et al., 2002). Os

modelos em pequenos roedores tém sido preferidos pela reducdo da necessidade de espaco de
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alojamento e experimentagéo e de recursos financeiros. Entretanto, alguns estudos mostraram
que o camundongo pode néo reproduzir de forma fidedigna as fases evolutivas da CCC, pois
exibe alteracdes inflamatorias muito intensas na fase aguda evoluindo indistintamente para
fases sub-aguda e crdnica sem exibir uma fase de laténcia entre elas (MELLO et al., 1979).
Por sua vez, o rato exibe intensas alteragBes miocérdicas na fase aguda, mas, frequentemente
falha em desenvolver a fase cronica da cardiopatia (ZELEDON et al., 1988).

Dessa forma, o modelo de CCC no hamster parece reunir vantagens pelas semelhancas
observadas com a doenca em humanos como: miocardite detectavel na fase aguda seguida de
uma fase de quiescéncia (equivalente a fase indeterminada da doenca) e consistente
progressdo da disfuncdo ventricular esquerda na fase cronica culminando em insuficiéncia
cardiaca com alteracdes histopatologicas importantes (RAMIREZ et al., 1994; BILATE et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2016; TANAKA et al., 2018).

Vale ainda ressaltar que no nosso estudo néo foi identificada a presenca de parasitas
no tecido miocardico na fase crénica da doenca, mediante emprego de analise histologica
convencional com coloracdo de hematoxilina e eosina. Esses dados corroboram os resultados
de estudos anteriores no hospedeiro cronicamente infectado com T. cruzi que geralmente
evidenciam infiltrados de células inflamatérias, que podem vir acompanhadas de fibrose, mas
pouco ou nenhum parasita nos sitios de intensa inflamacdo (TARLETON; ZHANG, 1999;
BILATE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2016; TANAKA et al., 2018a).

De fato, desde 1909, nos estudos primordiais de Carlos Chagas, foi observado que na
fase cronica da moléstia a inflamacdo que se observava ndo era acompanhada de proporcional
presenca de parasitas (CHAGAS, 1909; 1916).

Entretanto, técnicas mais sensiveis para a deteccdo do parasita ou do seu DNA, como a
imunohistoquimica ou a bioluminescéncia, sdo capazes de detectar T. cruzi nos focos
inflamatdrios e no tecido miocardico demonstrando que a lesdo miocardica também decorre
da agressdo direta do parasita com baixa intensidade, mas de forma incessante (HIGUCHI et
al., 1993; GUTIERREZ et al., 2009; LEWIS et al., 2014; SILBERSTEIN et al., 2018). No
nosso estudo essas técnicas ndo foram empregadas, de forma que nao foi possivel contribuir

para maior esclarecimento sobre esses aspectos no modelo de hamster.
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5.3. Disfuncéo ventricular esquerda

Avaliamos neste estudo a evolugdo temporal de diversas caracteristicas morfologias e
funcionais da cardiomiopatia chagasica no modelo de hamsters. Para isso, empregamos
técnicas de imagens ndo invasivas de alta resolucdo espacial de forma sequencial desde a fase
sub-aguda da doenca até o nitido declinio tardio da funcdo cardiaca em parcela significativa
dos animais infectados.

Nas ultimas décadas, métodos de imagens avaliando pardmetros da funcdo e estrutura
cardiaca in vivo tém sido amplamente utilizados para estudar mecanismos de disfuncao
ventricular em diferentes modelos de doencas cardiacas (CROTEAU et al., 2003; MORGAN
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013; DESROIS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017). Esses
métodos permitem o estudo longitudinal dos animais, aumentando o poder estatistico e
reduzindo os custos dos estudos. Em muitos modelos de cardiopatias, a funcao sistélica do
VE € o parametro mais utilizado para acompanhar a progressdo da doenca ou o impacto de
intervencdes farmacologicas (FRANKEN et al., 1997; TANAKA et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2017).

Dentre as diversas técnicas utilizadas, o ecocardiograma tem sido o0 método de escolha
para avaliar a funcdo sistolica ventricular em ensaios clinicos e em estudos em pequenos
animais devido a seu baixo custo, rapida aquisicdo e ampla disponibilidade. A ecocardiografia
tem auxiliado o entendimento de fisiopatogénese da doenca de Chagas tanto em estudos
clinicos (ACQUATELLA, 2007) quanto em varios modelos experimentais (JELICKS et al.,
2002; GUARITA-SOUZA et al., 2006) especialmente em hamsters (BILATE et al., 2007;
PIMENTEL et al., 2012).

No nosso estudo, utilizando a ecocardiografia para avaliacdo sequencial da funcéo e
morfologia do VE, observamos uma queda da FEVE, porém ndo significativa na analise de
variancia com efeito misto (p da interacdo grupos#tempo = 0,06), dos animais infectados
quando comparados ao grupo controle. Entretanto, foi observada diferenca significativa na
interacdo entre os grupos a partir do oitavo més de infeccdo. A diferenca na analise mista
pode ndo ter sido observada pelo fato de que somente 36% dos animais cronicamente
infectados apresentaram reducdo significativa da FEVE com importante alteracdo da
morfologia do VE ao final do estudo quando comparados aos animais controles. No entanto, a

reducdo da FEVE nesse subgrupo de animais que desenvolveu disfuncdo miocardica foi
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significativa a partir de 8 meses de infeccdo, seguida de importante piora no décimo més,
guando comparados aos animais controles ou animais infectados em disfuncao ventricular.

Esses resultados corroboram os achados de Bilate et al (2003), que mediante estudo
ecocardiografico longitudinal em hamster cronicamente infectados com a mesma quantidade
de T. cruzi, observaram porcentagem semelhante (28%) de animais com disfuncgéo sistolica
grave aos 8 meses pés-infeccdo com piora importante aos 12 meses (BILATE et al., 2003).
Oliveira et al (2016), estudando hamsters cronicamente infectados com T. cruzi aos 6 e 10
meses apos a infeccdo, observaram que 29% dos animais apresentavam queda significativa da
FEVE. Quando comparados aos animais com 6 meses de infec¢cdo, os animais com 10 meses
de infeccdo apresentavam menor FEVE e maiores didmetros sistélicos e diastolicos do VE
(OLIVEIRA et al., 2016). Da mesma forma, Tanaka et al (2018) observaram no mesmo
modelo de CCC que os animais infectados apresentavam valores de funcdo sistolica e
morfologia do VE aos 6 meses pos-infeccdo compardveis aos respectivos animais controles.
Além disso, neste estudo foi observada subsequente queda da FEVE no sétimo més pos-
infeccdo nos animais infectados que ndo foi observada nos animais controles (TANAKA et
al., 2018).

Esses dados reforcam a nogdo que o modelo de CCC no hamster apresenta muitas das
caracteristicas peculiares observadas na doenca em humanos como uma fase de quiescéncia
clinica apds a fase aguda e prevaléncia semelhante de acometimento cardiaco com redugdo da
funcdo sistdlica e dilatacdo do VE (ACQUATELLA et al., 1980) de carater progressivo na
fase cronica da doenca (HISS et al., 2009). Vale salientar que a reduc¢do da funcdo sistdlica do
VE € o mais consistente preditor independente de mortalidade na cardiomiopatia chagasica
cronica em humanos (MADY et al., 1994; RASSI et al., 2007; BIOLO et al., 2010).

Observamos que a FEVE nédo se correlacionou com a intensidade de inflamagéo. Por
outro lado, foi observada correlacdo significativa do DSVE e do DDVE com a intensidade de
inflamacgdo. No entanto, a funcéo sistdlica assim como os didmetros sistolico e diastolico do
VE correlacionaram-se de forma mais importante com a extensdo de fibrose. No conjunto
esses resultados sugerem que a analise tecidual dos animais estudados tenha sido realizada em
uma fase tardia de evolugdo da doenca em que o componente de agressdo inflamatéria ja
tenha ultrapassado 0 momento de sua maxima intensidade e agora mostre-se menos saliente
do que a fibrose reparativa que se torna mais intensa nessa fase da cardiopatia.

Nossos achados assemelham-se a estudos prévios em hamsters infectados com T. cruzi
onde foi evidenciado o desenvolvimento de cardiopatia cronica com miocardite multifocal e

fibrose, levando a dilatacdo ventricular esquerda em grande parte dos animais estudados



DISCUSSAO | 90

(RAMIREZ et al., 1994; BILATE et al., 2003). Demonstramos em estudo anterior no mesmo
modelo que em estdgios mais precoces do envolvimento miocardico (6 meses apos infeccdo) a
funcdo sistdlica se correlaciona também com a extensdo da fibrose, porém se correlaciona
melhor e de forma independente com a intensidade de inflamacdo miocéardica (OLIVEIRA et
al., 2016). Foi observada em todos esses estudos, assim como observado aqui, uma correlagdo
significativa entre a intensidade de inflamag&o e a extensdo de fibrose. Esses dados sugerem
que o infiltrado inflamatério deve contribuir para o progressivo dano tecidual cardiaco
desencadeando um remodelamento estrutural das fibras miocardicas (COLMANETTI et al.,
2005) que culmina em extensa fibrose reparativa e consequente disfuncdo ventricular nas
fases mais tardias.

Estes dados demonstram a ocorréncia de uma cardiomiopatia dilatada semelhante ao
descrito em pacientes chagasicos (PALACIOS-PRU et al., 1989). Estudos clinicos mostram
0s mesmos achados vistos aqui, de que a presenca de inflamacéo e fibrose correlaciona-se
com a gravidade de disfuncdo ventricular esquerda. Através de um estudo com bidpsia
endomiocéardica em pacientes chagasicos em estagios diferentes da evolucdo da doenca,
Higuchi et al (1987), demonstraram que a intensidade de inflamacdo estava diretamente
associada a gravidade da doenca e que pacientes com IC apresentavam alta incidéncia de
miocardite ativa (HIGUCHI et al., 1987). Além disso, Mady et al (1999) observaram uma
correlagdo significativa da gravidade da disfuncdo do VE com o grau de deposicdo de

colageno intersticial no miocardio de pacientes com CCC (MADY et al., 1999).

5.4. Perfusao miocardica

Além de avaliar o curso natural da disfuncédo sistélica do VE mediante emprego da
ecocardiografia, estudamos a perfusdo miocardica com o objetivo central de detectar presenca
de disturbios de perfusdo miocardica e correlacionar sua evolugdo com o desenvolvimento da
disfuncéo sistdlica e ulterior lesdo tecidual no modelo de CCC no hamster. Para isso,
utilizamos um sistema de SPECT de alta resolugdo localmente desenvolvido que permite a
avaliagdo acurada da perfusdo miocardica com **™Tc-Sestamibi.

Dessa forma, documentamos que defeitos perfusionais graves em repouso ocorrem em

frequéncia e topografia comparavel ao que se tem observado em modelo experimental de
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CCC em hamsters e em pacientes chagasicos. A extensdo desses defeitos apresentou
correlacdo significativa com as alteracbes da morfologia e da funcdo sistdlica do VE
indicando um mecanismo fisiopatologico subjacente e ndo artefatos meramente relacionados

ao metodo de imagem.

5.5. Artefatos de atenuacao e/ou captacao

Um problema comum dos sistemas de imagens cintilograficas baseados em detec¢édo
de fotons singulares, como SPECT, é a ocorréncia de artefatos de movimentacdo ou em
consequéncia da atenuacdo da emissdo de fotons que sdo absorvidos por partes moles
(diafragma, mama, musculatura) podendo gerar falsos defeitos perfusionais em repouso
(FRICKE et al., 2004). Entretanto, varios argumentos podem ser levantados para indicar que
artefatos de atenuacdo ndo foram os responsaveis pelos defeitos perfusionais em repouso
encontrados no nosso estudo. Inicialmente, as imagens obtidas em nosso estudo apresentaram
boa relacdo 6rgdo alvo/fundo com perfeita visualizagdo dos limites das paredes e da cavidade
do ventriculo esquerdo. Demonstramos em estudos prévios, utilizando o mesmo sistema de
imagens (mini-SPECT), que defeitos de atenuacdo nao foram capazes de promover defeitos
com captacdo miocardica abaixo de 50% (defeito grave) em relacdo ao pixel de maximo
acumulo em animais controles e que o sistema foi bastante acurado para quantificacdo da
extensdo da fibrose miocardica em um modelo de infarto miocardico experimental em ratos
(OLIVEIRA, et al., 2013; DE MORAIS SDEL et al., 2015). Adicionalmente, as imagens dos
animais controles ndo exibiram defeitos perfusionais extensos, apresentando distribuicédo
uniforme do radiotracador entre os diferentes sequimentos miocérdicos com leve reducdo de
captacdo no apice do VE. Essa leve reducdo de captacdo no apice do coracdo pode estar
relacionada a artefatos de movimentacdo devido a falta de sincronizagéo das imagens com o
eletrocardiograma. Em estudo independente realizado no nosso laboratério (dados néo
publicados), demonstramos que a movimentacdo do coracdo, especialmente o encurtamento
do eixo longo do coragéo levaria a um artefato de movimentacdo em hamsters (Figura 29) e
que algoritmos de corregdo para movimentacdo devem ser implementados no software de
reconstrucdo das imagens. No entanto, os defeitos de perfusdo em animais controles em nosso

estudo ndo ultrapassaram 5% a area do VE. Além disso, a analise qualitativa visual, onde as
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imagens dos animais infectados sdo comparadas pixel a pixel com o banco de dados de
normalidade dos animais controles, continuaram evidenciando defeitos perfusionais no apice
do VE em animais infectados sugerindo reducdo de captacdo ainda mais grave nos animais
infectados nesses segmentos.

Outro fator que fala contra a interpretacdo de que os defeitos perfusionais encontrados
possam se dever a artefatos é que evolutivamente os defeitos perfusionais foram observados
nos mesmos segmentos do VE na imagens sequenciais. Além disso, foi observada
significativa correlacdo entre os defeitos de perfusédo e a intensidade de inflamagéo e extenséo
de fibrose. Essa correlacdo entre DPM e altera¢Ges histopatoldgicas teciduais ja haviam sido
descritas por nosso grupo nesse mesmo modelo de CCC em hamsters (OLIVEIRA et al.,
2018a).

Dessa forma, consideramos que os defeitos de perfusdo encontrados ndo eram

artefactuais, mas correspondiam a altera¢des funcionais e tissulares reais e significativas.

gate 6 gate 7

gate 6 gate 7

gate 0 gate 1 gate 2 gate 3 gate 4 gate 5

Figura 29 - Imagem de Gated-SPECT de perfusdo miocardica demonstrando encurtamento do eixo longo do
coracdo. Uma marca fiducial foi colocada no apice do VE na diastole final (gate 7). Pode-se observar que a
marca sai do VE durante a sistole final (gate 2). Isso levaria a artefatos de movimentagdo nas imagens.

5.6. Defeitos perfusionais se correlacionam com disfuncéo sistolica

Observamos na ultima janela temporal do estudo que 55% dos animais infectados
apresentavam defeitos perfusionais significativos que se correlacionaram com a reducdo da

fung&o sistdlica e com o aumento dos didmetros sistolicos e diastolicos do VE. Além disso, a
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topografia de acometimento dos distdrbios de perfusdo foi preferencialmente em segmentos
apicais e de paredes anteriores e anterolaterais.

Esses dados estdo de acordo com trabalhos prévios de nosso grupo, no mesmo no
mesmo modelo de CCC em hamsters (OLIVEIRA et al., 2018a; TANAKA et al., 2018).
Tanaka et al (2018) obsevaram que 52% dos animais investigados na fase cronica da doenca
(6 meses pos-infeccdo) apresentavam reducdo significativa da perfusdo miocérdica e que 0s
defeitos acometiam preferencialmente os segmentos apicais. No estudo de Oliveira et al
(2018), 50% dos animais estudados na fase cronica da doenca (6 ou 10 meses de infeccdo)
exibiam defeitos perfusionais topograficamente correlacionados com alteragdes da mobilidade
parietal segmentar e global, e que envolviam segmentos apicais e paredes anteriores e
anterolaterais. No conjunto, esses dados indicam uma associacdo entre as alteracGes da
perfusdo miocardica e a disfuncéo sistélica na CCC, corroborando achados de estudos clinicos
(MARIN-NETO et al., 1992; SIMOES et al., 2000).

Vaérias evidéncias clinicas sugerem que a isquemia miocardica microvascular participe
dos mecanismos determinantes de varias manifestacdes clinicas na CCC. A dor torécica é
uma queixa relativamente comum ocorrendo em 20 a 30% dos pacientes chagasicos
(MARIN-NETO et al., 2007). Adicionalmente, alteracGes eletrocardiogréficas do segmento
ST e zonas elétricas inativas podem estar presentes em pacientes chagasicos mimetizando a
doenca isquémica cardiaca (FEIT et al., 1983; SIMOES et al., 1993). Entretanto,
invariavelmente, esses pacientes apresentam corondarias epicardicas normais ao estudo de
cinecoronariografia (SIMOES et al., 1995; PUNUKOLLU et al., 2007). Mesmo em pacientes
com a doenca de Chagas com coronarias epicardicas normais, varios estudos tém evidenciado
disturbios perfusionais, compativeis com isquemia miocardica, associados a disfuncdo
sistélica (HAGAR; RAHIMTOOLA, 1991; MARIN-NETO et al., 1992), reforcando a nocéo
de que 0 acometimento da microcirculacdo exerca papel na génese dessas manifestacdes.

Simdes et al. (2000), estudando 37 pacientes chagasicos com diferentes niveis de
disfungdo miocardica, identificaram defeitos regionais de miocardica (fixos, reversiveis e
paradoxais) em uma frequéncia um pouco maior do que o observado em hamsters (78% dos
pacientes). Defeitos perfusionais reversiveis estiveram presentes em 46% dos pacientes, na
vigéncia de coronarias angiograficamente normais, portanto, associadas a disfungéo
microvascular coronaria (SIMOES et al., 2000).

Assim como o trabalho supracitado, em um trabalho mais recente, onde foram
estudados 40 pacientes na fase indeterminada da doenca, defeitos de perfusdo miocérdica

identificados pelo gated-SPECT com *™Tc-Sestamibi, correlacionaram-se topograficamente
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com alteragdes segmentares de mobilidade parietal identificadas pelo Doppler tecidual (PEIX
etal., 2013).

Trabalhos anteriores associaram essas alteracfes a alteragdes dos mecanismos
regulatérios do fluxo coronariano em nivel da microcirculacdo. A regulacdo anormal do fluxo
compativel com disfuncdo endotelial e respostas anormais ao estimulo de hiperventilacéo
foram descritas em pacientes com doenca de Chagas (TORRES et al., 1995; SIMOES et al.,
1998).

Mais recentemente, Rabelo et al. (2014), estudaram pacientes chagasicos na fase
indeterminada da doenca em comparagdo com individuos controles saudaveis, mediante a
avaliacdo da Reserva de Fluxo Coronariano (RFC) utilizando-se Eco-Doppler de estresse.
Demonstrou-se que a sorologia positiva para a doenca de Chagas foi fator associado de forma
independente a reducdo da RFC (RABELO et al., 2014). Esses resultados confirmam os
achados dos estudos anteriores indicando a presenca de distdrbios de perfusdo miocéardica por
disfuncdo da microcirculagdo coronaria, caracterizada por capacidade reduzida da
microcirculacdo em responder com aumento adequado do fluxo coronariano frente a estimulo
de vasodilacdo (TORRES et al., 1995).

5.7. Defeitos de perfusdo precedem a disfuncéo sistolica e a lesdo tecidual
do VE

Além da participacdo na génese dos sintomas anginosos, outros estudos em humanos
sugerem também que a isquemia microvascular coronaria possa participar do mecanismo que
determina o aparecimento da disfun¢do miocardica na fase crénica da doenca. Portanto, é
bastante plausivel a hipdtese de que a disfuncdo microvascular coronariana possa ocupar um
lugar importante na fisiopatologia da CCC. Neste sentido, considerando que um estudo
clinico que contribuisse de forma esclarecedora sobre esse mecanismo encontra virtual
impedimento devido ao longo tempo de seguimento (20 a 30 anos), estudos experimentais
usando imagens sequenciais in vivo poderiam contribuir significativamente para o
entendimento deste aspecto fisiopatologico.

Em nosso estudo sequencial avaliando a perfusdo miocéardica no modelo de CCC em

hamsters, defeitos perfusionais ocorreram mais precocemente e se correlacionaram com o
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desenvolvimento da disfuncéo sistolica e das alteragdes da morfologia do VE nas fases mais
tardias. Além disso, defeitos perfusionais evidenciados aos 6 meses de infeccdo, janela
temporal onde os defeitos tornaram-se significativamente maiores em relacdo aos controles,
correlacionaram-se com a subsequente queda da funcéo sistolica do VE. Foi observada ainda
correlacdo significativa da extensdo fibrose miocéardica observada no final do estudo com os
DPM observados precocemente na evolugdo do envolvimento da perfusdo miocardica. No
conjunto esses dados reforcam a nocdo de que os defeitos perfusionais precedem e se
correlacionam com a ulterior deterioracdo da disfuncdo sistolica e com a lesdo tecidual
irreversivel do VE na CCC experimental.

Esses dados corroboram o0s resultados anteriormente observados em estudos
experimentais e clinicos de nosso grupo de pesquisa. Oliveira et al. (2018) observaram maior
extensdo de defeitos perfusionais do VE em animais infectados aos 10 meses quando
comparados a animais estudados aos 6 meses pos-infeccdo. Da mesma forma, os animais com
maior tempo evolutivo da doenga apresentavam menores valores de FEVE, sugerindo que a
isquemia miocardica pode contribuir para o declinio da funcdo sistolica do VE. Tanaka et al.
(2018), em estudo da perfusdo e da funcdo miocardica no modelo de CCC em hamsters,
evidenciaram que 52% dos animais infectados apresentavam DPM em repouso, mas com
valores de FEVE comparaveis aos animais do grupo controle quando estudados no sexto més
pos-infecgdo. Foi obervada queda significativa da fungdo sistolica no grupo de animais
infectados aos 7 meses de infec¢do, o que ndo foi observado nos animais controles.

No cenéario clinico, um estudo conduzido em nossa instituicdo, Hiss et al (2009)
investigaram retrospectivamente 36 pacientes chagasicos, em seguimento longitudinal por um
periodo médio de 5,6 anos. Na avaliacdo basal, defeitos perfusionais em repouso estavam
presentes em 27 pacientes (75%). A proporcdo de segmentos acometidos aumentou de 16%,
na condicdo inicial, para 25,8% na reavaliacdo desses individuos. Houve associacdo
topogréfica entre defeitos perfusionais e alteragdes regionais de mobilidade parietal. Além
disso, na reavaliacdo foi vista uma alta frequéncia de defeitos perfusionais em repouso que
haviam apresentado comportamento reversivel (isquémico) na avalia¢do inicial, ou seja, dos
47 segmentos apresentando defeitos reversiveis, 32 (68%) progrediram para defeitos fixos em
repouso e dos 469 segmentos normais no inicio do estudo, somente 41 (8,7%) tiveram o
mesmo destino(p< 0,0001, Teste exato de Fischer). Além disso, o aumento individual do
tamanho dos defeitos de perfusédo em repouso se correlacionou com a queda da FEVE. Dessa
forma, os autores sugeriram que a progressdao da disfuncdo ventricular esquerda tanto

segmentar quanto global correlacione-se com o agravamento da extensdo dos defeitos de
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perfusdo em repouso. Os autores desse trabalho sugeriram que os resultados observados
estariam indicando possivelmente o aumento das &reas de fibrose miocérdica topografica e
guantitativamente associadas a presenca de isquemia miocardica nas fases mais iniciais do
seguimento desses pacientes. Vale ressaltar que a forca dessas evidéncias indicando a
participagdo da isquemia na génese da disfungdo miocardica na CCC fica reduzida frente ao

desenho retrospectivo daguele estudo.

5.8. Alteracdes histopatoldgicas subjacentes

A correlacdo topogréfica entre defeitos de perfusdo em repouso e fibrose miocérdica
tem sido descrita em pacientes com cardiomiopatia dilatada através de estudos com bidpsias
ou investigacdes de autdpsia (LI et al., 1996). O *™Tc-Sestamibi é um agente marcador de
perfusdo miocardica que é sequestrado pelo cardiomidcito e se distribui proporcionalmente ao
fluxo sanguineo coronério regional (GIBBONS et al., 1989), dependendo também da extracdo
celular, refletindo portanto a viabilidade miocardica (BEANLANDS et al., 1990).
Concordante com esses conceitos, estudos experimentais e clinicos tém utilizado imagens de
SPECT com *™Tc-Sestamibi como ferramenta altamente precisa para deteccdo e
quantificacdo da extensdao de infarto agudo do miocéardio (CHRISTIAN et al., 1990;
SANTORO et al., 1990; SINUSAS et al., 1990; FREEMAN et al., 1991; OLIVEIRA et al.,
2013). Um estudo avaliando a perfusdo miocardica em pacientes isquémicos que foram
submetidos a transplante cardiaco demonstrou que para a presenca de defeitos graves de
captacdo (<60% de captacdo em relacdo ao maximo), seria necessaria uma extensdo menor ou
igual a 30% de miocardio viavel, portanto 70% de extensdo de fibrose transmural, em dado
segmento da parede ventricular esquerda (MEDRANO et al., 1996). Concordante com esses
conceitos, varios autores que identificaram defeitos perfusionais em repouso em pacientes
com CCC, interpretaram tais alteragbes como decorrentes de extensa necrose ou fibrose
regional (MARIN-NETO et al., 1992; HISS et al., 2009).

Entretanto, no melhor do nosso conhecimento nenhum estudo clinico realizou
correlacdo topografica dos achados histopatolégicos associados aos defeitos perfusionais in
vivo na CCC.
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Em nosso trabalho, o tamanho dos defeitos perfusionais se correlacionaram com a
intensidade de inflamacéo e com a extensdo de fibrose miocérdica intersticial e perivascular.
Entretanto é importante salientar que ndo foram observadas regiGes de fibrose transmural
topograficamente correlacionadas a regides desses defeitos perfusionais. Na analise regional,
0s segmentos apresentando hipocaptacéo grave de *™Tc-Sestamibi corresponderam a valores
médios de 18% de fibrose. Portanto, os DPM graves observados foram interpretados como
regides de miocardio viavel com hipoperfusdo em repouso.

Estes resultados corroboram dois trabalhos prévios de nosso grupo de pesquisa que
investigaram as alteracfes histoldgicas subjacentes aos defeitos de perfusdo miocardica em
hamsters infectados com T. cruzi.

No trabalho de Tanaka et al (2018), a andlise histoldgica de animais chagasicos
apresentando DPM aos 7 meses de infec¢do ndo evidenciou areas transmurais ou coalescentes
de fibrose na mesma topografia dos defeitos. Embora os animais infectados apresentassem
maior extensdo de fibrose intersticial e perivascular difusa quando comparados aos animais
controles, o valor médio da extensdo de fibrose foi muito discreto, em torno de somente 5%,
mas ainda assim correspondendo a um amento em torno de duas vezes do valor observado nos
animais controles. Mas, novamente, ndo se observaram éareas de fibrose miocérdica
coalescente transmural nas regides exibindo DPM. Por outro lado, foi observado neste estudo
que animais infectados apresentavam aumento da intensidade de infiltrado de células
inflamatdrias mononucleadas em torno de 4,5 vezes da quantidade de células observadas nos
animais controles (TANAKA et al., 2018).

Oliveira et al (2018), estudando hamsters com 6 ou 10 meses de infeccdo, observaram
que DPM se correlacionaram com a disfuncdo sistlica global e exibiam correlacdo
topografica com alteracdes da mobilidade parietal. Entretanto, apesar de serem observados em
repouso, esses de defeitos perfusionais ndo correspondiam a regides de fibrose transmural ou
alteracdes estruturais da microcirculagdo. Os DPM se correlacionaram com a gravidade de
inflamacdo sugerindo a presenca de miocardio vidvel hipoperfundido e metabolicamente
alterado (OLIVEIRA et al., 2018a). Vale ressaltar ainda que a extensdo da fibrose observada
em regides com defeitos perfusionais atingiu valores médios de 10,5% sendo, portanto
insuficientes para causarem magnitude significativa de reducdo de captacdo do radiotracador
detectado por métodos in vivo, utilizando-se imagens de SPECT (MEDRANO et al., 1996).

Vale ressaltar aqui que os resultados da analise tecidual dos animais estudados em
nosso trabalho mostram uma fase mais tardia de evolucdo da doenca onde a fibrose reparativa

tona-se mais saliente como consequéncia da agressao inflamatoria.
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5.9. Hipoperfuséo e inflamacao

Umas das caracteristicas anatomopatoldgicas principais da lesdo miocérdica da CCC é
a necrose miocitolitica associada topograficamente a lesdes vasculares, infiltrado inflamatério
de células mononucleares e fibrose reparativa (TORRES, 1958; 1960; ROSSI, 1990). A
necrose miocitolitica classicamente é interpretada como lesdo celular por fenémenos
hipoxicos e isquémicos repetitivos e de baixa intensidade (ROSSI; RAMOS, 1996). Varias
evidéncias derivadas de estudos necroscopicos (TORRES, 1960) e experimentais (ROSSI et
al., 1984; FACTOR et al., 1985) suportam a hipdtese de que anormalidades estruturais e
funcionais da microcirculacdo associadas a inflamagdo ocorram na cardiomiopatia chagéasica e
que estas possam contribuir na fisiopatogenia da fibrose intersticial em consequéncia de dano
hipoxico cronico (ROSSI, 1990; MARIN-NETO et al., 2013).

No nosso trabalho, mediante adequada modulacdo do uso de substrato energético
miocardico, documentamos que defeitos perfusionais ocorrem em regifes de miocardio
viavel. Além disso, essas mesmas regides no estudo histolégico demonstraram claramente
auséncia de necrose ou fibrose regional significativa suficientes para produzir uma redugéo
detectavel de captacdo do radiotracador.

Esses resultados corroboram os resultados de trabalhos prévios no mesmo modelo
animal onde regides de defeito perfusional grave em repouso, topograficamente associadas a
alteracbes da mobilidade parietal, correspondiam histologicamente a areas de miocardio
estruturalmente preservado, porém inflamado (OLIVEIRA et al., 2018a). Além disso, esses
defeitos perfusionais apresentaram melhora significativa apos tratamento com dipiridamol,
agente antiagregante plaquetario e vasodilatador da microcirculacdo coronariana (TANAKA
et al., 2018), reforcando a nogdo da presenca de miocardio vivo e hipoperfundido nessas
regibes de DPM.

Portanto, é plausivel considerar que, no presente estudo, os defeitos perfusionais
detectados em repouso nas areas miocardicas plenamente viaveis, como demonstradas pelas
imagens positronicas e pela histopatologia, correspondam a regides de hipoperfuséo
miocéardica. Dessa forma, esta situacdo € semelhante aquela vista em pacientes com sindrome
coronariana aguda que recebem a injecdo do radiotracador na vigéncia da dor precordial e

demonstram defeitos perfusionais em repouso em regiGes supridas por artérias coronarias
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transitoriamente obstruidas, ainda passiveis de recuperagdo funcional apds tratamento de
reperfusdo/revascularizacédo (SANTORO et al., 1990; JAVADI et al., 2011).

Uma vez que ndo encontramos relatos na literatura que demonstrem a ocorréncia de
espasmo de vasos arteriais coronarios epicardicos em hamsters, que poderiam levar a
hipoperfusdo miocéardica em repouso é plausivel supor que os disturbios de perfusdo
miocéardica regional em repouso nesse modelo ocorram em consequéncia de disfuncdo
microvascular coronaria.

Véarios mecanismos envolvendo alteracbes estruturais ou funcionais da
microcirculacdo corondria podem ser aventados para explicar a presenca dessa disfuncéo
microvascular coronaria na CCC. Dentre as alteracGes estruturais destacam-se a proliferacéo
de camada intima e obstrucdo luminal (TORRES, 1958), formacdo de plugs plaguetarios
(ROSSI et al., 1984), espasmos arteriolar (TANOWITZ et al., 1996), vasodilatacdo grave da
microcirculacdo (HIGUCHI et al. 1998) e rarefacdo vascular (JORG, 1974; FERREIRA et al.,
1980).

No nosso estudo, técnicas enderecadas a analise estrutural da microcirculacdo nédo
foram empregadas de forma que nédo foi possivel contribuir para maior esclarecimento sobre
esses aspectos no modelo de hamster.

Entretanto, trabalho recente do nosso grupo falhou em mostrar reducgéo da densidade
dos vasos intramurais de fino calibre em areas de DPM neste mesmo modelo de CCC no
hamster (OLIVEIRA et al., 2018a). A auséncia dessas alteracBes estruturais na
microcirculacdo coronariana indiretamente suporta a hipotese alternativa de que alteracfes
funcionais no controle do fluxo sanguineo miocardico associadas ao infiltrado inflamatério na
vizinhanga da microcirculacdo seja 0 mecanismo predominante para presenca dos DPM neste
modelo de CCC (OLIVEIRA et al., 2018a).

No mesmo sentido, resultados da presente investigacdo, utilizando imagens
positronicas com F-FDG em miocérdio metabolicamente suprimido para captacdo de
glicose, mostram relevante associacdo topogréafica dos disturbios de perfusdo miocardica com
alteracOes inflamatorias que foram confirmadas no estudo histolégico. Esses achados sugerem
fortemente que o distdrbio perfusional ocorra por alteragdes funcionais do controle do fluxo
sanguineo a nivel microvascular secundarias ao proprio processo inflamatério. Contudo néo é
possivel descartar uma relagdo causal inversa, com a possibilidade de que alteracfes
vasculares primarias possam causar isquemia miocardica e induzir alteraces inflamatorias
secundarias. De fato, nossos resultados ndo nos permite estabelecer de forma clara a relacéo

de causa e efeito entre as alteracfes perfusionais e as inflamatdrias.
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Apesar dessas consideragdes, levando em conta o fato de que a CCC é
fundamentalmente fruto de uma processo de miocardite cronica de baixa intensidade, é mais
plausivel que as alteracbes perfusionais surjam em consequéncia a inflamacdo e ndo o
contrario.

Os resultados apresentados aqui corroboram, em parte, trabalho anterior demonstrando
captacdo elevada de *®F-FDG no miocardio de camundongos infectados com T. cruzi quando
comparados aos animais controles. Prado et al (2009) sugeriram que o aumento de captacdo
de *®F-FDG possa ter ocorrido como consequéncia da difusa e intensa inflamacéo miocardica
e fibrose reparativa na fase cronica da infeccdo (PRADO et al., 2009). Entretanto, as imagens
adquiridas neste estudo foram realizadas com os animais anestesiados com isoflurano.
Thackeray et al (2015) demonstraram recentemente que a aquisicdo de imagens positronicas
com ®F-FDG em camundongos anestesiados com isoflurano induz alta taxa de captagdo de
glicose pelos cardiomidcitos, mascarando dessa forma a captacéo isolada de '*F-FDG pelas
celulas inflamatérias em modelo experimental de infarto agudo do miocéardio (THACKERAY
et al., 2015). Dessa forma, técnicas de supressdo de captacdo de glicose pelos cardiomidcitos
devem ser aplicadas para melhor visualizacdo de atividade inflamatéria ativa com o emprego
de **F-FDG PET.

Dois recentes relatos de casos provenientes dos EUA mostraram a deteccdo de
inflamag&o miocérdica in vivo por meio de imagens positronicas com *F-FDG em pacientes
chagasicos. No primeiro estudo, Salimy et al (2017) avaliaram um paciente proveniente do
México apresentando episddios recorrentes de taquicardia ventricular sem historico de doenca
arterial coronariana. Na avaliacdo ecocardiografica foi observada hipocinesia difusa, discesia
apical e presenca de aneurisma apical do VE. Nas imagens positronicas, utilizando Rubidio-
82 (¥’Rb), foram observados defeitos perfusionais fixos em paredes septal e lateral basal,
assim como no apice do VE. As imagens com '®F-FDG, mediante aplicacdo de protocolo
adequado para supressdo de captacao de glicose pelos cardiomidcitos, documentaram elevada
captacdo do radiotracador parcialmente sobrepondo 0s seguimentos exibindo defeitos
perfusionais, sugerindo inflamagcdo miocardica (SALIMY et al., 2017).

Garg et al (2015) avaliaram um paciente proveniente de EIl Salvador com queixas de
dispneia, pressao toracica aguda e elevacdo de troponina. Foi observado bloqueio de ramo
direito e ectopias ventriculares no eletrocardiograma e na avaliagdo ecocardiografica, alem de
reducdo importante da fracéo de ejecdo (35%), documentou-se acinesia e aneurisma apical e
de parede posterolateral basal. A cineangiocoronariografia documentou a auséncia de lesao

coronariana e a ressonancia nuclear cardiaca documentou ainda realce tardio nos aneurismas
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assim como realce tardio em diferentes graus em todas outras regides do miocardio, mas
especialmente na parede lateral sugerindo processo inflamatério. Na avaliagdo de imagens
positronicas com amodnia (**NHs), foi observado defeito de perfusdo miocérdica no apice,
parede inferolateral basal e na parede lateral. Mediante preparacdo adequada do metabolismo
energético miocérdico, foi observado importante aumento de captacdo de °F-FDG
topograficamente correlacionados com defeitos perfusionais e, especialmente, captagdo mais
intensa adjacente aos defeitos perfusionais e aos aneurismas do VE (GARG et al., 2015).

No conjunto, esses dados corroboram as varias evidéncias derivadas de estudos
clinicos (TORRES, 1960) e experimentais (ROSSI et al., 1984; FACTOR et al., 1985) que
suportam a hipétese de que anormalidades estruturais e funcionais da microcirculacdo
associadas a inflamacéo ocorram na cardiomiopatia chagasica e que estas possam contribuir
para progressdo da disfuncdo miocardica.

Estudos prévios documentaram também defeitos perfusionais em miocardite ativa de
outras etiologias. Sun et al (2003) evidenciaram hipoperfusdo miocardica em todos os
pacientes investigados com miocardite viral por Coxsackie virus. Foi observado ainda
defeitos perfusionais grave em repouso em 28% dos pacientes sugerindo que a reducdo de
captacdo de **™Tc-Sestamibi poderia ser um marcador de inflamacio e necrose miocardica
(SUN et al., 2003). Semelhantemente, 75% dos pacientes apresentando miocardite por LUpus
Eritematoso Sistémico apresentaram defeitos de perfusdo miocardica fixos e reversiveis
quando avaliados por SPECT com *™Tc-Sestamibi (SCHILLACI et al., 1999).

Cabe salientar que um mecanismo alternativo relacionado a inflamacdo miocéardica
pode levar a reducdo da captagdo *°™Tc-Sestamibi pelo miocérdio. O actmulo do *™Tc-
Sestamibi no cardiomiécito é proporcional ao potencial elétrico celular. Como a membrana
celular a nivel mitocdndrial é eletogrativamente mais densa do que ao nivel do sarcolema,
aproximadamente 90% do radiofarmaco se acumula na membrana interna da mitocdndria
(CARVALHO et al., 1992). Alteracdes do metabolismo celular que afetam os potenciais
elétricos das membranas plasmatica e mitocondrial podem afetar a cinética do *™Tc-
Sestamibi (ARBAB et al., 1998). Dessa forma, o acumulo e a retengdo do %MTc-Sestamibi
no miocardio é altamente dependente da integridade funcional e estrutural da mitocdndria
(HAYASHI et al., 2013; MASUDA et al., 2016).

A miocardite da CCC tem como caracteristica histopatologica essencial o infiltrado de
células mononucleares que sdo ativadas na fase aguda da infecgdo, mas que perpetuam sua
atividade na fase crénica resultando na manutencdo de uma resposta imune de perfil Th1 com

producéo local de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y e TNF-a por linfécito T e outras
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células mononucleadas (REIS et al., 1993; REIS et al, 1997; CUNHA-NETO;
CHEVILLARD, 2014). Citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y e TNF-a, sdo potentes
indutores da expressao de iNOS por cardiomiocitos. Esse aumento da expressdo de NO em
cardiomidcitos estimulados por citocinas inflamatorias estd associado ao aumento do
consumo de glicose com liberacdo de &cido latico (LUSS et al., 1995) como consequéncia da
inibicdo da respiracdo mitocondrial (GENG et al., 1992). Dessa forma, a producéo energética
é essencialmente reduzida a glicélise anaerdbica resultando em deplecao energética, disfungéo
eletrofisiologica e inibicdo da contratilidade miocardica (TATSUMI et al., 2000). Além disso,
IFN-y é capaz induzir profundas mudancas dos padr8es de expressdo génica levando a
hipertrofia dos cardiomiécitos (CUNHA-NETO et al., 2005; COSPER et al., 2012). Portanto,
os defeitos de captacdo de *™Tc-Sestamibi poderiam refletir a presenca de inflamagéo
miocardica mas ndo defeitos perfusionais reais.

Seguindo este conceito, um trabalho de nosso grupo, em parceira com o grupo do Prof.
Frank Bengel (Alemanha), esta investigando os efeitos da estimulacdo de citocinas pro-
inflamatérias no actimulo e na retencéo do **™Tc-Sestamibi em cardiomidcitos e fibroblastos
primarios isolados. Além disso, este trabalho inclui a investigacao da relacdo entre a taxa de
washout do ®™Tc-Sestamibi (avaliado pela diferenca na captacdo global de **™Tc-Sestamibi
entre uma imagem precoce e uma imagem tardia, ou seja, 30 e 90 minutos ap6s a injecdo do
radiotracador), defeitos perfusionais e o infiltrado de células mononucleadas no modelo de
CCC em hamsters.

Até 0 momento, observamos que o estresse dos cardiomidcitos induzidos por IFN-y
diminui o acimulo e aumenta a taxa de washout do *™Tc-Sestamibi, provavelmente
refletindo disfuncdo mitocondrial. Esses achados sugerem que a captacdo e a retencdo de
99mTc-Sestamibi pelos cardiomidcitos séo particularmente sensiveis & inflamagéo (OLIVEIRA
et al., 2018b). No estudo com hamsters cronicamente infectados com T. cruzi estudados 8
meses apés infeccdo, foi observado que a taxa de washout correlaciona-se com o tamanho do
defeito de perfusdo miocardica e com a funcdo sistdlica do VE devido a inflamagéo
miocardica na CCC (dados ndo publicados).

Embora este estudo demonstre um valor adicional para a utilizacdo da cinética do
99mTc-Sestamibi para deteccdo in vivo de disfuncdo mitocondrial causada por inflamagéo
miocardica na CCC, foi observado que os defeitos perfusionais foram consistentes nas
imagens precoces e ndo aumentaram significativamente nas imagens tardias reforgando a
nogdo de que o processo inflamatdrio estd intimamente associado ao disturbio perfusional

contribuindo nas altera¢des funcionais do controle do fluxo sanguineo a nivel microvascular.
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Portanto, os nossos achados reforcam fortemente a hipdtese levantada em outras
ocasides de que a disfungdo microvascular possa ser um marcador indireto da presenca de
inflamacdo na CCC (MARIN-NETO et al., 2007). A figura 30, adaptada a partir de reviséo
publicada recentemente (MARIN-NETO et al., 2013), ressalta o conjunto do modelo
fisiopatolégico da CCC com énfase ao papel da disfuncdo e isquemia microvascular como
consequéncia da inflamagéo na doenca.

T cruzi
infeccdo cronica

. . de baixa intensidade
apresentacdo continua

de antigenos

resposta inflamatéria

celular e humoral
(reatividade cruzada) \

lesdo miocardica - lesdo sistema
disfuncdo endotelial ¢ fibrose nervoso
agregacdo plaquetas
trombose
\ 4
Disfuncio e isquemia o :
? arritmia cardiaca

microvascular

dilatagdo e disfungio cardiaca
progressiva

morte subita

Figura 30 - Esquema dos principais mecanismos patogénicos na cardiomiopatia chagasica cronica utilizado por
Marin-Neto et al. (2007).

Vale ressaltar ainda, para uma melhor compreensao da traducédo dos resultados desta
investigacdo experimental para o contexto clinico que, diferente do que acontece nos humanos
em que a disfungdo microvascular coronariana € documentada in vivo pela presenca de defeito
perfusional reversivel durante estresse na vigéncia de artérias coronarias normais (CREA et

al., 2013), a presenca de disfuncdo microvascular é indicada neste modelo experimental pelo
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achado de defeito perfusional em repouso em regides de miocérdio viavel, confirmado pela
histopatologia. Resta ainda mencionar o fato de que ao realizarmos aquisi¢cdo de imagens
apenas na condicdo de repouso, implica em desconsiderar a potencial presenca de defeitos
perfusionais reversiveis, subestimando-se dessa forma a magnitude dos disturbios de perfusdo

presentes na CCC do hamster.

5.10. Limitagdes do estudo

A avaliacdo funcional e estrutural do ventriculo esquerdo foi realizada a partir de
parametros classicos como FEVE, DSVE e DDVE. Sabe-se que altera¢cBes segmentares da
funcdo sistdlica, métodos mais acurados da avaliacdo da deformacgdo miocardica como o
speckle tracking e avaliacdo da funcdo sistélica do ventriculo direito podem detectar
alteracdes minimas que possuem valor na avaliacdo progndstica da doenca. Entretanto, a
reducdo da FEVE é o mais consistente preditor independente de mortalidade na
cardiomiopatia chagésica crénica.

Além disso, a avaliacdo da perfusdo miocardica utilizando imagens de SPECT sdo
semiquantitativas, sendo que as regifes apresentando defeitos perfusionais podem
corresponder a regides mais gravemente hipoperfundidas quando comparadas a regides sem
DPM. Portanto, ndo podemos excluir a hipotese que areas consideradas normais possam
também apresentar reducdo da perfusdo sanguinea se avaliadas por outras técnicas
quantitativas como imagens positronicas com amonia *3NHs. Entretanto, regides de
heterogeneidade observadas nas imagens de SPECT indicam hipoperfusdo mais significativas
nas regides acometidas. Além disso, 0 SPECT é a modalidade mais amplamente disponivel e
rotineiramente utilizada, suportando a traducdo clinica dos presentes achados.

Outro ponto a ser mencionado foi o fato de termos realizado a avaliagdo da perfusao
miocardica utilizando somente imagens em repouso. Uma vez que néo se incluiu neste estudo
a investigacdo dos defeitos perfusionais durante estresse, 0 que que poderia permitir a
eventual deteccdo de defeitos isquémicos/reversiveis e paradoxais, € relevante considerar que
devemos ter subestimado, a extensdo dos defeitos perfusionais miocardicos neste modelo de
CCC.
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5.11. Implicacgdes dos resultados do presente estudo

A doenca de Chagas ainda € sério problema de saude publica, acometendo em torno de
6 a 7 milhGes de pessoas o redor do mundo levando a alta morbidade e mortalidade
(CUCUNUBA et al., 2016). Embora a maioria dos individuos afetados nunca apresentem
sintomas, aproximadamente 30% deles evolui com cardiomiopatia chagéasica crénica que
possui um amplo espectro de manifestacbes como cardiomiopatia dilatada com insuficiéncia
cardiaca, arritmias cardiacas, eventos tromboembdlicos e morte stbita (MADY; NACRUTH,
1995).

Véarios marcadores de risco foram identificados como a disfuncéo sistdlica do VE,
classe funcional 11I/V (NYHA), cardiomegalia e taquicardia ventricular (RASSI et al., 2006) e
apresentam resultados satisfatérios para estimar a chance de sobrevida dos pacientes
portadores de CCC (RASSI et al., 2007). Entretanto, esses marcadores de risco estdo
alterados somente em estagios mais avancados da doenca. Dessa forma, considerando o longo
tempo de evolucdo e a imprevisibilidade dos individuos que poderdo evoluir com
acometimento cardiaco grave, torna-se de grande interesse o desenvolvimento de exames
diagnosticos que possam detectar alteracBes precoces envolvidas na fisiopatogenia da doenca.

Dessa forma, os resultados reportados aqui suportam a hipoOtese de que defeitos
perfusionais vistos na CCC estejam relacionados com a presenca de inflamacdo miocardica.
Além disso, os defeitos de perfusdo precedem e se correlacionam com a ulterior deterioragédo
da funcdo sistdlica e da lesdo tecidual. Esses resultados sugerem que defeitos de perfusdo
miocardica possam ser um marcador substituto para a presenca de inflamacdo, com potencial
papel na monitorizagéo e na estratificacdo de risco na CCC.

Adicionalmente, a deteccdo de defeitos de perfusdo em repouso em regides de
miocardio viadvel, porém inflamado, levanta a hipOtese de que intervencGes terapéuticas
voltadas para redugdo da isquemia miocardica possa impactar positivamente na evolugdo
natural da doenca.

Dessa forma, torna-se evidente que nosso resultado, ao evidenciar a deteccdo de
defeitos perfusionais topograficamente associados a inflamacdo detectada in vivo com
imagens positrénicas, fornece fundamentos para maiores estudos enderecados a detecgdo e

monitorizacao da inflamacgdo miocardica em pacientes com CCC.
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Conclusoes
——
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no modelo experimental de cardiomiopatia chagésica cronica no
hamster nos permitem concluir que:

1. A disfuncéo sistdlica e alteracbes da morfologia do VE ocorrem tardiamente, apos
periodo de quiescéncia, com frequéncia semelhante ao observado em humanos com CCC e
essas alteragdes se correlacionam com maior extensdo de fibrose e intensidade de inflamagéo.

2. Defeitos perfusionais miocardicos graves ocorrem com frequéncia e topografia
semelhantes as que se tem observado em humanos chagasicos, em regides de miocardio
viavel e correlacionando-se com as alteracdes da morfologia e da funcéo sistolica do VE.

3. Os disturbios perfusionais precedem o desenvolvimento e se correlacionam com a
ulterior deterioracdo da disfuncdo sistélica e da leséo tecidual do VE.

4. Regides de defeitos perfusionais apresentam correlacdo topografica com captacao
elevada de '®F-FDG sob efeito de ketamina/xilazina, demonstrando correlacdo topogréfica

entre inflamac&o e disturbios da perfusdo miocéardica neste modelo de CCC.
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8. Anexo A

OROE 4o b,
@ miemio pazTo

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

— Comissio de Etica em Experimentagio Animal —

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n° 034/2011, sobre o projeto intitulado “Estudo das
alteragbes da inervagdo simpdtica cardiaca e da perfusdo miocdrdica e
sua correlagdo com a progressdo da disfun¢édo ventricular esquerda em
modelo experimental de cardiomiopatia chagdsica crénica no hamster”,
sob a responsabilidade do Professor Doutor Marcos Vinicius Simdes esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi
APROVADO em reunido de 27 de junho de 2011.

(We certify that the protocol n° 034/2011, about “Study of the myocardial sympathetic innervations
disturbance and myocardial perfusion changes and their correlation with the progression of the left
ventricular dysfunction in an experii I model of chronic changes cardiomyopathy”, agrees with the
ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the College of Medicine of Ribeirdo Preto of the
University of Sao Paulo — Ethical Commission of Ethics in Animal Research (CETEA) in 06/27/2011.

Ribeirdo Preto, 27 de junho de 2011.

@/@, |

Prof. Dr. Omero Benedicto Poli Neto
Presidente da Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal, em exercicio

ANEXO A: Aprovacio da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
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9. Figuras Suplementares

Fracdao de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo
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Figura Suplementar 1 — sensitivity analysis com avaliagdo sequencial progressiva da FEVE dos dois grupos
estudados ao longo do tempo incluindo os animais que vieram a 6bito durante o estudo. Dados apresentados
como média e intervalos de predi¢do de 95% para essa variavel. FEVE= fracdo de ejecdo ventriculo esquerdo.
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Diametro Sistélico do Ventriculo Esquerdo
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Figura Suplementar 2 — sensitivity analysis com avaliacdo sequencial progressiva do DSVE dos dois grupos
estudados ao longo do tempo incluindo os animais que vieram a 6bito durante o estudo. Dados apresentados
como média e intervalos de predicdo de 95% para essa varidvel. DSVE= diametro sistélico do ventriculo

esquerdo.
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Diametro Diastolico do Ventriculo Esquerdo
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Figura Suplementar 3 — sensitivity analysis com avaliagdo sequencial progressiva do DDVE dos dois grupos
estudados ao longo do tempo incluindo os animais que vieram a 6bito durante o estudo. Dados apresentados
como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. DDVE= didmetro diast6lico do ventriculo

esquerdo.
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Defeito de Perfusao

Adjusted Predictions of chagas#time with 95% Cls

Linear Prediction

Adjusted Predictions of chagas#time with 95% Cls
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Figura Suplementar 4 — sensitivity analysis com avaliacdo sequencial progressiva do DPM dos dois grupos
estudados ao longo do tempo incluindo os animais que vieram a 6bito durante o estudo. Dados apresentados
como média e intervalos de predicdo de 95% para essa variavel. DPM= defeito de perfusdo.



