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“Um cientista que também ¢ um ser humano nao deve descansar enquanto o
conhecimento que pode reduzir o sofrimento repousa em uma estante”.

(Albert Sabin)



RESUMO




Fabricio, CG. Correlagdes histopatoldgicas dos defeitos de perfusdo miocardica em modelo
experimental de cardiomiopatia cronica da Doenca de Chagas em hamsters. 2022. 103f.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

RESUMO

Introducgdo: A cardiomiopatia cronica da doenca de Chagas (CCC) representa uma das
principais causas de insuficiéncia cardiaca e morte subita na América Latina. Apesar disso,
muitos aspectos da sua fisiopatogénese permanecem obscuros. Fendmenos de isquemia
microvascular coronariana sdo comuns, mas ainda ndo é clara a correlacdo da presenca de
defeito perfusional miocardico (DPM) em repouso e reversivel e a presenca e localizacdo das
alteracdes histopatologicas que acompanham a progressdo da disfuncéo ventricular esquerda.
Objetivos: Analisar as alteragdes histopatoldgicas nas diferentes camadas da parede do
ventriculo esquerdo (VE) e correlaciona-las com o grau de disfuncéo sistolica, remodelamento
do VE e com os DPM em repouso e reversivel. Método: Foram estudados hamsters sirios
fémeas (n=23) infectados com 3,5x10* formas de tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (cepa
Y) e seus respectivos controles (n=6). Oito meses apds a infeccdo, foram submetidos a exames
in vivo: cintilografia de perfusdo miocardica com Sestamibi-Tc99m em repouso e estresse
farmacoldgico e ecocardiografia transtoracica. Ao final, o tecido miocardico foi processado
para analise histopatologica quantitativa e de localizacdo (subendocardio, mesocardio e
subepicardio) de indice de infiltrado mononuclear (I1IM) e de fibrose global e tipos de fibras
espessa e fina de colageno. Resultados: Os animais foram divididos em controle (CTR:
FEVE=51,316,2%), Chagas sem disfuncdo sistdlica (CHs: FEVE=53,3+3,9%) e Chagas com
disfuncéo sistolica (CHc: FEVE=36,4+8,3%, p<0,01). Animais infectados, independente de
apresentar disfuncdo sistélica (CHs: 1,00+0,49 cél/CGH e CHc: 1,04+0,54 cél/CGH),
mostraram [IM total maior quando comparado ao CTR (0,41+0,32 cél/CGH; p=0,03),
especialmente no subendocéardio, onde apenas o CHc (1,02+0,62 cél/CGH) apresentou aumento
em comparacgdo ao CTR (0,38+0,22 cél/CGH; p=0,04). A fibrose global total ndo evidenciou
diferenca entre os grupos, porém na camada subendocéardica os grupos CH (CHs: 0,63+0,15%
area, CHc: 0,74+0,18% éarea) apresentaram aumento comparado ao CTR (0,45+0,15% area,
p=0,01). A camada subendocardica se destacou na correlacdo da fibra fina de colageno com a
FEVE (r=-0,54; p<0,01), com o didmetro sistélico final do VE (r=0,52; p=0,01) e com o escore
de mobilidade parietal segmentar (r=0,60; p<0,01). Para os DPM, o CHc (11,2+8,9%) mostra
aumento do DPM em repouso comparado ao CTR (4,9+2,2%; p=0,03), diferengca nao
encontrada nos demais tipos de DPM. Aqueles animais que apresentaram exclusivamente DPM
em repouso (60,1%) tiveram aumento de IIM em comparagdo ao CTR (1,09+0,55% vs
0,41+0,32%, respectivamente; p=0,03) e a camada subendocardica se realca pela correlacao
com a inflamacéo (r=0,55; p=0,01). Apenas no subendocérdio hd aumento da fibrose global
naqueles animais CH com DPM em repouso em comparacdo ao CTR (0,67+0,18% vs
0,45%0,15%, respectivamente; p=0,03). Concluséo: A disfuncao sistolica do VE correlaciona-
se com a intensidade da inflamag&o e com a extenséo da fibrose na camada subendocérdica do
VE, mas ndo com as alteracdes identificadas quando todas as camadas sdo tomadas em
conjunto, indicando que o subendocardio seja uma regido mais sensivel aos mecanismos lesivos
atuantes na CCC. Os DPM em repouso tém correlacdo com a intensidade da inflamacéo na
camada subendocardica, indicando que possa atuar como fator amplificador e localizador da
inflamacdo, sugerindo um papel relevante da hipoperfuséo miocardica nos mecanismos de leséo
miocéardica na CCC.

PALAVRAS CHAVES: Cardiomiopatia cronica da doenca de Chagas, Microcirculacao,
Inflamacé&o, Fibrose, Disfungéo ventricular, Perfusdo miocéardica.
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Fabricio, CG. Histopathological correlations of myocardial perfusion defects in
experimental model of chronic Chagas’ cardiomyopathy in hamsters. 2022. 103f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2022.

ABSTRACT

Background: Chronic Chagas' cardiomyopathy (CCC) represents one of the major causes of
heart failure and sudden death in Latin America. Phenomena of coronary microvascular
ischemia are common, but the presence of resting and reversible myocardial perfusion defect
(MPD) and their correlation with the presence and location of histopathological changes are
still unclear in the progression of left ventricular dysfunction. Purpose: Analyze the
histopathological changes in different layers from the left ventricle (LV) wall and correlate
them with systolic dysfunction LV remodeling degrees, and with MPD of resting and reversible.
Methods: Female Syrian hamsters (n=23) infected with 3.5x10% blood trypomastigote forms of
T. cruzi (Y strain) and their respective controls (n=6) were studied. At 8 months after infection,
the animals underwent in vivo tests: myocardial perfusion scintigraphy with Sestamibi-Tc99m
at rest and under pharmacological stress and transthoracic echocardiography. At the end, the
myocardial tissue was processed for quantitative histopathological analysis and location
(subendocardium, mesocardium and subepicardium) of mononuclear infiltrate index (MII) and
global fibrosis and collagen fibers thick and thin. Results: At 8 months after infection, animals
were divided into control (CTR: LVEF=51.34+6.2%), Chagas’ without systolic dysfunction
(CHs: LVEF=53.3+£3.9%) and Chagas’ with systolic dysfunction (CHc: LVEF=36.4+8.3%,
p<0.01). Infected animals, regardless of having systolic dysfunction (CHs: 1.00+0.49
cells/CGH and CHc: 1.04+0.54 cells/CGH), showed higher total MII when compared to CTR
(0.41+0.32 cells /CGH; p=0.03), especially in the subendocardium, where only CHc (1.02+0.62
cells/fCGH) shows a significant increase compared to CTR (0.38+0.22 cells/CGH; p=0.04). In
the total fibrosis, there was no difference between the groups, but in the subendocardial layer
the CH groups (CHs: 0.63+0.15% area, CHc: 0.74+0.18% area) showed a significant increase
compared to CTR (0.45+0.15% area, p=0.01). The subendocardial layer also highlights in the
correlation of thin collagen fiber with LVEF (r=-0.54; p<0.01), with the left ventricular end-
systolic diameter (r=0.52; p=0.01) and with the segmental parietal mobility score (r=0.60;
p<0.01). Regarding myocardial perfusion, resting MPD in the CHc group (11.2+8.9%) was
significantly increased at CTR (4.9+2.2%; p=0.03), a difference not found in the other types of
DPM studied. Those animals that exclusively presented MPD at rest (60.1%) had a significant
increase in M1l compared to CTR (1.09+0.55% vs 0.41+0.32%, respectively; p=0.03) and the
subendocardial layer is highlighted by the correlation with inflammation (r=0.55; p=0.01). Only
the subendocardial layer showed a significant increase in fibrosis in those CH animals with
MPD at rest compared to CTR (0.67+0.18% vs 0.45+0.15%, respectively; p=0.03).
Conclusions: LV systolic dysfunction correlates with the intensity of inflammation and the
extent of fibrosis in the subendocardial layer of the left ventricular wall, but not with the changes
identified when all layers are taken together, indicating that the subendocardium is a myocardial
region more sensitive to the harmful mechanisms acting in the CCC. Myocardial perfusion
defects at rest have a significant correlation with the intensity of inflammation in the
subendocardial layer, indicating that it may act as an amplifying and localizing factor for
inflammation, suggesting a relevant role for myocardial hypoperfusion in the mechanisms of
myocardial injury in CCC.

KEY WORDS: Chronic Chagas' cardiomyopathy, Microcirculation, Inflammation, Fibrosis,
Ventricular dysfunction, Myocardial perfusion.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONCEITO E FASES EVOLUTIVAS DA DOENCA DE CHAGAS

Carlos Chagas, em 1909, descobriu a doenca que leva seu nome (CHAGAS, 1909).
Identificou o agente etioldgico e seu mecanismo essencial de transmisséo, considerado um feito
historico para a medicina (MARIN NETO; SIMOES; SARABANDA, 1999). A doenca de
Chagas (DC) humana € causada por um protozoario flagelado denominado Trypanossoma cruzi
(T. cruzi).

O modo de transmissdo mais comum aos humanos, correspondendo a 80% das infec¢fes
registradas, ocorre por meio da inoculacdo de fezes contaminadas pelo vetor triatomineo,
popularmente conhecido como “barbeiro” (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION,
2019). Outras formas de contaminagdo tém ganhado espaco, principalmente em regides nao
endémicas da doenga, como a contaminacao iatrogénica por transfusdes sanguineas de doadores
infectados com T. cruzi, correspondendo a aproximadamente 20%. Ha também a transmissao
congénita por meio da placenta, cerca 2% a 6% dos recém-nascidos de maes infectadas (PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019). A infeccdo por via oral através da ingestdo
de alimentos com as excretas do barbeiro ou com a presenca do proprio inseto contaminado
com T. cruzi tem ganhado importancia epidemioldgica, sugerindo um novo ciclo de contagio
da doenca, de dimensdo ainda a ser definida. Estudos recentes tém mostrado surtos de
contaminacdo em regifes amazonicas, limitado a pequenas comunidades ou nucleos familiares,
em que o veiculo de transmisséao foi o consumo de acai contaminado (BRITO; SOUSA; SILVA
JUNIOR; RUIZ et al., 2022; SOUZA-LIMA RDE; BARBOSA; COURA; ARCANJO et al.,
2013). Nestes casos a falta de legislacdo que exija a pasteurizacdo da polpa de acai e a falta de
higiene na manipulacdo do fruto sdo as principais causas destes recorrentes surtos. Acidentes
laboratoriais também podem ser uma forma de contaminagdo, porém esses eventos sao raros.

A DC é uma doenga complexa com duas fases evolutivas clinicamente distintas: aguda
e cronica. O periodo de incubacdo da doenca varia entre 1 a 3 semanas. A fase aguda tem
duracdo de, aproximadamente, 30 a 90 dias, sendo na maioria dos casos assintomatica ou pode
apresentar manifestacdes cardiovasculares provocadas por uma intensa reacdo inflamatoria no
miocardio, secundaria ao vigoroso parasitismo das fibras cardiacas pelo T. cruzi, que
aparentemente apresenta tropismo especifico para fibras cardiacas estriadas (BONNEY;

ENGMAN, 2008). Nesta fase o coracdo é globular e flacido, com intenso infiltrado inflamatorio
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mononuclear e necrose miocitolitica (ROSSI, 1990). A miocardite grave ou a
meningoencefalite ocorrem em menos de 1% dos casos e pode ser fatal em 3 a 5% dos
acometidos. Outras manifestacdes clinicas incluem febre, efusdo pericardica e a presenca de
“chagoma” de inoculacédo, conhecido como sinal de Romafia (COURA; BORGES-PEREIRA,
2010; PRATA, 2001).

Uma vez que a fase aguda cede, os pacientes entram na fase cronica da doenga, podendo
ser assintomatica e constituindo a forma indeterminada, de aparente quiescéncia da doenca,
com excelente prognéstico (MARIN-NETO; SIMOES; RASSI JUNIOR, 2013). A forma
indeterminada da doenca se caracteriza pela reducdo do nimero de tripomastigotas circulantes
no sangue periférico, a ponto de ndo ser possivel encontra-los em exame de sangue fresco
(DIAS; LARANJA; MIRANDA; NOBREGA, 1956). A transi¢do da forma assintomatica para
a forma sintomaética da doenca com o aparecimento de doenca cardiaca é, muitas vezes, dificil
de definir claramente (DIAS; LARANJA; MIRANDA; NOBREGA, 1956).

As formas crbnicas sintomaticas com o desenvolvimento de complicacfes cardiacas
atingem cerca de 30% dos individuos cronicamente infectados e de maneira intrigante surgem
cerca de 2-3 décadas apos a fase aguda da doenca (DIAS; LARANJA; MIRANDA;
NOBREGA, 1956; MARIN-NETO; CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES, 2007). A
cardiopatia ¢ a manifestacdo mais importante e grave da doenca cronica. As lesBes
histopatol6gicas cardiacas nesta fase compreendem uma miocardite de baixa intensidade, focal
e difusa, com infiltrado predominante de células mononucleares, destruicdo de cardiomiocitos
e fibrose intersticial, e parasitismo de fibras cardiacas de muito baixa intensidade ou
indetectavel (MARIN-NETO; CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES, 2007). Na fase crbnica
manifestacdes clinicas gastrointestinais também podem ser encontradas, como megaesdfago ou
megacolon, cuja patogénese ndo é completamente entendida mas pode envolver danos dos
corpos neuronais da parede intestinal (BONNEY; ENGMAN, 2008).

As alteracbes da funcdo cardiaca reconhecidas como cardiomiopatia da doenca de
Chagas crénica (CCC) decorrem de dano progressivo do miocardio com importante dilatacdo
das cavidades do coracgdo, podendo apresentar aneurisma apical, ocorrendo nos estagios mais
avancados da doenga (ROSSI, 1990).

Nos primeiros estagios da CCC os pacientes podem ndo apresentar sintomas
caracteristicos mesmo com a presenca de anormalidades eletrocardiograficas (DIAS;
LARANJA; MIRANDA; NOBREGA, 1956). As manifestacGes clinicas vao depender da

gravidade da lesdo miocéardica, da presenga ou ndo de insuficiéncia cardiaca e do tipo de
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arritmia. As principais manifestacdes clinicas observadas na CCC sdo arritmias complexas,
dilatacdo das cavidades cardiacas com padrdo de miocardiopatia dilatada e insuficiéncia
cardiaca, associada a manifestacbes de congestdo, morte subita, aneurisma ventricular e
tromboembolismo (DIAS; LARANJA; MIRANDA; NOBREGA, 1956; MARIN-NETO;
CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES, 2007). A CCC é uma doenca intensamente estudada,
porém sua etiopatogenia ainda ndo é completamente compreendida (PRATA, 2001).

1.2. EPIDEMIOLOGIA E IMPACTO SOCIO-ECONOMICO

Apesar dos esforcos das entidades de salide em realizar estratégias para eliminacédo dos
vetores do entorno dos domicilios e, passados mais de 110 anos de sua descoberta, a
Organizacao Mundial de Saiude (OMS) e a Organizacdo Pan-americana de Salde estimam que
hoje existam 6-7 milhdes de pessoas infectadas no mundo, localizadas principalmente em
regides endémicas da América do Sul, América Central e México, e mais de 65 milhdes de
pessoas em risco de desenvolver a doenca (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION,
2019; WHO, 2017). No Brasil, estima-se que existam aproximadamente 1.156.000 infectados
(WHO, 2010).

O ndmero de novos casos anuais por transmissdo vetorial ainda atinge a marca de 29
mil novos casos ha América Latina (WHO, 2010). A tripanossomiase Americana se expandiu
da zona rural para a zona urbana e das regides endémicas para regides ndo-endémicas (CHAO;
LEONE; VIGLIANO, 2020). Gracas a globalizacdo e as correntes migratorias é, atualmente,
também uma doenca emergente em paises nao endémicos como Estados Unidos e Canada,
paises da Europa, principalmente, Espanha, Italia, Alemanha e Portugal, além de paises da Asia,
como Japao e Australia (SCHMUNIS; YADON, 2010).

Melhores condi¢des socioeconémicas incluindo casas de alvenaria, acBes continuadas
de prevencdo e controle de transmissdo vetorial, e de transmissdo por transfusdo sanguinea,
além de promocao de saude e higiene resultaram em consistente declinio nas taxas de infeccdo
e mortalidade nas regides endémicas nas ultimas décadas (MARTINS-MELO; CASTRO;
WERNECK, 2021). Apesar de todas essas acdes, a DC se mantém uma importante e
negligenciada causa de morte nas regides endémicas e com grandes implicacdes sociais e de
salde.

E uma doenca com elevado impacto econdmico devido a alta morbidade e mortalidade,

e das altas despesas com tratamentos controversos de pacientes cronicamente infectados
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(BONNEY; ENGMAN, 2008). Representa uma das maiores causas de insuficiéncia cardiaca e
morte sUbita em varios paises da America Latina, incluindo o Brasil (WHO, 2010). Estima-se
que ao longo de 40 anos, mais de 200 mil pessoas tenham morrido por DC no pais (SIMOES;
BORGES; PARREIRA DE ASSIS; SILVA et al., 2018) e a média anual de mortalidade,
ajustada pela idade, é de 3,22/100.000 habitantes (MARTINS-MELO; CASTRO; WERNECK,
2021).

O gasto devido ao afastamento de trabalhadores afetados pela doenca representou uma
perda de ao menos 5.600 mil délares/ano (OPAS, 2006) e a taxa de mortalidade pela doenca é
maior em individuos entre 50 e 64 anos, faixa etdria considerada produtiva (SIMOES;
BORGES; PARREIRA DE ASSIS; SILVA et al., 2018). A mortalidade masculina é 1,6 vezes
maior que a feminina, provavelmente devido ao fato das mulheres acessarem com mais
frequéncia o sistema de saude primério e secundario (SIMOES; BORGES; PARREIRA DE
ASSIS; SILVA et al., 2018).

Os custos para o tratamento da DC sdo altos e um estudo realizado na Colémbia estimou
um gasto anual de US$ 1.028 por paciente, e ao longo de toda vida de US$ 11.619, em valores
médios, ja que os custos podem sofrer grandes variacdes dependendo da gravidade da doenca
e do nivel de cuidado necessario (CASTILLO-RIQUELME; GUHL; TURRIAGO; PINTO et
al., 2008). Um modelo de simulacdo estimou o impacto da DC na satde de economias globais
e foi demonstrado que os custos globais com a DC anualmente séo de, aproximadamente, 7
bilhGes de ddlares, considerando os gastos com o sistema de saude e a perda de produtividade
de individuos economicamente ativos (LEE; BACON; BOTTAZZI; HOTEZ, 2013).

1.3.LESOES HISTOPATOLOGICAS NA CCC

Na fase aguda, microscopicamente, sdo observados no miocardio focos de necrose
miocitolitica e degeneracdo de fibras, com intenso infiltrado inflamatério mononuclear.
Enquanto que, macroscopicamente, o coracdo se apresenta flacido e globular (ROSSI;
TANOWITZ; MALVESTIO; CELES et al., 2010).

J& na fase crbnica da doenca, 0 miocéardio pode ou ndo apresentar tamanho e forma
anormais. Quando as anormalidades se desenvolvem, as camaras direitas costumam estar mais
dilatadas do que hipertrofiadas e o ventriculo esquerdo, frequentemente, apresenta aneurisma
apical, caracterizado por afinamento e abaulamento do apice (ROSSI; TANOWITZ,
MALVESTIO; CELES et al., 2010). Este afinamento costuma ocorrer também nas paredes
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laterais dos ventriculos direito e esquerdo e levar a formacéo de trombos (ROSSI; TANOWITZ;
MALVESTIO; CELES et al., 2010).

Em coracgdes autopsiados de portadores de CCC, a microscopia revela fibrose intersticial
difusa e em graus variados. O aumento da fibrose na CCC, comparada a coragdes de pacientes
controles, esta relacionado ao aumento das fibras de colageno espessas, do tipo |, que envolvem
as fibras musculares e os vasos coronarios intramiocardicos (ROSSI, 1991). Em outro estudo
com autopsia de miocardio ha co-localizacdo entre infiltrados inflamatorios, compostos
principalmente por linfécitos T e macrdofagos, e os focos de fibrose (ROSSI, 1998), revelando
um padréo de miocardite cronica focal e difusa e subsequente fibrose reparativa. Portanto, na
fase crbnica da cardiomiopatia da DC, ha uma predominédncia de celulas linfocitarias
mononucleares e fibrose intersticial (ROSSI, 1998).

As cléssicas lesbes histopatoldgicas da CCC com miocardite focal e difusa e fibrose
reparativa podem estar associadas as extensas lesdes vasculares, como demonstrada por estudos
necroscopicos originais de Magarino Torres (TORRES, 1958; 1960), em que se observou
proliferacdo celular e o espessamento da parede das arteriolas levando a obstrucdo de finos
ramos arteriais coronarios, com alteracbes miocitoliticas nos agrupamentos de fibras
miocardicas vizinhas aos processos obstrutivos, sugerindo fortemente a ocorréncia de leséo
celular causada por isquemia microvascular (MARIN-NETO; SIMOES; RASSI JUNIOR,
2013).

Pouco se estudou em relacdo ao tipo de fibrose que se desenvolve ao longo da
progressdo da DC no miocardio. Um estudo em cées, demonstrou que diferentes cepas do T.
cruzi proporcionaram diferentes evolugdes no aparecimento de fibras de coldgeno ao longo das
fases evolutivas da doenca (CALDAS; MENEZES; DINIZ; NASCIMENTO et al., 2019).
Animais infectados com a cepa VL-10 apresentaram aumento das fibras espessas de colageno
(tipo I e 1) na fase crbnica da doenca em relacdo a sua condicdo na fase aguda. J& animais
infectados com a cepa AAS, o processo fibrético evoluiu rapidamente com intenso depdsito de
fibras finas de colageno (tipo I11), reduzindo seu depdsito na fase cronica.

Este remodelamento da matriz do colageno assume papel relevante na fisiopatologia da
disfuncdo miocérdica na CCC, uma vez que participa da progressdo da disfuncéo sistolica
ventricular devido a perda de elementos contrateis, combinada a disfungéo diastdlica secundéria
ao aumento da rigidez miocardica intrinsicamente associada ao aumento da fibrose intersticial
(ROSSI; TANOWITZ; MALVESTIO; CELES et al., 2010).
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Vale ressaltar que ndo encontramos estudos anteriores que tenham analisado a
distribuic@o topografica dos diferentes tipos de colageno nas diferentes camadas das paredes do

ventriculo esquerdo e as eventuais implicacdes desses achados.

1.4.MECANISMOS FISIOPATOGENICOS DA CCC

Conforme dito anteriormente, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
disfuncdo cardiaca na DC crénica ainda ndo sdo completamente compreendidos. Quatro
mecanismos fisiopatogénicos tém sido propostos: 1. agressdo miocardica dependente do
parasitismo pelo T. cruzi persistente e de baixa intensidade; 2. lesdo miocéardica inflamatéria
exacerbada por mecanismos autoimunes; 3. disfuncéo do sistema nervoso autbnomo cardiaco;
4. isquemia miocardica causada por distirbios microvasculares coronarios (MARIN-NETO;
CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES, 2007).

Durante a fase aguda, a cardiopatia chagasica esta relacionada com a intensa parasitemia
e o parasitismo das fibras cardiacas por ninhos de formas amastigotas do T. cruzi. O alto grau
de parasitismo nesta fase evolutiva da doenga provoca forte resposta imune celular e humoral
contra o T. cruzi (ROSSI, 1990), segundo estudos prévios, esta reacdo imune levaria a um
controle biol6gico, porém sem a eliminacdo completa do parasita, que persiste em baixo grau e
de forma incessante na fase cronica (HIGUCHI; DEBRITO; REIS; BARBOSA et al., 1993;
MARIN-NETO; CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES, 2007).

Na fase cronica, os ninhos de parasitas sdo raros ou nao detectaveis quando se utiliza
métodos de microscopia convencional (KOBERLE, 1968; ROSSI, 1990). Alguns estudos
clinicos e experimentais utilizando imunohistoquimica e técnicas de biologia molecular
demonstraram que antigenos e material gendmico do T. cruzi estavam presentes e claramente
associados topograficamente aos focos de inflamacéo e dano tissular (HIGUCHI; DEBRITO;
REIS; BARBOSA et al., 1993), sugerindo fortemente a participacdo do parasitismo nos
mecanismos de lesdo miocardica também na fase cronica da doenca. Contudo, este parasitismo
é de baixa intensidade, insuficiente para justificar a magnitude da lesdo miocardica usualmente
detectada na fase crbnica da doenca, sendo muito mais provavel que o seu papel na
fisiopatogénese da fase cronica seja alimentar perpetuamente a resposta imune, amplificando a
inflamacéo, que leva a agressao de fibras cardiacas ndo parasitadas (HIGUCHI, 1995).

Vérios estudos independentes apontam que a miocardite difusa com miocitélise e

fibrose reparativa, que so os atributos marcantes da CCC, exiba caracteristicas de uma reacdo
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de hipersensibilidade tardia, com infiltrados inflamatérios focais compostos por células
mononucleares (HIGUCHI; DEBRITO; REIS; BARBOSA et al., 1993). Soma-se a isso, a
deposicdo de imunoglobulinas e complemento no tecido miocardico de pacientes com CCC,
constituindo um conjunto que indica o envolvimento de fatores imunologicos na patogénese e
nos diferentes graus de dano miocérdico na CCC (CUNHA-NETO; BILATE; HYLAND;
FONSECA et al., 2006; GOMES; BAHIA-OLIVEIRA; ROCHA; MARTINS-FILHO et al.,
2003).

Muitos investigadores acreditam que anormalidades no sistema nervoso auténomo
também possam ter papel fisiopatoldgico na génese das arritmias ventriculares, morte stbita e
disturbios do controle da microcirculacéo coronaria na CCC. As alteragdes no sistema nervoso
autbnomo podem aparecer antes mesmo das anormalidades de mobilidade do ventriculo
esquerdo, como demonstrado em estudo prévio, em que uma marcante associacdo topografica
entre perfuséo, inervacdo e anormalidades da mobilidade de parede foram encontradas
(SIMOES; PINTYA; BROMBERG-MARIN; SARABANDA et al., 2000). Em estudo mais
recente, o grupo de pesquisa da FMRP-USP identificou correlacdo positiva entre os defeitos de
inervacdo simpaética regional e global e o desenvolvimento a longo prazo (em média ap6s 5,5
anos) de piora da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e com associacdo topografica entre
denervacdo simpatica regional e novas anormalidades de mobilidade das paredes do ventriculo
esquerdo (GADIOLI; MIRANDA; MARIN-NETO; VOLPE et al., 2022). Ainda que esses
resultados em conjunto sugiram um potencial papel da denervacdo simpatica para a génese da
lesdo miocardica na CCC, é igualmente possivel que as alteracdes da inervacdo ocorram como
consequéncia da agressdo inflamatéria da doenca, sendo, portanto, um marcador da presenca
desta Gltima e ndo um mecanismo lesivo per se. Estudos mais profundos sdo necessarios para
definirmos o real papel da denervacdo autonémica dentro do complexo mecanismo

fisiopatogénico da CCC.

1.5.ISQUEMIA MICROVASCULAR NA CCC
Adicionalmente aos mecanismos anteriormente citados, h& consistentes evidéncias
clinicas e experimentais que sugerem a participacdo de anormalidades na microcirculacao
coronaria no processo fisiopatogénico da CCC, com consequente isquemia e lesdo miocardicas
(MARIN-NETO; CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES, 2007; MARIN-NETO; SIMOES;
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RASSI JUNIOR, 2013; PETKOVA; TANOWITZ; MAGAZINE; FACTOR et al., 2000;
ROSSI, 1990).

O miocéardio € um musculo estriado cardiaco aerobio, ou seja, ndo pode trabalhar em
déficit de oferta de oxigénio (EVANS; MATSUOKA, 1915), exceto por curtos periodos de
tempo. Isquemia € a deficiéncia ou auséncia de suprimento sanguineo para determinado 6rgéo
ou tecido, e, consequentemente, reducdo do débito de oxigénio que leva a disfuncdo ou lesdo
do érgéo ou tecido.

A isquemia miocardica, portanto, ocorre devido a um desequilibrio entre o suprimento
e a demanda de oxigénio para o musculo cardiaco. Como consequéncia desse desbalango pode
ocorrer disfungdo miocardica, arritmias, infarto miocéardico e morte subita (SHIMOKAWA,
YASUDA, 2008). Em condicdes fisioldgicas alteracGes adaptativas da circulacdo coronariana
permitem adequar o fluxo sanguineo as necessidades metabdlicas do miocardio, como por
exemplo em situagGes de aumento do trabalho cardiaco, 0 maior consumo de oxigénio induz
aumento do fluxo sanguineo por meio, fundamentalmente, da vasodilatagdo da microcirculagao
pela liberacdo de adenosina (GUYTON; HALL, 2011).

Estudos necroscopicos apontaram as primeiras evidéncias da participacdo de disturbios
da microcirculacdo nos mecanismos de lesdo miocardica na CCC (TORRES, 1960). Magarino
Torres descreveu a presenca de intensas lesdes vasculares com hiperproliferacdo intimal,
espessamento da parede e obstrucdo de finos ramos arteriolares coronarios intramurais em
coracles de pacientes com CCC. Adicionalmente, observou-se que as fibras miocardicas
topograficamente vizinhas as lesdes vasculares exibiam necrose miocitolitica, uma forma de
lesdo miocelular caracteristicamente associada a isquemia miocardica. Em estudo experimental,
Marcos Rossi evidenciou a presenca de agregados plaquetarios em vasos epicardicos e
intramiocéardicos formando trombos oclusivos passageiros, seguido de reperfusdo, associados a
necrose miocardica focal e degeneracdo, com infiltrado inflamatério mononuclear e fibrose
intersticial (ROSSI, 1990). No conjunto, esses achados sugeriram fortemente a participacdo da
isquemia microvascular na génese dos focos inflamatdrios, da miocitolise e da posterior fibrose
reparativa que figuram como as alteragdes mais caracteristicas da histopatologia da fase crénica
da cardiomiopatia da doenca de Chagas (MARIN-NETO; CUNHA-NETO; MACIEL,;
SIMOES, 2007).

Em estudos clinicos, investigacbes empregando cintilografia miocardica de perfuséo
evidenciaram elevada frequéncia (30 a 50%) de defeitos perfusionais isquémicos em pacientes

portadores de CCC com coronarias subepicardicas normais, sugerindo fortemente que
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disfuncdo microvascular coronariana seja 0 mecanismo responsavel por tais fendmenos
isquémicos nessa cardiopatia (HISS; LASCALA; MACIEL; MARIN-NETO et al., 2009;
MARIN-NETO; MARZULLO; MARCASSA; GALLO JUNIOR et al., 1992; SIMOES;
PINTYA; BROMBERG-MARIN; SARABANDA et al., 2000). Além da elevada frequéncia de
defeitos perfusionais, resultados colhidos pelo grupo de pesquisa da FMRP-USP mostram que
os disturbios de perfusdo isquémicos se correlacionam topograficamente com areas de
dissinergia contratil regional das paredes do ventriculo esquerdo e que as alteracdes de perfusédo
ocorrem precocemente ao longo da evolugdo da CCC (SIMOES; PINTYA; BROMBERG-
MARIN; SARABANDA et al., 2000), sugerindo que a isquemia microvascular seja um
disturbio precoce na evolucdo da doenca, podendo preceder o aparecimento da disfungéo
contratil ventricular esquerda e estar associado a fenémenos de hibernacdo ou atordoamento
(stunning) miocardico.

O mesmo grupo de pesquisa também reportou resultados de estudo que empresta suporte
adicional a relevancia da isquemia microvascular na CCC. Os resultados de um estudo
longitudinal retrospectivo utilizando cintilografia miocardica de perfusdo mostraram que a
isquemia microvascular se correlaciona topograficamente com aparecimento de fibrose
regional miocardica durante a evolugdo da cardiopatia da doenca de Chagas. Soma-se a isso 0
achado que a progressao da disfuncdo sistdlica ventricular esquerda se correlacione com o
agravamento da extensdo e gravidade dos defeitos de perfusdo em repouso, sinalizando o
aumento das areas de miocardio hibernante. Esses resultados reforcam a hipotese de que a
isquemia miocardica microvascular possa estar diretamente envolvida no mecanismo de
formacdo da fibrose regional que participa da progressao da disfuncdo sistélica do ventriculo
esquerdo na CCC (HISS; LASCALA; MACIEL; MARIN-NETO et al., 2009).

Outro aspecto relevante diz respeito a investigacdo dos mecanismos contribuintes para
a génese da isquemia microvascular na CCC. Estudos anteriores tém apontado para varios
mecanismos possivelmente envolvidos (MARIN-NETO; CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES,
2007): 1. alteragBes funcionais da arvore arterial coronaria com aumento da vaso-reatividade e
espasmo dos finos ramos arteriais coronarios, mecanismo potencialmente vinculado a
denervacdo autonémica cardiaca precocemente identificada nestes pacientes; 2. lesdo endotelial
causada diretamente pela agressdo do parasita e consequente disfuncdo endotelial; e, 3.
alteracdes funcionais e estruturais vasculares induzidas pelas substancias liberadas pelo
infiltrado inflamatdrio no tecido miocardico vizinho aos microvasos coronarios, principalmente

citocinas. Esse Gltimo mecanismo tem recebido grande corpo de evidéncias mostrando que
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alteracOes inflamatorias miocérdicas se associam ao desenvolvimento de "plugs" plaquetérios,
lesbes proliferativas intimais obstrutivas, espasmo e obstrucdo arteriolares (PETKOVA;
HUANG; FACTOR; PESTELL et al., 2001; ROSSI; TANOWITZ; MALVESTIO; CELES et
al., 2010).

No campo dos estudos clinicos, um estudo recente avaliou amostra de 101 pacientes que
relatavam sintomas anginosos graves e evidenciaram coronarias subepicardicas normais,
portanto, diagnosticados com disfun¢do microvascular coronariana, tendo mostrado que 15%
destes eram individuos cronicamente infectados por T. cruzi. Comparados com as demais
etiologias, os pacientes com DC tinham menor FEVE e pior escore de mobilidade parietal,
destacando, mais uma vez, a importancia de se investigar a disfungdo microvascular
coronariana na CCC (CAMPOS; MAGALHAES; MOREIRA; PAVAO et al., 2020; NUNES,
2020)

Dois importantes estudos clinicos utilizando agentes vasodilatadores de microcirculacéo
coronariana e de vasos coronarios subepicardicos, dipiridamol (KUSCHNIR; SGAMMINI;
CASTRO; EVEQUOZ et al., 1983) e dinitrado de isossorbida (MARIN-NETO; SOUSA;
MACIEL; GALLO JUNIOR et al., 1988), respectivamente, demonstraram a melhora na funcédo
sistolica global do ventriculo esquerdo em pacientes com CCC e disturbios de perfusdo.
Sugerindo que a isquemia microvascular miocardica possa estar direta ou indiretamente
envolvida na progressédo da disfuncéo sistélica do ventriculo esquerdo na CCC.

No campo dos estudos experimentais, o grupo de pesquisadores da FMRP-USP
desenvolveu recentemente um estudo em modelo de hamsters sirios cronicamente infectados
pelo T. cruzi enderecando a correlacdo topografica dos resultados das imagens
ecocardiograficas in vivo e de perfusdo miocardica com Sestamibi-Tc99m adquiridas com
cintilografia miocardica de perfusdo pelo método tomogréafico de emisséo de alta resolucdo em
pequenos animais (SPECT adaptado) e as les6es histopatologicas de inflamacao e fibrose. Neste
modelo experimental, em torno de 50% dos animais infectados na janela temporal de 6 meses
exibem extensos defeitos perfusionais miocardicos em repouso. De forma ainda mais
impactante e original, demonstrou-se a associacdo topografica dos defeitos perfusionais
miocardicos com alteracdes histolégicas inflamatorias e ndo com a presencga de fibrose parietal
regional transmural (LEMOS DE OLIVEIRA; THACKERAY; MARIN NETO; DIAS
ROMANO et al., 2018). Além disso, demonstrou-se ainda que a disfuncao sistolica segmentar

do ventriculo esquerdo ocorre com frequéncia elevada nesse modelo experimental de CCC e
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que tais alteragdes identificam regides com maior intensidade de inflamacdo (OLIVEIRA,
ROMANO; CARVALHO; MEJIA et al., 2016).

Portanto, é razoavel supor que a hipoperfusdo microvascular coronariana ocorrendo de
forma persistente ou em episodios repetidos ao longo da evolugédo da doenca possa contribuir
para 0 mecanismo patogénico, induzindo inflamacéo focal e subsequente fibrose reparativa, e
consequente desenvolvimento de disfuncéo sistolica regional e global do ventriculo esquerdo
vistos na CCC.

Contudo, outras evidéncias langcam davidas sobre o real significado fisiopatogénico da
isquemia microvascular na CCC. Um recente estudo experimental do grupo de pesquisa da
FMRP-USP, utilizando hamsters sirios cronicamente infectados por T. cruzi e tratados com
dipiridamol, observou significativa reversdo dos defeitos de perfusdo em repouso, apontando
indiretamente para a presenca de miocardio viavel nos segmentos hipoperfundidos. No entanto,
a reversdo dos defeitos perfusionais nos animais infectados tratados com dipiridamol néo se
associou a atenuacdo da progressdo da disfuncdo ventricular esquerda ou reducdo das lesGes
histologicas inflamatérias miocardicas (TANAKA; DE OLIVEIRA; MARIN-NETO;
ROMANO et al., 2018), sugerindo que a isquemia microvascular ndo desempenhe papel

relevante na génese do dano miocardico na CCC, neste modelo experimental.

Outro estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa utilizando um imunomodulador
de TNF-a ¢ vasodilatador de microcirculagdo, a pentoxifilina, em modelo experimental de CCC
em hamsters, mostrou reducdo dos defeitos de perfusdo miocardica em repouso, porém a
pentoxifilina ndo impediu a progressao da disfuncgdo sistdlica ventricular esquerda, ainda que
tenha atenuado parcialmente a intensidade das lesdes inflamatorias. Esse conjunto de resultados
pode indicar que as alteracfes de perfusdo miocardica sejam um marcador da presenca de
inflamacéo, mas nédo representem um mecanismo lesivo independente durante a progresséo da
CCC. Tais resultados sugerem ainda que ha necessidade de estudos mais profundos
investigando o papel da disfuncdo microvascular nos mecanismos de lesdo miocardica nessa
doenga (TANAKA, 2019).

Vale ressaltar que os estudos experimentais utilizando imagens in vivo de perfuséo
miocardica relatados aqui se restringiram a pesquisar defeitos de perfusdo em repouso, sem
incluir a investigacdo de defeitos perfusionais sob estresse, ou reversiveis, esses mais

classicamente investigados nos estudos de perfusdo miocardica em humanos.
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Dessa forma, estudos mais detalhados correlacionando isquemia microvascular
coronaria e as caracteristicas das leses histopatologicas miocardicas poderiam contribuir para
o0 entendimento desse problema, ja que o padrédo de fibrose miocardica na CCC pode refletir os
mecanismos patogénicos envolvidos.

Estudos em cardiopatia isquémica aterosclerotica indicam que o subendocérdio é a
primeira camada afetada pela lesdo isquémica. Esse aspecto retrata o fato de que o
subendocéardio é a camada da parede ventricular esquerda com menor pressdo de perfusédo
sanguinea e, desta forma, o fluxo sanguineo subendocardico é o mais gravemente reduzido
quando hé& obstrucdo de uma artéria corondria. Essa caracteristica deriva-se do fato de que as
artérias coronérias sdo vasos “perfurantes” que emergem a partir das artérias coronarias
subepicéardicas e vdo se ramificando para vasos arteriais de fino calibre e intramurais a medida
que se aprofundam nas camadas do miocardico em direcdo ao endocardio (GUYTON; HALL,
2011). Nos casos mais prolongados e graves de reducdo de fluxo sanguineo, a lesdo isquémica
se inicia no subendocérdio e se estende para outras camadas da parede ventricular esquerda
progredindo para o epicardio e tornando-se transmural (REIMER; JENNINGS, 1979). Dessa
forma, é aspecto classico da histopatologia da cardiopatia isquémica aterosclerética a
distribuicdo de fibrose predominando na regido subendocéardica, aspecto muito bem
demonstrado nos estudos in vivo usando ressonancia magnética cardiaca com imagens de realce
tardio de contraste paramagnético (TREIBEL; LOPEZ; GONZALEZ; MENACHO et al.,
2018).

Por outro lado, em lesdes miocardicas isquémicas por doenca aterosclerética, o colageno
tipo | é predominante nas fases mais precoces de instalagdo da fibrose, cerca de 70%. Nas fases
mais tardias de lesdo fibrose, os colagenos tipo | e Il aumentam de maneira proporcional, sem
predominancia especifica (STARY; CHANDLER; DINSMORE; FUSTER et al., 1995). Vale
ressaltar que muito pouco se estudou até 0 momento sobre os tipos de fibras colagenas e a suas
distribuicOes topogréficas na fibrose miocérdica decorrente da CCC. Sabe-se que a degeneracao
das miofibrilas é focal e associada com as areas de inflamagédo (BONNEY; LUTHRINGER,;
KIM; GARG et al., 2019), e que se caracteriza pelo aumento difuso nas fibras tipo | de colageno
no endomisio e perimisio, predominando as fibras do tipo | em relagdo as fibras do tipo Il
(ROSSI, 1991; 1998). Contudo, ndo pudemos encontrar, apds busca extensa na literatura
médica especializada, estudos enderecando a investigacdo da correlacdo entre as alteracfes
histopatoldgicas com a presenca de defeitos de perfusédo, e particularmente sobre os diferentes

tipos de fibras de colageno envolvidas. Esse tipo de estudo poderia contribuir para determinar-
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se o significado dos distarbios de perfusdo miocérdica na génese da lesdo miocardica na CCC.
Por premissa, a eventual participag&o significativa da isquemia miocérdica nos mecanismos de
lesdo miocardica na CCC implicaria em uma correlacdo topogréafica e quantitativa com maior
dano e mais intensa lesdo histologica na camada subendocéardica, onde a isquemia € mais

pronunciada durante a reducdo de fluxo arterial coronario.

1.6.HIPOTESE

Diante do exposto, € plausivel considerar que fenbmenos de isquemia microvascular
coronariana sejam comuns na CCC e que possam estar envolvidos nos processos
fisiopatogénicos que levam a disfuncdo sistdlica ventricular esquerda, com consequente
desenvolvimento tardio de fibrose miocardica regional.

Contudo, ainda ha& controvérsia se a isquemia microvascular possa representar um
mecanismo lesivo independente ou ser um mero marcador da presenca de inflamacéo
miocardica na CCC.

Por outro lado, pouco se sabe sobre o desenvolvimento de inflamacéo e fibrose através
das diversas camadas das paredes do ventriculo esquerdo ao longo da progressdo da CCC e sua
relacdo com a isquemia microvascular, além da escassez de estudos evidenciando diferencas
entre os tipos de fibras de colageno que se formam durante esse processo.

Desta forma, estudos em modelo experimental de CCC investigando as correlagdes
topograficas e quantitativas entre defeitos de perfusdo miocardica e as lesdes histopatologicas,
incluindo tipos de colageno e a sua distribui¢do transmural nas paredes do ventriculo esquerdo,
poderiam contribuir para melhor compreensdo do papel fisiopatogénico dos disturbios de
perfusdo miocérdica na CCC.
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO PRINCIPAL
O objetivo do presente estudo foi analisar, em modelo experimental de CCC em
hamsters sirios, as alteracdes histopatoldgicas de fibrose e inflamacéo nas diferentes camadas
da parede ventricular esquerda e correlaciona-las com o grau de disfuncdo sistolica e
remodelamento ventricular esquerdo e com as alteracdes de perfusdo miocardica em repouso e

sob estresse.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para o protocolo de estudo foram utilizados hamsters sirios fémeas (Mesocricetus
auratus) de 12 semanas de idade (Amilab — Animais de laboratério Criacdo e Comércio Ltda.,
Paulinia/SP, Brasil). Os animais foram mantidos em alojamento climatizado no biotério do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, com livre acesso
a 4gua e racao padrdo, submetidos a ritmo de 12 horas de luz/sombra.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: Chagas (CH) com 26
animais cronicamente infectados por T. cruzi e grupo controle (CTR) com 12 animais.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cadigo de Financiamento 001 e da Fundacdo de
Apoio ao Ensino Pesquisa e Assisténcia do Hospital das Clinicas (FAEPA).

3.2.INFECCAO EXPERIMENTAL PELO T. CRUZI
Os animais do grupo Chagas foram infectados intraperitonealmente com 3,5x10* formas
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, enquanto que os animais do grupo controle foram

inoculados intraperitonealmente com o mesmo volume de solugéo salina.

3.3.DELINEAMENTO GERAL DO ESTUDO

Apds a infeccdo com T. cruzi ou solucdo salina, os animais foram acompanhados e
observados quanto aos sinais de infeccdo aguda, como perda de peso, diarreia, vomito e
mortalidade.

Na janela temporal de 6 meses ap0s infeccdo, aqui denominada de avaliacdo basal, 0s
animais dos dois grupos foram submetidos aos seguintes exames de imagem: ecocardiograma
de alta resolucdo e cintilografia de perfusdo miocardica com Sestamibi-Tc99m de alta
resolucéo, em repouso e sob estresse farmacoldgico induzido por cloridrato de dobutamina. Em
seguida, todos os animais foram acompanhados durante 8 semanas. Apo0s esse periodo 0s
métodos de avaliacdo por imagem in vivo foram repetidos, em uma avaliacéo final. Em seguida,

0s animais sofreram eutandasia para retirada do coracédo para estudo histopatoldgico.
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A partir dos dados de ecocardiograma obtidos na avaliagdo final (8 meses apos a
infeccdo) os animais foram divididos nos seguintes grupos para realizagéo da anélise estatistica:
1. grupo controle (CTR); 2. grupo doenca de Chagas sem disfuncéo ventricular esquerda (CHSs);
e, 3. grupo doenca de Chagas com disfuncéo ventricular esquerda (CHc). Em seguida, houve
uma segunda divisdo de grupos para analise estatistica baseada na presenca de DPM em repouso
>5%: 1. grupo controle (CTR); 2. grupo doenca de Chagas sem defeito de perfusdo miocérdico
em repouso; €, 3. grupo doenca de Chagas com defeito de perfusdo miocardico em repouso.

A figura 1 apresenta o delineamento do estudo segundo a linha do tempo.

Figura 1 — Delineamento do estudo

Infecg¢do com Sinais de Avaliagiio Avahagdo final
T. cruzi infecgdo aguda basal e eutanasia
—— —— —— —t—
& @
& & o 5
& & S &
0% 0% & &
~ ™
............................ R T et | >
Aquisigdo dos animais Desenvolvimento I Acompanhamento IHistopato]ogia
da doenga

| Término do estudo

Inicio do estudo

Fonte: Fabricio, C.G. (2022).

3.4.METODOS DE IMAGEM

3.4.1. Ecocardiografia de alta resolucéo

O ecocardiograma foi realizado utilizando-se um transdutor linear de 30 MHz de
frequéncia fundamental, com interface para um sistema de imagem de alta resolu¢cdo Vevo 2100
(VisualSonics, Toronto, ON, Canadd), sistema de ultrassom dedicado ao estudo de pequenos
animais, figura 2A.

Para realizagdo das imagens, os animais foram previamente submetidos a anestesia, com
uma combinacdo de Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/kg, respectivamente), seguida por
depilacdo da regido anterior do torax através de aplicacdo de creme depilatério comercial
humano.

Os animais foram posicionados em decubito dorsal em uma plataforma inclinavel

(VisualSonics, Toronto, ON, Canada) com controle de temperatura e monitorizacdo com
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eletrocardiograma de superficie, figura 2B. Os animais permaneceram em ventilacao

espontanea durante todo o exame.

Figura 2 — Equipamentos utilizados na aquisi¢do de imagens ecocardiograficas

el R -

A: Imagens ilustrativas de equipamento Vevo utilizado pra aquisica

Plataforma inclinavel para o posicionamento do animal.
Fonte: (TANAKA, 2019).

- 2
o de imagens ecocardiograficas; B:

Para aquisicdo das imagens ecocardiograficas, pelo menos 3 ciclos cardiacos foram
registrados. O transdutor, embebido em gel aquecido, foi posicionado levemente a esquerda do
esterno entre a quarta e sexta costela, de forma a ndo induzir bradicardia. Foram gravadas
imagens paraesternal no eixo longo (figura 3A) e no eixo curto (figura 3B), ao nivel dos
musculos papilares. As medidas em modo M foram realizadas para aferir a espessura do septo
intraventricular e da parede posterior do ventriculo esquerdo, assim como suas dimensdes
sistdlicas e diastdlicas. O diametro sistolico foi adquirido durante a maxima movimentacao
anterior da parede posterior e o didmetro diastolico obtido na dimenséo diastolica ventricular
maxima, figura 3C, foram seguidas as diretrizes da Sociedade Americana de Ecocardiografia e
da Sociedade Europeia de Imagem Cardiovascular (LANG; BADANO; MOR-AVI; AFILALO

et al., 2015) para quantificacdo cavitaria.
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Figura 3 — Imagem ilustrativa adquirida durante o exame de ecocardiograma.

A: Imagem adquirida na janela paraesternal eixo longo; B: Imagem paraesternal eixo curto em nivel papilar; C:
Imagem em Modo M, ilustrando as medidas do septo interventricular (SIV), didmetro diastélico final do ventriculo
esquerdo (DDFVE), parede posterior do ventriculo esquerdo (PPVE) e diametro sistolico do ventriculo esquerdo
(DSVE).

Fonte: (TANAKA, 2019).

Para andlise de fungdo ventricular esquerda foi utilizada a técnica bidimensional de
variacdo de area para o calculo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE). O video
com melhor definicdo da projecdo paraesternal longitudinal foi escolhido para analise. A
marcacdo das bordas do subendocérdio em diastole ocorreu no quadro com maior volume
diastdlico e, no mesmo ciclo cardiaco, o quadro com menor volume sistdlico para determinagéo
dasistole, figura 4. A funcéo sistolica do ventriculo esquerdo (VE) foi considerada normal para
aqueles animais do grupo CH que apresentavam fragao de ejecdo > 44%, conforme observado
no valor minimo do intervalo de referéncia utilizando o valor médio menos dois desvios padroes

(53,8 + 4,7) por Barros e cols. em seu estudo em hamsters sirios visando determinar a
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viabilidade, intervalos de referéncia e reprodutibilidade da fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (BARROS FILHO; MOREIRA,; DIAS; RIBEIRO et al., 2021).

Figura 4 — Imagem ilustrativa da medida de fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo pelo método bidimensional.

B

B: marcagdo das bordas do subendocardio em sistole.

A: Marcacéo das bordas do subendocérdio em iéstole;
Fonte: (TANAKA, 2019).

A mobilidade parietal segmentar (MPS) sistdlica do ventriculo esquerdo foi analisada
seguindo-se modelo de segmentacdo do VE em 13 segmentos: 6 segmentos basais, 6 segmentos
médio-ventriculares e 0 dpice (MORGAN; FAULX; MCELFRESH; KUNG et al., 2004), figura
5. Um observador experiente e velado quanto ao grupo ao qual o animal estava alocado e janela
temporal do estudo graduou a MPS como: normal = 1, hipocinético = 2 e acinético/discinético
= 3. O escore de mobilidade parietal segmentar (EMPS) foi determinado pela somatéria dos

indices de cada segmento dividido pelo nimero total de segmentos.

Figura 5 — Segmentacdo do ventriculo esquerdo.

ventricular; C: Paraesternal eixo longo.
Fonte: (TANAKA, 2019).
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3.4.2. Cintilografia (SPECT) de perfusdo miocardica de alta-resolucéo

3.4.2.1. Aquisicdo das imagens em SPECT

A aquisicdo das imagens de cintilografia foi realizada utilizando-se uma gama-camara
clinica (BrightView XCT; Philips Medical Systems Inc., Cleveland, OH), adaptada para
aquisicdo de imagens de alta-resolucdo para pequenos animais. Esse sistema de aquisicao foi
desenvolvido localmente e validado para obtencdo de imagens de perfusdo miocéardica em
pequenos animais, figura 6A (MEJIA; GALVIS-ALONSO; BRAGA; CORREA et al., 2009;
MEJIA; GALVIS-ALONSO; CASTRO; BRAGA et al., 2010; OLIVEIRA; MEJIA; DE
CARVALHO; LATARO et al., 2013).

O sistema de blindagem adaptado ao detector da gama-camara permite o encaixe de um
colimador de orificio simples ("pinhole™), com didmetro de 1,5 mm e &ngulo de abertura total
de 150°, permitindo a magnificacdo da imagem e atingindo resolucdo especial entre 1 a 2 mm
objeto alvo. A blindagem é formada por placa de aluminio revestida por uma manta de chumbo
de 6 mm de espessura, adequada para fotons com energia na faixa de 150 KeV. O animal é
posicionado em um tubo cilindrico (figura 6B) que se acopla a um sistema motorizado, dentro
do sistema de blindagem, permitindo a rotacdo do alvo em 360° para aquisicdo das imagens
tomograficas em diferentes angulos (figura 6C).

A captura das imagens segue um protocolo de aquisi¢do dindmico da gama-camara e
foram armazenadas em formato DICOM. Para aquisi¢do das imagens, foram realizadas 40
projecdes, igualmente espacadas em um angulo de 360°. As projecdes foram registradas em
uma matriz de 128 x 128 elementos, cada elemento com uma area de 3,4 x 3,4 mm. Um fator
de magnificacdo de 6,3 vezes foi adotado para todos os experimentos, correspondendo a uma
dimensdo espacial de 2,4 mm. E a janela de energia simétrica de 20% foi centrada no fotoptico
de energia do Tc99™ (140 keV). O tempo de aquisicdo total foi de, aproximadamente, 23

minutos por animal, sendo cada uma das 40 proje¢6es de 30 segundos.
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Figura 6 — Sistema SPECT de alta-resolucdo e posicionamento do animal.

A: Sistema posicionado em uma das duas cabegas da gama camara clinica BrightView XT; B e C: animal
posicionado em suporte rotacional.
Fonte: (TANAKA, 2019).

3.4.2.2.Protocolo de imagens em repouso e sob estresse farmacologico

Para o protocolo de imagens em repouso, 0s animais foram rapidamente anestesiados
com isoflurano a 5% por 1 minuto e 555 MBq de Sestamibi-Tc99m foi injetada na veia
sublingual e permitido que o animal despertasse em seguida. Uma hora e meia ap6s a injecéo,
0s animais foram novamente anestesiados em uma combinagdo de Ketamina e Xilazina (100 e
10 mg/kg, respectivamente) e posicionados no sistema para a aquisi¢do de imagens.

Para o protocolo de imagens sob estresse, 0s animais foram anestesiados com
combinacdo de Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/kg, respectivamente). O cloridrato
dobutamina foi infundido em cateter posicionado previamente em veia safena. A dobutamina é
uma catecolamina sintética com atividade predominante de agonista de receptores adrenérgicos
beta-1, aumentando o inotropismo (contracdo) e cronotropismo (ritmo) cardiacos (BURGER,;
NOTARIANNI; ARONSON, 2000). A administragdo da dobutamina foi realizada em infuséo
continua de 12,5 pg/Kg/mim, por 1 minutos, conforme estudo prévio de padronizagéo realizado
pelo grupo de pesquisa da FMRP-USP (DELARISSE, 2020). Ao final da infusdo de
dobutamina, foi injetado 555 MBq de Sestamibi-Tc99m, por via sublingual e seguiu-se o
protocolo estabelecido para as imagens em repouso.

O estudo de Delarisse e cols. testou diferentes dosagens de dobutamina e mostrou-se
efetivo em produzir aumento significativo do duplo produto (frequéncia cardiaca X pressao
arterial) em uma dosagem de 12,5 pug/Kg/min por 1 minuto, sem induzir defeitos perfusionais

isquémicos em animais controles ou sinais de disfuncdo miocardica transitéria durante o
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estresse (DELARISSE, 2020). Este mesmo estudo realizou, em seguida, SPECT adaptado para
pequenos animais em modelo experimental de CCC em hamsters com 6 meses ap0s a infec¢do
por T. cruzi e verificou que o protocolo com dobutamina foi capaz de induzir defeitos
perfusionais reversiveis (DELARISSE, 2020). Em outros estudos em pequenos roedores, a
dobutamina também foi utilizada com sucesso para provocacdo de isquemia miocardica
(HAZARI; CALLAWAY; WINSETT; LAMB et al., 2012; KELM; BEARE; LEBLANC,
2019).

3.4.2.3.Processamento e anélise das imagens

Apds a aquisicdo das projecdes, as imagens foram exportadas em formato DICOM para
um computador pessoal, onde foram processadas para obtencdo do modelo tridimensional da
distribuicdo do radiofarmaco no 6rgéao alvo (MEJIA; GALVIS-ALONSO; CASTRO; BRAGA
et al., 2010). Para isso, foi desenvolvido um software de reconstrucdes interativa de imagens
baseado no algoritmo de ordered-subsets expectation maximization (OSEM). Para visualizacéo
final das reconstrucdes, foi utilizado o freeware AMIDE Medical Image Data Examiner, sendo
gerados cortes tomograficos nos 3 eixos ortogonais: eixos longos horizontal e vertical, eixo
curto.

A andlise da perfusdo miocéardica foi baseada na construcdo de mapa polar para
avaliacdo quantitativa (planimetria) das areas de defeitos graves (pixels exibindo contagens
abaixo de 50% do pixel de maior contagem), figura 7. A construcdo do mapa polar foi realizada
em parceria com a Faculdade de Medicina de Hannover pelo software MunichHeart®, no
Departamento de Medicina Nuclear da Faculdade de Medicina de Hannover. Apés o célculo
dos mapas polares, as informagdes quantitativas de captacdo foram analisadas aplicando-se a
segmentacdo da superficie miocardica do VE em 16 segmentos (6 basais, 6 médio-ventriculares
e 4 apicais), para permitir analise topogréafica dos defeitos e correlacdo com as analises da
histopatologia que se baseou no mesmo esquema de segmentacdo miocardica.

Mediante comparacdo dos mapas polares obtidos nas imagens de estresse e repouso,
foram identificadas as regides miocardicas exibindo defeitos perfusionais (DP): 1. em repouso
em que a captacdo do radiotracador foi inferior a 50% do méaximo nas imagens em repouso; 2.
reversiveis, caracterizados pela subtracdo da area de DP sob estresse pela area de DP em
repouso (estresse — repouso); 3. paradoxal, caracterizado pela subtracdo da area de DP em
repouso pela area de DP sob estresse (repouso — estresse).
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Figura 7 — Mapa polar

repouso
Anterior

." H.."%

—H—b— B

Mapas polares gerados com divisdo em 16 segmentos e a ponta do apice (descartada da analise): 6 basais, 6 médio-
ventriculares e 4 apicais. A: imagem ilustrativa de um mapa polar de exame em estresse, em azul &rea de captagdo
do radiofarmaco inferior a 50% em relagcdo ao maximo; B: imagem ilustrativa de um mapa polar de exame em
repouso, em branca area de captacdo do radiofdrmaco inferior a 50% em relagdo ao méaximo.

Fonte: Fabricio, C.G. (2022)

3.5.HISTOPATOLOGIA

Ap0s anestesia em niveis mais profundos utilizando-se Ketamina e Xilazina (100 e 10
mg/kg, respectivamente), os animais foram eutanasiados mediante abertura do térax, sendo o
coracdo rapidamente excisado e lavado em solugdo PBS. Em seguida 0s vasos da base assim
como os atrios e ventriculo direito foram descartados de forma cuidadosa para ndo produzir
lesdo na parede ou cavidade ventricular esquerda. Para analise histopatologica foram obtidos
cortes em trés niveis do coracédo (basal, médio-ventricular e apical) com o cuidado de se manter
a mesma orientacdo para a correlacdo topografica com as imagens in vivo.

As amostras do tecido cardiaco foram fixadas em solucéo de formaldeido a 10% por 24
horas, e depois transferidas para alcool 70%. As amostras foram, entdo, progressivamente
desidratadas, embebidas em parafina, cortadas em micr6tomo com 5 pm de espessura e coradas
com hematoxilina-eosina e picrosirius-vermelho para quantificacdo da presenca de inflamagéo

e fibrose, respectivamente.
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3.5.1. Digitalizacao e anélise quantitativa de inflamacéao

As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram escaneadas por um sistema de
analise digital de imagens constituido por um escéaner digital (Scanscope CS System; Aperio
Tecnologies, Inc., CA, USA), com uma objetiva Olympus UPlanSApo 20x com especificacdes
20x/0.75 acoplada ao escaner, gerando arquivos de imagem svs.

Similarmente ao realizado com as imagens de cintilografia, foi realizada a segmentacéo
miocardica do VE em 16 segmentos. Para cada lamina escaneada foram realizadas 9 fotos por
segmento utilizando aumento de 40 vezes, ou seja, as ldaminas foram amostradas utilizando-se
a técnica de amostragem aleatéria uniforme isotropica recomendada pelas normas Sociedade
Americana de Torax e pela Sociedade Europeia Respiratdria para avaliacdo quantitativa das
estruturas, permitindo maior acurécia e precisdo (HSIA; HYDE; OCHS; WEIBEL et al., 2010),
figura 8. Para que a varredura do miocardio fosse completa, em cada um dos 16 segmentos do
VE, foram fotografadas 3 imagens aleatérias de cada camada das paredes do ventriculo
esquerdo: subendocéardio, mesocardio e subepicardio. Dessa forma, foram produzidas 144
imagens para cada animal analisado, que foram analisadas para intensidade de inflamacéo

mediante contagem de células mononucleares.

Figura 8 — Imagem ilustrativa de corte histologico e segmentacdo do ventriculo esquerdo.

Cortes histoldgicos do ventriculo esquerdo mantendo correlacdo topogréfica com as imagens in vivo. Coloracao
de hematoxilina-eosina para quantificagdo de inflamag8o. As marca¢fes em verde representam as areas dos
segmentos utilizados para fotografia de subendocardio, mesocérdio e subepicardio.

Fonte: Fabricio, C.G. (2022)

A contagem da densidade inflamatéria foi realizada manualmente através do reticulo de
Weibel, em que as células inflamatdrias mononucleares foram contadas quando havia
intersecdo com as barras do reticulo, figura 9 (HSIA; HYDE; OCHS; WEIBEL et al., 2010).
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Figura 9 — Imagem ilustrativa da contagem de células inflamatérias mononucleares através do reticulo de Weibel.

Foto de um corte hIStO|OgICO do mesocardio de um animal com CCC utlllzando 0 retlculo de Welbel As contagens
das células inflamatorias foram consideradas quando havia interseccdo entre as barras pretas e as células
mononucleares.

Fonte: Fabricio, C.G. (2022)

3.5.2. Andlise quantitativa e qualitativa da fibrose

As laminas coradas com picrosirius-vermelho foram examinadas em microscépio optico
Novel sob luz polarizada, dos quais foram capturadas imagens com camera Life HD, no
aumento de 40 vezes, seguindo a mesma sistematica de amostragem por segmento do VE e
camada miocardica, como descrito para a analise da inflamacéo, perfazendo um total de 144
fotos por ldamina (figura 10). A quantificacdo das fibras de coldgeno foi medida e expressa como
uma razdo entre a quantidade de fibras e a area total estudada. O resultado final expressa a area
percentual ocupada pelas fibras colagenas em relacdo ao total, conforme descrito
detalhadamente por Silvae cols. (SILVA; PARRA; ZOCOLARO; NARDE et al., 2012). Foram
analisados colagenos tipo | e Ill. As fibras de colageno tipo | aparecem na imagem em luz
polarizada nas cores amarelo ou amarelo-vermelho, sendo também conhecidas como fibras
espessas. As fibras de colageno tipo I11 séo observadas na cor verde, em luz polarizada, também
conhecidas como fibras finas de colageno. Ao final, a quantificacdo das fibras do tipo I e 1ll
foram somadas e nomeadas “fibrose global” para dar a dimensdo total da quantidade de
colageno existente nos tecidos analisados. Em relagdo a analise baseada nas camadas murais do
miocardio ventricular esquerdo, usamos o termo “fibrose total” para nos referirmos a soma das

fibroses nas 3 camadas miocardicas do VE.
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Figura 10 — Imagem ilustrativa de cortes histoldgicos capturada com luz polarizada.

Imagens de corte histoldgicos corados com picrosirius vermelho e capturadas por microscopio 6tico com
incidéncia de luz polariza. A: imagem de subendocérdio; B: imagem de mesocéardio; C: imagem de subepicardio.
Fonte: Fabricio, C.G. (2022)

3.6.ASPECTOS ETICOS DE INVESTIGAGAO ANIMAL
Os animais foram submetidos aos procedimentos sob anestesia, de forma a nao induzir
estresse ou dor. Ndo foram utilizados métodos cruentos ou que submetessem os 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 (Protocolo n® 128/2016), anexo A.

3.7.ANALISE ESTATISTICA

Os dados de variaveis continuas sdo apresentados como média * desvio padrdo da
média, para variaveis paramétricas, ou representadas em mediana (25% - 75%), para as
variaveis ndo paramétricas. As variaveis nominais sdo expressas como frequéncia absoluta (n)
e relativa (%).

O teste Kolmogorov-Smirnov foi empregado para avaliar a distribuicdo amostral
gaussiana das variaveis. Para a avaliacdo das diferencas entre os grupos ao longo de tempo foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) para modelos mistos de medidas repetidas em um
dos fatores (ANOVA de mudltiplos fatores). Andlises post hoc de efeitos simples foram
realizadas para se examinar diferengas intragrupos, em caso de interacdo significativa.

Para comparacdo simultanea das médias das variaveis obtidas apenas na avaliacdo final
(anélises histopatolégicas) nos 3 grupos experimentais, foi aplicado o Teste de ANOVA de
medidas simples, com pos teste de Dunn.

Para as andlises de correlacGes apenas os animais infectados foram utilizados. Para

tanto, foi utilizada a analise de Regressdo Linear e Correlacdo de Pearson quando as varidveis
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apresentavam distribuicdo normal, e o teste de Correlacdo de Spearman quando as variaveis
ndo seguiam uma curva de distribuicdo normal. Estabeleceu-se como nivel de significancia um

valor de p < 0,05, bicaudal.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. CONFIRMACAO DA INFECCAO EXPERIMENTAL
Estudos prévios do grupo de pesquisa da FMRP-USP, utilizando a mesma técnica e
protocolo de infec¢do, confirmaram a infeccdo experimental através de Western-Blot. Naquela
ocasido, todos os animais infectados apresentaram anticorpos anti-T. cruzi no soro (TANAKA,
2019; TANAKA; DE OLIVEIRA; MARIN-NETO; ROMANO et al., 2018). Desta forma,

podemos supor que no presente estudo a infecgdo atuou de maneira semelhante.

4.2. MORTALIDADE E EXCLUSAO
Durante o protocolo, 4 animais morreram, sendo 1 animal do grupo CTR e 3 do grupo
CH. Adicionalmente, outros 5 animais do grupo CTR foram excluidos devido a qualidade sub-
6tima das imagens ou pela presenca de arritmia durante o ecocardiograma. Ao final foram
analisados dados de 6 animais no grupo CTR e 23 animais no grupo CH.

4.3. AVALIACAO BASAL

A média de peso dos animais controles foi de 215,7 + 14,8 gramas e dos animais
infectados foi de 179,6 £ 22,7 gramas, p < 0,01 (teste t ndo pareado).

Na janela temporal de 6 meses apés a infeccdo, a FEVE foi menor no grupo CTR que
nos animais infectados por T. cruzi: 52,5 + 5,05% e 57,6 + 4,2%, respectivamente, p = 0,02. Os
diametros diastolico (DdVE) e sistdlico (DsVE) ndo apresentaram diferenca significativa entre
0s grupos, os animais CTR e CH apresentaram valores de DAVE igual a 7,35 £ 0,30 mme 7,10
+ 0,10 mm (p = 0,30), DsVE igual a 4,75 + 0,18 mm e 4,55 + 0,48 mm (p = 0,34),
respectivamente. Em relacdo ao indice de massa (IMVE) e as espessuras da parede do VE, 0s
animais CTR apresentaram aumento em comparacgao aos CH, com IMVE igual a518,17 + 31,23
o/kg e 441,83 = 77,36 g/kg (p < 0,01), espessura lateral do VE igual 21,38 + 0,10 mme 1,22 +
0,12 mm (p < 0,01), espessura do septo do VE igual a 1,35 £ 0,11 mme 1,26 £ 0,08 mm (p =
0,02), respectivamente. Os valores da excursao sistolica do anel tricuspide — TAPSE (CTR:
1,67 +0,16 mme CH: 1,61 + 0,14 mm; p=0,42) e 0o EMPS (CTR: 1,0+ 0,0 e CH: 1,0 £ 0,02)

ndo foram diferentes entre os grupos estudados.
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Nesta avaliacdo, 13 animais (56,5%) infectados apresentaram alguma éarea de DP em
repouso, 9 com DP reversivel (39,1%) e 7 com DP paradoxal (30,4%), em média 2,08 + 2,73%,
0,94 £ 1,55% e 0,45 + 0,91%, respectivamente. Entre os animais controles, 5 apresentaram DP
em repouso (83,3%), 1 DP reversivel (16,7%) e 4 DP paradoxal (66,7%), em média 2,77 +
2,14% (p = 0,56), 0,45 + 1,10% (p = 0,46) e 1,14 + 1,31% (p = 0,20), respectivamente.

4.4, EVOLUCAO DAS ALTERACOES ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DO
VENTRICULO ESQUERDO
Considerando que valores de FEVE < 44% podem identificar animais com disfuncao
sistolica global ventricular esquerda significativa (BARROS FILHO; MOREIRA; DIAS;
RIBEIRO et al., 2021), em consequéncia da cardiomiopatia crénica da DC. Dessa forma, 0s
resultados do presente estudo mostraram, na avaliacdo final, 8 animais no grupo CH com

disfuncéo sistdlica (CHc: 35%) e 15 animais sem disfuncdo sistolica (CHs: 65%), gréfico 2.

Gréfico 1 — Distribuicdo dos grupos em CTR e CH baseado na FEVE (n = 29).

Controle m Chagas sem disfungdo ® Chagas com disfuncéo

Na analise pareada comparando os resultados da avaliacdo basal e final, os animais dos
grupos CHc (57,8 + 4,0% vs 36,4 + 8,3%, p <0,01) e CHs (57,5 + 4% vs 53,3 = 3,9%, p < 0,01)
apresentaram queda da FEVE ao longo do tempo, diferenca ndo encontrada no grupo CTR (52,5
+5,0% vs 51,3 + 6,2%, p > 0,05), gréfico 3. Na avaliacdo final, a anélise intergrupos, mostrou
que apenas o grupo CHc (36,4 + 8,3%) apresentou diferenca na FEVE quando comparado com
0s demais grupos (CHs: 53,3 + 3,9%; CTR: 51,3 £ 6,2%; p < 0,01), enquanto o grupo CHs néo
se diferenciou do CTR, tabela 1, grafico 3. Os dados da avaliagdo basal e final referentes aos

parametros analisados através do ecocardiograma estao apresentados na tabela 1.
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Os diametros diastélico e sistolico aumentaram significativamente ao longo do tempo
em todos os grupos (grafico 4), entretanto, na avaliagdo final, os animais do grupo CHc
apresentaram valores significativamente maiores de DAVE (8,5 + 0,9 mm), quando comparados
ao grupo CHs (7,7 = 0,4 mm; p < 0,01) e valores maiores de DsVE quando comparados aos
demais grupos (CTR: 5,5 £ 0,5 mm; CHs: 5,3 + 0,5; CHc: 6,6 £ 0,8; p <0,01).

O EMPS também apresentou aumento no grupo CHc em relagdo ao basal (variacdo de
0,2 (0,2-0,9); p<0,01) e aos demais grupos na avaliacao final (CTR: 1,0 (1,0-1,1); CHs: 1,0
(1,0-1,1); CHc: 1,3 (1,2 - 1,9); p <0,01), conforme ilustrado no grafico 5.

Os resultados da avaliagéo utilizando ANOVA de medidas repetidas do IMVE (p =0,1),
espessura da parede lateral (p = 0,6) e da parede do septo (p = 0,5), e os valores de TAPSE (p
=0,6) ndo evidenciaram alteracdo significativa na avaliacdo ao longo do tempo ou na diferenca

entre 0s grupos nas avaliacGes basal e final.

Gréfico 2 — Fracédo de eje¢do do ventriculo esquerdo (n = 29).
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Gréfico de linhas representando os valores obtidos de fracdo de eje¢do do ventriculo esquerdo (FEVE) de cada
grupo nas condicdes basal e final. * p < 0,01 em relacdo ao basal. O valor de p refere-se 8 ANOVA para modelos

mistos.
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Gréafico 3 — Diametros diastolico e sistélico do ventriculo esquerdo (n = 29).
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Gréficos de linhas A) representando os valores obtidos de diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DdVE) de
cada grupo nas condic@es basal e final, e B) representando os valores obtidos de didmetro sistolico do ventriculo
esquerdo (DsVE) de cada grupo nas condicdes basal e final. * p < 0,01 em relacdo ao basal. O valor de p refere-se
a ANOVA para modelos mistos.

Gréafico 4 — Escore de mobilidade parietal segmentar (n = 29).

2.0
1.5 L»
n 4
[
=
o 4
1.0 ‘=.
0.5 I I
Basal Final

=8~ Controle =B~ Chagas sem disfungdo =« Chagas com disfuncéio ‘

Gréfico de linhas representando os valores obtidos do escore de mobilidade parietal segmentar (EMPS) de cada
grupo nas condicdes basal e final. * p < 0,01 em relacdo ao basal. O valor de p refere-se 8 ANOVA para modelos
mistos.
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Tabela 1 — Dados basais, finais do ecocardiograma na divisdo dos animais baseada em grupos por FEVE, nos
animais nos grupos controle, Chagas sem disfuncdo e Chagas com disfuncao ventricular esquerda (n = 29).

CTR (n =6) CHs (n = 15) CHc (n=38) p
basal final basal final basal final ANOVA

FEVE (%) 52,5+5,0 51,3+6,2 57,5+4,6 53,3+ 3,9 578+4,0 36,4 £ 8,3#*} <0,01
DdVE (mm) 73+£0,3 8,3+ 0,4# 7,1+£05 7,7 £0,4# 71+£0,6 8,5 £ 0,9%#7 0,01
DsVE (mm) 48+0,2 55+ 0,5# 45+05 53 +0,5# 4605 6,6 £ 0,8#*F <0,01
IMVE (g/Kg) 518,2+31,2 641,7+116,1 4385+716 5254+694 4480+92,1 656,3+1865 0,10
Esp. Lateral

(mm) 1,4+0,1 1,4+02 1,2+0,1 1,3+0,1 1,2+0,2 1,2+0,1 0,60
Esp. Septo (mm) 0,0+0,1 1,4+02 1,3+0,1 1,3+0,1 1,3%0,1 1,4+0,.2 0,50
TAPSE (mm) 1,702 1,6+0,2 1,6+0,1 15+0,3 1,6 0,2 1,4+0,.2 0,60
EMPS 1,0(1,0-1,0) 1,0(1,0-1,1) 1,0(1,0-1,0) 1,0(1,0-1,0) 1,0(1,0-1,0) 1,3(1,2-1,9)#* <0,01

Dados paramétricos apresentados em média * desvio padréo e dados ndo paramétricos apresentados em mediana
(25% - 75%). Resultado de avaliacdo pos-teste de ANOVA de medidas repetidas: # diferenca significativa vs dados
da avaliacdo basal no mesmo grupo; * diferenga significativa vs grupo CTR na avaliagdo final; 1 diferenca
significativa vs CHs na avaliagdo final. Legenda: CTR: controle; CHs: Chagas sem disfuncéo sistolica; CHc:
Chagas com disfuncéo sistélica; FEVE (fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo); DAVE (didmetro diastolico final
do ventriculo esquerdo); DSVE (didmetro sistolico final do ventriculo esquerdo); IMVE (indice de massa do
ventriculo esquerdo); Esp. Latera (espessura da parede lateral); Esp. Septo (espessura da parede septal); TAPSE
(excursdo sistolica do anel tricaspide); EMPS (escore de mobilidade parietal segmentar).

4.5. ANALISE DA INFLAMACAO E FIBROSE NO MIOCARDIO

Na avaliacdo histopatolégica ndo foram visualizados parasitas nas formas
tripomastigotas (extracelular) ou amastigotas (intracelular) na fase crénica da doenca de
Chagas, 8 meses apds a infec¢do parasitaria.

A analise histopatoldgica realizada na avaliacéo final mostrou que os animais infectados
com T. cruzi, independente de apresentar disfuncéo sistolica, apresentaram maiores indices de
infiltrado mononuclear quando comparados com o grupo CTR (p = 0,03 - ANOVA de medidas
simples), tabela 2. Ressalte-se que apenas o grupo CHs exibiu diferenca significativa em relagéo
ao grupo CTR na andlise pos-teste, ainda que o valor observado no CHc seja bastante
comparavel ao observado no CHs (tabela 2). Na figura 11-A a formacdo do infiltrado
inflamatdrio mononuclear se apresenta de forma focal, porém difusa em todo tecido miocardico.

As fibras de colageno foram observadas especialmente circundando as fibras
musculares peremisiais e ao redor dos vasos coronarios. Em relacdo a avaliacdo da fibrose
tecidual global levando em conta toda a extensdo da parede do ventriculo esquerdo, ndo foi
identificada diferenca significativa entre os grupos estudados utilizando a anélise ANOVA de
medidas simples, p > 0,05 (tabela 2). O resultado se mantém ap0s analisarmos os diferentes
tipos de fibras de colageno presentes no miocardio (fibras espessas e fibras finas), novamente
sem levarmos em conta as camadas da parede ventricular esquerda (tabela 2). A figura 11-B

apresenta cortes histopatoldgicos representativos da analise da fibrose nos grupos investigados.
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Tabela 2 — Dados de infiltrado mononuclear e fibrose transmural na divisdo dos animais baseada em grupos por
FEVE, nos grupos controle e Chagas sem e com disfuncdo sistélica (n = 29).

CTR (n =6) CHs (n=15) CHc (n=18) p - ANOVA
1M 0,41+£0,32 1,00 £ 0,49* 1,04 £ 0,54 0,03
Fibrose global (%) 0,78 £0,23 0,83 +0,16 0,94 £ 0,20 0,24
fibras espessas (%) 0,42 +0,12 0,47 £ 0,08 0,52 +0,16 0,25
fibras finas (%) 0,37+£0,12 0,36 £ 0,08 0,42 £ 0,08 0,31

* p<0,05 vs Controle utilizando o teste ANOVA de medidas simples

Legenda: 1IM: indice de infiltrado mononuclear; CTR: controle; CHs: Chagas sem disfuncéo sist6lica; CHc:
Chagas com disfuncao sistélica.

Figura 11 — Cortes histologicos representativos corados com hematoxilina-eosina e picrosirius-vermelho.

A Hematoxilina - Eosina B Picrosirius vermelho

CHs

CHc

Legenda: CTR (controle), CHs (Chagas sem disfuncdo sistolica ventricular esquerda), CHc (Chagas com
disfuncdo sistolica ventricular esquerda).

A: Cortes histologicos representativos corados com Hematoxilina — Eosina (painéis a esquerda), e B: corados
com picrosirius vermelho (painéis a direita). Observa-se nos animais infectados por T. cruzi apresentam pontos
focais de infiltrado inflamatério mononuclear difuso e sem aumento significativo na extensdo de fibrose
intersticial global.

Fonte: Fabricio, C.G. (2021).
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4.5.1. Inflamagéo e fibrose nas camadas da parede miocéardica

Em anélise histopatoldgica mais detalhada, foram avaliadas as camadas do
subendocéardio, mesocardio e subepicardio de cada corte histoldgico (tabela 3). Os resultados
dessa analise para intensidade da inflamagdo mostraram que a camada subendocardica se
destaca nos animais CHc por estar aumentada em relacdo aos animais controle (p = 0,04). No
mesocardio, ambos os grupos infectados apresentaram maior intensidade de inflamacdo quando
comparados ao controle (p = 0,01), independente de apresentar disfuncdo sistolica. Ja a camada
subepicardica chama a atencao por nao se diferenciar entre os grupos estudados (p = 0,14),
conforme observado na tabela 3.

O indice de fibrose foi analisado por camadas miocérdicas e pela presenca de fibras de
colageno espessas e finas (tipo | e Il e tipo 111, respectivamente). Os resultados da avaliacdo de
ambas as fibras, espessas e finas, revela que apenas na camada subendocéardica do grupo CHc
apresenta aumento significativo em relacdo ao grupo CTR, p = 0,03 e 0,049, respectivamente
(tabela 3). Na analise de fibrose global evidenciou-se diferenca significativa entre os grupos
unicamente na camada subendocérdica, porém sem diferenca entre 0s grupos no pos-teste.

Em uma analise enderecando especificamente as diferencas entre os grupos por tipo de
fibra de colageno, o grupo Chagas sem disfuncéo sistélica mostrou diferenca significativa entre
os valores totais (todas as camadas somadas) das fibras espessas e fibras finas (p = 0,0017). Os
grupos controle (p = 0,55) e grupo Chagas com disfuncdo (p = 0,13) ndo mostraram essa
diferenca. Na camada subendocardica, o grupo controle ndo apresentou diferenca significativa
entre os tipos de fibras (p = 0,13), enquanto os grupos Chagas sem e com disfuncéo
apresentaram aumento significativo da fibra espessa em relacgéo a fibra fina (p < 0,001 e p =
0,01, respectivamente), tabela 3.
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Tabela 3 — Dados de infiltrado inflamatério mononuclear e fibrose transmural na divisdo dos animais baseada em
grupos por FEVE, nos grupos controle e Chagas sem e com disfuncdo sistélica (n = 29).

Fibrose
1M fibras espessas fibras finas global
Controle (n =6)
Subendocérdio 0,38 £ 0,22 0,27 £ 0,10 0,19 £ 0,07 0,45+ 0,15
Mesocardio 0,11 +£0,08 0,35+£0,10 0,34 £0,13 0,69 £0,21
Subepicardio 0,73+0,89 0,62 £ 0,20 0,57+£0,18 1,18+ 0,37
Total 0,41+0,32 0,42 £ 0,12 0,37+0,12 0,78 £0,23
Chagas sem disfuncéo (n = 15)
Subendocardio 0,87 £0,41 0,40 £ 0,12 0,22 £ 0,06 0,63+0,16
Mesocéardio 0,55+ 0,37* 0,39+0,12 0,33+0,11 0,72+0,22
Subepicérdio 1,60+ 0,80 0,61+0,12 0,54 +0,13 1,15+0,24
Total 1,00 + 0,49* 0,47 £ 0,08 0,36 £ 0,08 0,83+0,16
Chagas com disfuncéo (n = 8)
Subendocérdio 1,02 £ 0,62* 0,46 + 0,16* 0,28 + 0,09* 0,74 +0,18
Mesocéardio 0,70 £ 0,44* 0,41+0,10 0,36 £ 0,12 0,77+0,16
Subepicérdio 1,40 +0,97 0,70+ 0,25 0,64 £+ 0,09 1,34 +0,32
Total 1,04 +0,54 0,52 +£0,16 0,42 £ 0,08 0,94 £ 0,20
p - ANOVA medidas simples
Subendocérdio 0,04 0,03 0,049 0,01
Mesocardio 0,01 0,62 0,81 0,78
Subepicéardio 0,14 0,50 0,28 0,34
Total 0,03 0,25 0,31 0,24

* pOs-teste de comparagBes multiplas de Tukey-Kramer = p < 0,05 vs. Controle.

4.5.2. Correlacdes entre alteracbes histopatoldgicas e parametros estruturais e
funcionais do ventriculo esquerdo
A andlise de correlagdo foi realizada contemplando apenas os animais cronicamente
infectados pelo T. cruzi, excluindo os animais controle dessa analise. O objetivo dessas
correlacOes é destacar as alteragdes de funcéo e dimensdes cardiacas em consequéncia da piora
da inflamac&o e fibrose causada pela infec¢do crénica da doenca de Chagas.
Os resultados de correlacéo entre o indice de inflamagéo e a funcéo sistélica do VE nao
mostram correlacdo significativa no total de inflamacédo (p = 0,16) e nem quando a inflamacao
foi analisada por camadas transmurais (subendocardio: p = 0,17; mesocardio: p = 0,18;

subepicéardio: p = 0,41), conforme sdo apresentados no grafico 6.
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A andlise de correlagdo entre o indice de fibrose total (p = 0,16) e por camadas
transmurais (subendocardio: p = 0,16; mesocéardio: p = 0,77; epicéardio: p = 0,08) e a funcéo
sistdlica do VE também ndo mostraram correlacdo significativa, conforme sdo apresentados no
gréfico 7.

Analisando mais detalhadamente o subendocérdio, ja que este se apresentou mais
sensivel as alteragdes nas fibras de coldgeno (dados mostrados na tabela 3), o tipo de fibra de
colageno e sua correlagdo com a funcdo sistolica, é possivel observar correlacdo negativa,
moderada e significativa entre as fibras finas de coldgeno no subendocardio e a fracdo de ejecéao
do ventriculo esquerdo, p = 0,009 e r = -0,54 (grafico 8-A). Ou seja, quanto maior a
porcentagem de area afetada pelas fibras finas de colageno, menor é a FEVE do animal. Essa
correlacdo ndo se mantém significativa na analise com as fibras espessas no subendocardio, p
= 0,67 (gréfico 8-B).

As fibras finas de coldgeno na camada subendocérdica também se mostraram mais
sensiveis em se correlacionar com o didmetro sistolico final do ventriculo esquerdo, p = 0,01 e
r = 0,52 (grafico 9-A), enquanto que as fibras espessas ndo se correlacionam com o diametro
sistélico final do VE, p = 0,15 (gréfico 9-B).

O escore de mobilidade parietal segmentar também se correlacionou significativa e
positivamente, com coeficiente moderado, com as fibras finas de coldgeno no subendocérdio,
p = 0,003 e r = 0,6 (grafico 10-A). Em se tratando das fibras espessas de coldgeno no
subendocérdio essa correlacdo ndo aparece quando com EMPS, p = 0,16 e r = 0,3 (gréafico 10-
B).
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Gréfico 5 — Correlacdo entre o indice de inflamag&o e a funcéo sistolica do ventriculo esquerdo (n = 23).
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Os graficos de dispersdo estdo ilustrando a correlagdo, ndo significativa, entre os valores individuais do indice de inflamagdo nos animais infectados e a fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo. Foi utilizado o teste correlacdo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlacdo. A: inflamacéo total e FEVE. B: inflamagdo na camada subendocérdica
e FEVE. C: inflamacdo na camada mesocéardica e FEVE. D: inflamagdo na camada subepicardica e FEVE. Legenda: 1IM: indice de infiltrado mononuclear; FEVE: fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo.



65

Gréafico 6 — Correlacdo entre fibrose e a funcéo sistolica do ventriculo esquerdo (n = 23).
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Os graficos de dispersdo estéo ilustrando a correlagdo, ndo significativa, entre os valores individuais fibrose nos animais infectados e a fragéo de ejecdo do ventriculo esquerdo.
Foi utilizado o teste correlacdo de Pearson, em que r € o coeficiente de correlagdo. A: fibrose total e FEVE. B: fibrose na camada subendocérdica e FEVE. C: fibrose na camada
mesocérdica e FEVE. D: fibrose na camada subepicéardica e FEVE. Legenda: FEVE: fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo.
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Grafico 7 — Correlacdo entre as fibras fina e espessa de colageno no subendocardio e a funcéo sistélica do
ventriculo esquerdo (n = 23).
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Gréfico de dispersdo ilustrando a A) correlacdo significativa e negativa entre as porcentagens de area afetadas
pelas fibras finas de coldgeno no subendocérdio e a fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; e B) correlacdo, ndo
significativa, entre as porcentagens de area afetadas pelas fibras espessas de coldgeno no subendocérdio e a fragao
de ejecdo do ventriculo esquerdo. Foi utilizado o teste correlacdo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlaco.
Legenda: FEVE: fracdo de eje¢do do ventriculo esquerdo.
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Gréafico 8 — Correlacdo entre as fibras fina e espessa de colageno no subendocardio e o diametro sistélico final do
ventriculo esquerdo (n = 23).
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Gréfico de dispersdo ilustrando a A) correlacdo significativa, positiva e moderada entre as porcentagens de area
afetadas pelas fibras finas de colageno no subendocérdio e o didmetro sistélico final do ventriculo esquerdo; e B)
correlacdo, ndo significativa, entre as porcentagens de &rea afetadas pelas fibras espessas de coldgeno no
subendocardio e o didametro sistélico final do ventriculo esquerdo. Foi utilizado o teste correlagdo de Pearson, em
que r é o coeficiente de correlacdo. Legenda: DsVE: didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo.
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Grafico 9 — Correlacao entre as fibras fina e espessa de colageno no subendocardio e o escore de mobilidade
parietal segmentar (n = 23).
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Gréfico de dispersdo ilustrando a A) correlacdo significativa, positiva e moderada entre as porcentagens de area
afetadas pelas fibras finas de colageno no subendocérdio e o escore de mobilidade parietal segmentar; e B)
correlacdo, ndo significativa, entre as porcentagens de &rea afetadas pelas fibras espessas de coldgeno no
subendocardio e o escore de mobilidade parietal segmentar. Foi utilizado o teste correlagdo de Pearson, em que r
é o coeficiente de correlagéo.

4.6.TIPOS DE DEFEITO DE PERFUSAO MIOCARDICA
Por meio do SPECT de alta-resolu¢do com Sestamibi-Tc99m, foi avaliada a presenca
de defeitos perfusionais miocardicos nos animais em repouso e sob estresse farmacoldgico com
dobutamina. A partir desta avaliacdo as areas de defeitos de perfusdo foram classificadas em
DP em repouso, DP reversivel e DP paradoxal. A figura 12 apresenta um exemplo ilustrativo
das imagens de SPECT de alta-resolucéo de imagens de perfusdo, com os cortes tomograficos

e 0s mapas polares resultantes dos exames em repouso e sob estresse.
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Figura 12 — Imagem ilustrativa do estudo de perfusdo miocardica sob estresse farmacolégico e em repouso.
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Figura ilustrando o estudo de perfusdo miocardica (SPECT de alta-resolu¢do com 99mTc-Sestamibi) em um
animal cronicamente infectado por T. cruzi. O conjunto superior mostra imagens do exame realizado sob estresse
farmacoldgico com dobutamina e o conjunto inferior mostra as imagens do exame realizado em repouso. Em cada
conjunto sdo mostrados os cortes tomograficos (A), sendo que a fileira superior mostra cortes tomograficos de
eixo curto e as fileiras inferiores mostram cortes tomograficos eixo longo vertical (& esquerda) e eixo longo
horizontal (& direita). Mapas polares resultantes sdo mostrados nos campos (B), com delineamento das area de
hipocaptagdo significativa (< 50% em relagdo ao pixel de maxima captacdo), sdo mostrados em azul (imagens de
estresse) ou branco (imagens em repouso).

Fonte: Fabricio, C.G. (2022).

Na avaliacdo final todos os 23 animais infectados por T. cruzi apresentaram algum grau
de DP em repouso, com area média de DP de 7,5 + 6,5%, os DP sob estresse apresentaram area
média de 8,2 + 7,6%, porém 4 animais ndao manifestram reducdo da captacdo do radiotracador
neste tipo de exame. Dentre os animais que revelaram DP sob estresse farmacoldgico, 12
apresentaram DP reversivel, com area média de DP de 2,2 £ 3,1%, e 11 animais algum grau de
DP paradoxal, area de média de DP de 1,5 + 2,8%. A tabela 4 apresenta os resultados dos
exames basais e finais da area percentual de superficie do miocardio afetada por defeito de
perfusdo considerando um ponto de corte de 50% abaixo do limiar maximo, nos diferentes
grupos analisados (controle, Chagas sem e com disfuncéo sistolica).

A ANOVA para modelos mistos mostrou interacdo significativa tempo vs grupo entre
0s grupos quando se trata de defeito de perfusdo em repouso (p = 0,03), mas ndo para 0s demais
tipos de defeito analisados. As analises post hoc mostraram que a area de defeito de perfuséo

miocardica em repouso no grupo controle ndo apresentou diferenca significativa ao longo do
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tempo (p > 0,05), enquanto que ambos 0s grupos infectados cronicamente por T. cruzi
mostraram aumento significativo das areas de defeitos perfusionais em repouso entre as
avaliacdes basal e final (ambos com p < 0,01). Contudo, o grupo Chagas com disfungédo
mostrou aumento da area de DP em repouso na avaliacao final em relacdo aos demais grupos
(p = 0,03 vs controle e p = 0,01 vs Chagas sem disfuncéo), como apresentado no gréfico 11. Os
graficos 12 e 13 apresentam a evolucdo temporal dos defeitos de perfusdo reversivel e
paradoxal, respectivamente.

Tabela 4 — Resultados basais e finais da cintilografia miocardica nos animais nos grupos controle, Chagas sem
disfuncéo e Chagas com disfuncéo ventricular esquerda (n = 29).

CTR (n =6) CHs (n=15) CHc (n=8) p
basal final basal final basal final ANOVA
DP repouso (%) 28+21 49+ 22 12+19 56+ 44# 22+20 11,2+ 89#* 0,03
DP reversivel (%) 05+11 28+23 10+19 23+35 14%21 21+ 27 0,70
DP paradoxal (%) 11+13 01+03 03+05 16+34 0,715 14+ 20 0,20

# vs dados no basal; * vs grupo CTR na avaliagdo final; T vs grupo CHs na avalia¢do final utilizando o teste
ANOVA de medidas repetidas. Legenda: DP: defeito de perfusdo; CTR: controle; CHs: Chagas sem disfuncéo
sistolica; CHc: Chagas com disfungdo sistolica.

Grafico 10 — Area de defeito de perfusdo em repouso (n = 29).
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Grafico de linhas representando os valores obtidos da area de defeito de perfusdo em repouso de cada grupo nas
condices basal e final. ** p < 0,01 em relacdo ao basal e ****p < 0,05 em relacdo ao basal e aos demais grupos
na avaliacdo final. O valor de p refere-se a ANOVA para modelos mistos.
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Gréfico 11 — Area de defeito de perfusdo reversivel (n = 29).
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Gréfico de linhas representando os valores obtidos da area de defeito de perfusdo reversivel de cada grupo nas
condicGes basal e final.

Grafico 12 — Area de defeito de perfusdo paradoxal (n = 29).
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Gréfico de linhas representando os valores obtidos da area de defeito de perfusdo paradoxal de cada grupo nas
condices basal e final.

4.6.1. Correlacéo entre os tipos de defeito de perfuséo e as alteragOes estruturais e
funcionais do ventriculo esquerdo
Dentre os tipos de defeito de perfusdo miocardicos avaliados na cintilografia, apenas o

DP em repouso apresentou correlacdo significativa com a fracdo de ejecdo dos animais com
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doenca de Chagas. E mostrado no grafico 14-A que essa correlaco se apresenta negativa e
moderada, desta forma, quanto maior a &rea percentual de defeito de perfusdo em repouso,
menor é a funcao sistolica global desses animais (r =-0,5 e p = 0,02). As porcentagens de area
de defeito reversivel e paradoxal ndo se correlacionam significativamente com a FEVE, p =
0,24 e 0,11, respectivamente (graficos 14-B e 14-C).

Gréafico 13 — Correlacdo entre a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e as areas de defeito de perfuséo
miocérdica (n = 23).
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Gréficos de dispersdo ilustrando a A) correlacdo significativa, negativa e moderada entre a porcentagem de area
afetada pelo DP em repouso e a FEVE. B) correlagdo, ndo significativa, entre a porcentagem de area afetada pelo
DP em reversivel e a FEVE. C) correlacédo, nao significativa, entre a porcentagem de area afetada pelo DP em
paradoxal e a FEVE. Foi utilizado o teste correlagéo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlacéo. Legenda:
FEVE: fracdo de eje¢do do ventriculo esquerdo; DP: defeito de perfusao.
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Em relacdo aos parametros de remodelamento estrutural cardiaco, didmetro diastolico e
sistdlico final do VE, apenas a area de defeito de perfusdo em repouso apresenta correlacao
significativa positiva e forte. Ou seja, quanto maior a area afetada por defeito perfusional em
repouso, maior é o didmetro do VE em sistole (r = 0,79 e p < 0,01) e em diastole (r=0,83 e p

< 0,01), a representacdo grafica 15 apresenta esses dados.

Grafico 14 — Correlag@es entre os diametros sistdlico e diastélico final do ventriculo esquerdo e a porcentagem de
area afetada por defeito de perfusdo miocéardico em repouso (n = 23).
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Gréfico de dispersdo ilustrando a A) correlagdo significativa, positiva e forte entre a porcentagem de area afetada
pelo DP em repouso e 0 DSVE; e B) correlagdo significativa, positiva e forte entre a porcentagem de area afetada
pelo DP em repouso e o DAVE. Foi utilizado o teste correlagdo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlacdo.
Legenda: DsVE: diametro sist6lico do ventriculo esquerdo; DAVE: diametro diastdlico do ventriculo esquerdo;

DP: defeito de perfuséo.
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Os demais DP ndo apresentam correcdo significativa com o0s parametros de
remodelamento estrutural cardiaco, como apresentado no grafico 16 para os DP reversiveis (p
= 0,54 e p = 0,8, respectivamente para DsVE e DdAVE) e no grafico 17 para os DP paradoxais
(p =0,55e p =0,62, respectivamente para DSVE e DAVE).

Gréafico 15 — Correlacdes entre os diametros sistélico e diastolico final do ventriculo esquerdo e a porcentagem de
area afetada por defeito de perfusdo miocardico reversivel (n = 23).
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Gréfico de dispersao ilustrando a A) correlagdo, ndo significativa, entre a porcentagem de area afetada pelo DP
reversivel e 0 DsVE; e B) correlacdo, ndo significativa, entre a porcentagem de area afetada pelo DP reversivel e
o DdVE. Foi utilizado o teste correlacdo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlacdo. Legenda: DsSVE:
diametro sistolico do ventriculo esquerdo; DAVE: diametro diastolico do ventriculo esquerdo; DP: defeito de

perfuséo.
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Gréafico 16 — Correlacdes entre os diametros sistélico e diastolico final do ventriculo esquerdo e a porcentagem de
area afetada por defeito de perfusdo miocardico paradoxal (n = 23).
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Gréfico de dispersao ilustrando a A) correlagdo, ndo significativa, entre a porcentagem de area afetada pelo DP
paradoxal e 0 DSVE; e B) correlagdo, ndo significativa, entre a porcentagem de area afetada pelo DP paradoxal e
o DdVE. Foi utilizado o teste correlagdo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlagdo. Legenda: DSVE:
didmetro sistolico do ventriculo esquerdo; DAVE: didametro diastolico do ventriculo esquerdo; DP: defeito de

perfuséo.

Com relacdo ao escore de mobilidade parietal segmentar, ndo houve correlacdo
significativa com o tamanho da &rea de defeito de perfusdo na cintilografia, independentemente
do tipo de defeito avaliado (p = 0,08, 0,79 e 0,51, respectivamente em repouso, reversivel e

paradoxal), grafico 18.
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Gréafico 17 — Correlacéo entre o escore de mobilidade parietal segmentar e a porcentagem de area afetada por
defeito de perfusdo miocardico (n = 23).
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Gréfico de dispersao ilustrando a A) correlagdo, ndo significativa, entre a porcentagem de area afetada pelo DP
em repouso e 0 EMPS; B) correlacéo, ndo significativa, entre a porcentagem de area afetada pelo DP reversivel e
0 EMPS; e C) correlacdo, ndo significativa, entre a porcentagem de éarea afetada pelo DP paradoxal e 0 EMPS.
Foi utilizado o teste correlacdo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlagdo. Legenda: EMPS: escore de
mobilidade parietal segmentar; DP: defeito de perfusdo.
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47.ALTERACOES  HISTOPATOLOGICAS RELACIONADAS A
PRESENCA DE DEFEITO DE PERFUSAO MIOCARDICA EM
REPOUSO
Dentre os animais cronicamente infectados com doenca de Chagas, na avaliacéo final,

14 animais (61%) apresentaram areas de DP em repouso > 5%. Areas de DP em repouso abaixo
de 5% foram consideradas insignificantes e passiveis de viés e ndo foram consideradas. Partindo
desta analise, os animais com defeito em repouso apresentaram aumento significativo do indice
de infiltrado mononuclear em todas as camadas transmurais (subendocéardio, mesocardio e
subepicardio) quando comparados aos controles, conforme apresentado na tabela 5.

A tabela 5 também apresenta os resultados da analise de fibrose transmural, tanto para
fibras espessas e finas de colageno e fibrose global. Na avaliacdo total, ndo houve diferenca
entre os grupos em nenhum tipo de fibra de colageno (fibras espessas: p = 0,38, fibras finas: p
= 0,71), assim como na global (p = 0,47). Contudo, quando analisadas por camadas, 0
subendocérdio se destaca na avaliacdo de fibrose global no grupo CH com DP em repouso,
sendo maior que o apresentado pelos controles na analise pds-teste (p = 0,03), aspecto que ndo
se reproduz para as demais camadas. Analisando o tipo de fibra de colageno, as fibras espessas
também apresentaram aumento no subendocérdio dos grupos CH, com e sem DP em repouso,
em comparacdo com o CTR (p = 0,03) e, mais uma vez, ndo se verifica esse aumento nas demais
camadas da parede do VE.

Analisando a diferenca existente entre os tipos de fibras de colageno, o resultado total
das camadas mostra diferenga apenas no grupo Chagas sem defeito de perfuséo (p < 0,001),
revelando maior predominancia da fibra espessa, enquando que nos demais grupos ndo ha
diferenca entre os tipos de fibras (CTR: p = 0,12; CH com DP: 0,57). Observando a diferenca
entre as fibras na camada subendocérdica, a fibra espessa se destaca com aumento significativo
em todos os grupos analalisados (CTR: p = 0,004; CH sem DP: p < 0,001; CH com DP: p =
0,001), tabela 5.

A figura 13 apresenta exemplos de associagédo entre a presenca de defeito de perfusao
em repouso e a queda da FEVE na avaliacdo final, com as alteracOes histopatologicas do

miocardio ventricular esquerdo.



Tabela 5 — Resultados de inflamacé&o e fibrose transmural nos grupos controle e Chagas sem e com defeito de
perfusdo em repouso (n = 29).

Fibrose
1M fibras espessas fibras finas global
Controle (n = 6)
Subendocardio 0,38 £ 0,22 0,27+ 0,10 0,19 £ 0,07 0,45+0,15
Mesocardio 0,11 £ 0,08 0,35+0,10 0,34 +0,13 0,69+0,21
Subepicérdio 0,73+0,89 0,62+ 0,20 0,57+0,18 1,18 + 0,37
Total 0,41+0,32 0,42+0,12 0,37+£0,12 0,78 £0,23
Chagas sem defeito de perfusdo em repouso (n = 9)
Subendocardio 0,75+ 0,44 0,44 £ 0,12* 0,23 £ 0,05 0,67 £0,15
Mesocardio 0,55+0,33 0,40 £ 0,13 0,33+0,12 0,73+0,23
Subepicérdio 1,50+ 0,73 0,60+0,11 0,54 £0,13 1,14+0,21
Total 0,93+£0,43 0,48 £ 0,08 0,37 £0,08 0,85+0,13
Chagas com defeito de perfusdo em repouso (n = 14)
Subendocardio 1,05 + 0,50* 0,42 £ 0,14* 0,25+ 0,08 0,67 +0,18*
Mesocardio 0,64 £ 0,44* 0,40£0,10 0,34+0,11 0,75+0,19
Subepicardio 1,57 +0,97* 0,68+ 0,20 0,60 £ 0,12 1,27+ 0,30
Total 1,09 + 0,55* 0,50 £ 0,13 0,40 £ 0,08 0,90 £ 0,20
p - ANOVA de medidas simples
Subendocardio 0,02 0,03 0,19 0,03
Mesocérdio 0,02 0,63 0,97 0,86
Subepicérdio 0,03 0,58 0,61 0,54
Total 0,03 0,38 0,71 0,47

* diferenga significativa vs grupo Controle. Legenda: 1IM: indice de infiltrado mononuclear.
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Figura 13 — Mapas polares, inflamacéo e fibrose global em animais Chagas com e sem disfuncéo ventricular esquerda
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Imagens ilustrativas de animais do grupo Chagas, apresentando nos quadros a esquerda os mapas polares basal e final (indicado em branco as areas de defeito perfusional em
repouso). Nos quadros centrais ilustram-se cortes histolégicos representativos do infiltrado inflamatério mononuclear (hematoxilina-eosina), com valores da analise quantitativa
da intensidade da inflamacdo mostrado no campo superior esquerdo de cada imagem. Nos quadros mais a direita mostram-se cortes histolégicos corados com picrosirius-
vermelho observados com luz polarizada e mostrando os diferentes componentes de fibrose. No painel superior esté representado um animal do grupo Chagas sem disfuncéo
que ndo exibiu defeito perfusional na avaliacdo final, a FEVE final = 61% e o DdVE final = 7,9 mm. No painel inferior esta ilustrado um animal do grupo Chagas que evoluiu
com disfuncdo e aumento significativo da area de defeito perfusional em repouso na avaliacdo final (area = 11,4%), a FEVE na avaliacdo final = 20% e DdVE = 8,3 mm.
Observa-se maior intensidade da inflamagéo e da fibrose no animal com CCC exibindo aumento do defeito de perfuséo e queda da FEVE.
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4.7.1. Correlacdes entre o tamanho do defeito de perfusdo em repouso e a topografia
da inflamacéo e fibrose

A extensdo do infiltrado inflamatorio mononuclear se correlacionou positivamente e
moderadamente com a extensdo do DP em repouso apenas na camada subendocardica, p = 0,01
e r = 0,55 (gréfico 19). As demais andlises de correlacdo entre o processo inflamatorio e a
presenca de DP repouso nédo se correlacionaram (I1M total: p = 0,21; IIM no mesocérdio: p =
0,07; 1IM no epicardio: p = 0,91), dispersdo apresentada no grafico 19.

Ao analisar a correlacdo entre a presenca de fibrose global e o defeito de perfusdo em
repouso, nenhuma camada transmural apresentou correlacdo significativa (fibrose no
subendocérdio: p = 0,33; fibrose no mesocardio: p = 0,54; fibrose no subepicardio: p = 0,06),
assim como o total (p = 0,13), dados apresentados no gréfico 20.

Com relacdo ao tipo de fibra de colageno que afeta a camada subendocardica, ndo houve
correlacdo significativa entre a extensdo do defeito de perfusdo em repouso e a area das fibras
finas de colageno (p = 0,27) ou das fibras espessas de colageno (p = 0,5), conforme apresentado

no gréfico 21.
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Gréfico 18 — Correlacgdo entre os indices de infiltrado mononuclear e a porcentagem de area de defeito de perfusdo em repouso (n = 23).
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Os gréficos de disperséo estdo ilustrando a correlacdo entre os valores individuais de inflamagdo nos animais infectados e o defeito de perfusdo em repouso. Foi utilizado o teste
correlagdo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlagdo. A: inflamacéo total e DP em repouso. B: inflamacdo na camada subendocérdica e DP em repouso. C: inflamacéo

na camada mesocéardica e DP em repouso. D: inflamagéo na camada subepicardica e DP em repouso. Legenda: 1IM: indice de infiltrado mononuclear; DP: defeito de perfusdo.



Gréafico 19 — Correlacdo entre os indices de fibrose global e a porcentagem de area de defeito de perfusdo em repouso (n = 23).
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Os graficos de dispersdo estdo ilustrando a correlagdo entre os valores individuais de fibrose nos animais infectados e o defeito de perfusdo em repouso. Foi utilizado o teste
correlacdo de Pearson, em que r é o coeficiente de correlacdo. A: fibrose total e DP em repouso. B: fibrose na camada subendocéardica e DP em repouso. C: fibrose na camada
mesocardica e DP em repouso. D: fibrose na camada subepicardica e DP em repouso. Legenda: DP: defeito de perfusao.
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Gréafico 20 — Correlacdo entre as fibras de colageno no subendocardio e a porcentagem de area de defeito de

perfusdo em repouso (n = 23).
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Os graficos de dispersdo estdo ilustrando a correlagdo entre os valores individuais de fibras de colageno no
subendocérdio nos animais infectados e o defeito de perfusdo em repouso. Foi utilizado o teste correlacdo de
Pearson, em que r € o coeficiente de correlacdo. A: fibra de coldgeno fino na camada subendocardica e DP em
repouso. B: fibra de coldgeno grosso na camada subendocéardica e DP em repouso. Legenda: DP: defeito de

perfuséo.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos a evolucdo temporal das alteracbes de estrutura e funcédo
ventricular esquerda e dos defeitos perfusionais miocardicos na cardiomiopatia cronica da
doenca de Chagas por meio de métodos de imagem de alta-resolucao in vivo, ap6s 6 e 8 meses
da infeccdo intraperitoneal com 35.000 formas tripomastigotas de cepa Y do T. cruzi em
hamsters sirios. Pioneiramente, estudamos a presenca e progressao de defeitos perfusionais
miocardicos reversiveis e paradoxais neste modelo experimental. Em seguida, os achados in
vivo foram correlacionados topograficamente com as alteragdes de inflamacdo e fibrose
observadas na totalidade e por camadas transmurais do tecido miocéardico. Por fim, os tipos de
fibra de colageno | e Il também foram correlacionados com os resultados dos exames de

imagem in vivo.

Sobre 0 modelo experimental e fases de evolucéo da CCC

Como ja citado anteriormente, a doenca de Chagas apresenta uma fase aguda com
duracdo de, aproximadamente, 30 a 90 dias em humanos, podendo ser assintomatica ou
apresentar manifestacGes cardiovasculares. Estudos anteriores mostram que o modelo
experimental de CCC no hamster utilizado no presente estudo também reproduz uma fase aguda
com queda significativa da funcéo sistolica ventricular esquerda cerca de 15 dias ap6s a
infeccdo por T. cruzi (VARGAS; DIAS; MOREIRA; SIMOES et al., 2020). Logo apds a fase
aguda, os animais neste modelo, entram em uma fase de aparente quiescéncia da doenga,
comparavel, a grosso modo, & forma indeterminada da CCC vista nos humanos. Dessa forma,
aos 6 meses ap6s a infeccdo, a fungdo sistélica do VE dos animais infectados ndo difere
significativamente dos animais controle (TANAKA, 2019; TANAKA; DE OLIVEIRA;
MARIN-NETO; ROMANO et al., 2018). Os resultados obtidos no presente estudo, confirmam
essa evolucdo temporal da disfuncdo miocéardica desse modelo de CCC no hamster.

Ja na fase cronica mais tardia da doenca, 8 meses ap0s a infeccao, é possivel observar
reducdo da fracdo de ejecdo e alteracdo nos parametros de remodelamento cardiaco (BILATE;
SALEMI; RAMIRES; DE BRITO et al., 2003; OLIVEIRA; ROMANO; CARVALHO; MEJIA
et al., 2016; TANAKA; DE OLIVEIRA; MARIN-NETO; ROMANO et al., 2018). Nossos
dados novamente corroboram os resultados encontrados por esses estudos anteriores. Por outro
lado, observamos também significativa heterogeneidade no desenvolvimento da disfungédo

miocardica, que ocorreu em aproximadamente 35% dos cronicamente infectados pelo T. cruzi,
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taxa que se assemelha ao encontrado em humanos (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010), em
que cerca de 30% os pacientes com CCC progridem com disfuncéo sistolica global, dilatagdo
das camaras ventriculares e diminuicdo da espessura das paredes (BILATE; SALEMI,;
RAMIRES; DE BRITO et al., 2003).

Considerando a evidente heterogeneidade do acometimento miocardico da CCC tanto
em humanos, quanto no modelo experimental, optamos por individualizar um grupo de animais
que exibiram gueda significativa da funcéo sistélica global ventricular esquerda aos 8 meses de
evolucdo. Dessa forma, objetivamos selecionar um subgrupo de animais que desenvolveram
cardiomiopatia mais grave e evidenciavel por métodos de imagem in vivo. Para essa divisao
entre os animais foi utilizado um valor de corte da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
baseado no estudo realizado por Barros Filho e cols. que relatou uma média e desvio-padrao da
FEVE de 53,8 £ 4,7% e intervalo de referéncia de 44,3 — 63,1%, usando imagens
ecocardiograficas de alta resolucéo, e célculo da FEVE usando método biplanar em hamsters
controles (BARROS FILHO; MOREIRA; DIAS; RIBEIRO et al., 2021). A partir dessa
avaliacdo definiu-se que todos os animais que com FEVE menor ou igual a 44% seriam
considerados como apresentando disfuncdo sistdlica.

Nesse cenario experimental, estudos anteriores mostram que este modelo desenvolve
miocardite focal e/ou difusa e aumento da fibrose intersticial na escassez, ou aparente auséncia,
de parasitismo tecidual miocardico (BILATE; SALEMI; RAMIRES; DE BRITO et al., 2003).
Estudos recentes conduzidos pelo grupo de pesquisa da FMRP-USP vém demonstrando que a
utilizacdo do modelo de hamsters sirios cronicamente infectados com T. cruzi se assemelha
clinicamente aos achados ecocardiograficos, cintilograficos e histopatolégicos em humanos
(LEMOS DE OLIVEIRA; THACKERAY; MARIN NETO; DIAS ROMANO et al., 2018;
OLIVEIRA; ROMANO; CARVALHO; MEJIA et al., 2016; TANAKA; DE OLIVEIRA;
MARIN-NETO; ROMANO et al., 2018).

Dessa forma, julgamos que o modelo experimental utilizado no presente estudo
reproduziu adequadamente as fases evolutivas da doenga, aproximando-se da historia natural
da CCC em humanos, conforme observado em estudos anteriores (LEMOS DE OLIVEIRA,;
THACKERAY; MARIN NETO; DIAS ROMANO et al., 2018; TANAKA; DE OLIVEIRA;
MARIN-NETO; ROMANO et al., 2018).

Alterac0es histopatoldgicas e a disfuncédo sistolica
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Dentre as alteracOes histopatoldgicas, 0s nossos resultados mostraram que o infiltrado
inflamatorio mononuclear total (considerando toda a transmuralidade da parede do ventriculo
esquerdo) se faz aumentado nos animais cronicamente infectados por T. cruzi,
independentemente de apresentarem ou ndo disfuncdo sistdlica ventricular esquerda. Estes
dados corroboram estudos anteriores em que a intensidade do infiltrado inflamatério
mononuclear se apresenta aumentada naqueles animais infectados nesta mesma fase evolutiva
da doenca, em comparacao com os animais controles (OLIVEIRA; ROMANO; CARVALHO;
MEJIA etal., 2016; TANAKA, 2019; TANAKA,; DE OLIVEIRA; MARIN-NETO; ROMANO
etal., 2018).

Nossos resultados sugerem uma auséncia clara de associacdo entre a presenca de
inflamacdo miocardica e o grau de disfuncao sistolica cardiaca nessas fases consideradas como
intermediarias de evolucdo da CCC experimental. Essa observacdo ndo contradiz o conceito
fundamental de que a inflamag&o evolui de forma lenta e incessante, tendo papel fundamental
no aparecimento da disfuncdo miocérdica da CCC mais evidente em fases mais tardias da
evolucdo da doenca. Pereira-Barreto e cols., em estudo utilizando biopsias endomiocardicas,
mostrou que a inflamacdo se fez presente em pacientes com doenca de Chagas crénica,
independentemente do estdgio de progressdao da doenca, aproximadamente, em 65% dos
pacientes com alteragdes eletrocardiograficas (com ou sem insuficiéncia cardiaca) e em 37%
dos pacientes com a forma indeterminada da doenca (PEREIRA BARRETTO; MADY;
ARTEAGA-FERNANDEZ; STOLF et al., 1986).

No nosso estudo, ndo observamos correlacdo significativa entre a intensidade de
inflamacdo e os valores da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo nessa janela temporal de 8
meses apds a infeccdo. Nossos resultados divergem dos observados no estudo de Oliveira e
cols. que encontrou correlacdo entre a intensidade da inflamacdo e a reducdo da fracdo de
ejecdo. Provavelmente essa discordancia se deva a diferenca das janelas temporais de
observacdo utilizadas em cada estudo. Oliveira e cols. realizaram analises histopatoldgicas aos
10 meses apos a infecgdo, enquanto os resultados do presente estudo se referem a analises no
oitavo més (OLIVEIRA; ROMANO; CARVALHO; MEJIA et al., 2016). Essas observacdes
sugerem, portanto, que uma avaliacdo mais tardia possa mostrar infiltrados inflamatérios mais
extensos na CCC e, consequentemente, correlagdo com a piora da fragéo de ejecao.

Pelo exposto, fica também aparente que a fase evolutiva na qual os animais foram
investigados no presente estudo pode ser considerada uma fase crdnica mais precoce ou

intermediaria em que as lesdes histoldgicas ainda ndo atingiram seu apice de desenvolvimento.
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De maneira original, nossos resultados mostram que altera¢fes do subendocéardio se
destacaram naqueles animais com fracdo de ejecéo reduzida, mostrando aumento significativo
da inflamag@o nesta camada miocardica especifica e se diferenciando dos demais animais
infectados com funcéo sistélica normal. Um achado ainda ndo previamente descrito e que pode
indicar que as lesdes inflamatérias na CCC possam acometer mais precoce e intensamente a
camada subendocardica. Contudo, uma comprovacao mais definitiva desse processo dependeria
de observac6es seriadas de grupos de animais em diferentes intervalos temporais apds infeccgéo,
0 que ndo foi realizado no presente estudo.

Quando analisamos as caracteristicas das lesdes inflamatorias em outros modelos de
miocardite, como nas doengas virais, estudos anteriores mostraram les6es difusas envolvendo
todas as camadas da parede do VE ou concentradas tanto no subendocardio como no
subepicardio. Um estudo realizado em autdpsia de 19 coracdes com miocardite inespecificas e
19 coracgdes com cardiomegalia pds-miocardite revelou que em um tergo dos casos as lesdes
patoldgicas se localizam nas camadas subepicardicas, sendo encontrado infiltrado celular difuso
naqueles casos de miocardite aguda (2 a 5 dias) e focal em miocardite crénica (8 meses a 8
anos) (OKADA; WAKAFUJI, 1985). Esse estudo também mostrou que necrose e degeneracdo
de midcitos foram, geralmente, associadas & inflamag&o intersticial. Em outro estudo mais
recente com 9 coracgdes autopsiados ap6s uma infeccdo viral por SARS-CoV-2 mostrou a
presenca miocardite difusa, afetando subendocardio, mesocardio e gordura subepicérdica
(SCHURINK; ROOS; RADONIC; BARBE et al., 2020).

Outros estudos utilizando imagens in vivo de realce tardio de contraste paramagnético
na ressonancia magnética cardiaca mostram um acometimento preferencial da camada
subepicardica ou mesomiocardica nos pacientes com miocardite aguda (MAHRHOLDT;
WAGNER; DELUIGI; KISPERT et al., 2006; YILMAZ; FERREIRA; KLINGEL; KANDOLF
et al., 2013). Esse mesmo padrdo sequelar de areas de realce tardio localizadas nas regides
subepicardicas ou mesomiocéardicas sdo classicamente associadas & etiologia pos-viral nos
pacientes com fendtipo clinico de miocardiopatia dilatada.

Dessa forma, o acometimento preferencial do subendocardio na miocardite crénica da
doenca de Chagas € um aspecto particular dessa cardiopatia e sugere a presenca de um fator
localizador ou potencializador do processo inflamatorio nessa camada do miocardio. Como
discutiremos mais adiante, é plausivel supor que a isquemia microvascular possa ser esse fator.

Quando se trata da avaliagdo de fibrose é importante destacar a diferenca entre os tipos

de fibras encontrados em nossa andlise. As fibras de colageno espessas, também conhecidas
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como fibras do tipo I, sdo fibras mais maduras, ou seja, colageno que se formou h& mais tempo
e ja estd bem estabelecido no tecido miocéardico. J& a fibra fina, também chamada de fibra tipo
I11, representa lesdo fibrotica mais recente que posteriormente sera substituida pelas fibras
espessas (PICK; JANICKI; WEBER, 1989).

Em relacdo a fibrose miocérdica total, sem levar em consideracdo o tipo de fibra, ndo
foi encontrada diferenca significativa entre os grupos estudados, corroborando o que ja foi
reportado por estudos anteriores do grupo de pesquisa da FMRP-USP, utilizando o0 mesmo
modelo experimental de CCC nesta mesma fase evolutiva da doenca (TANAKA, 2019)
(OLIVEIRA; ROMANO; CARVALHO; MEJIA et al., 2016; TANAKA; CARVALHO;
OLIVEIRA; ROMANO et al., 2016). Esses resultados indicam que, na fase evolutiva em que
esses animais se encontram, as lesfes histopatologicas sdo majoritariamente inflamatorias e
com discreta extensao de fibrose intersticial reparativa que se acentua apenas nas fases mais
avancadas da cardiopatia.

Ainda nas analises totais de fibrose, ndo obtivemos aqui uma correlagdo significativa
entre a fibrose global, ou por tipo de fibra, com a reducdo da FEVE. Contudo, estudo realizado
por Oliveira e cols. mostrou que aos 10 meses apos a infeccdo por T. cruzi, 0s animais com
fracdo de ejecdo reduzida apresentaram aumento significativo de fibrose em relagdo aos
controles e correlagdo negativa com fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (OLIVEIRA,;
ROMANO; CARVALHO; MEJIA et al., 2016). Novamente, podemos supor que, da mesma
forma como observamos em relacdo a inflamacéo, a avaliacdo histopatoldgica realizada no 8°
més pds infeccdo possa representar uma etapa mais precoce de evolucdo da doenca, com fibrose
mais discreta e sem correlacao nitida com a disfuncdo sistélica do ventriculo esquerdo, aspecto
que pode ser bem demonstrado nos estudos realizados aos 10 meses apds infecgéo.

Em humanos, estudo em pacientes com CCC utilizando imagens de realce tardio por
gadolinio por ressonancia magnética cardiaca para detectar anormalidades teciduais, constatou
que 71,4% dos pacientes apresentavam fibrose miocéardica, e estes pacientes apresentaram
menor fragdo de ejecdo do VE e maior volume diastolico final e massa do VE do que pacientes
sem fibrose miocérdica (VOLPE; MOREIRA; TRAD; WU et al., 2018). Esse mesmo estudo
encontrou que a presenca de fibrose estd fortemente associada com progndsticos adversos,
como morte cardiovascular, taquicardia e hospitalizacdo, portanto, a presenca de fibrose se
associa com a gravidade da doenca.

Quando partimos para a analise por camadas, a camada subendocardica na analise de

fibrose global mostra diferenca significativa entre os grupos, ainda que ndo tenham
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apresentando diferenca significativa na avaliacdo estatistica do pos-teste. Ao observar o tipo de
fibra, ambas as fibras de colageno tipo | e 11l se destacam no grupo Chagas com disfuncao
sistélica no subendocardio por estarem significativamente aumentadas em comparacdo ao
grupo controle. Esse resultado reforca a ideia de que o subendocardio é a camada mais
precocemente lesada na CCC, assim como acontece com as lesdes inflamatdrias, sugerindo
algum fator que localiza e potencializa a lesdo no subendocérdio. Esses resultados corroboram
resultados encontrados por outro estudo utilizando ressonancia magnética cardiaca com realce
tardio de gadolinio em pacientes com estenose aortica grave que demonstrou um padrédo
especifico de fibrose miocérdica, especialmente localizada na camada subendocérdica
(TREIBEL; LOPEZ; GONZALEZ; MENACHO et al., 2018). Vale ressaltar que pacientes com
estenose aortica grave, com grave hipertrofia ventricular esquerda, também cursam comumente
com isquemia miocardica microvascular que pode ser mais intensa e localizada no
subendocardio.

Com relacdo ao tipo de fibra de colageno, as fibras finas no subendocérdio se
correlacionaram negativamente com a FEVE e positivamente com o DAVE e com o EMPS,
reforcando a no¢do do envolvimento da camada subendocardica ser mais precoce e se
correlacionar com a gravidade da disfuncdo em fase ainda intermediaria de evolucdo da
cardiopatia em que a fibrose total ainda ndo se encontra aumentada.

As fibras finas representam a fibrose mais recente que evoluem para fibras espessas com
0 passar do tempo e aumento da lesdo, desta forma pode-se sugerir que a CCC apds 8 meses da
infeccdo seja ainda uma fase inicial da evolucéo da fase cronica da doenca.

No presente estudo ambas as fibras de coldgeno, espessas e finas, se mostraram
aumentadas nos animais infectados em relagdo aos animais controle. Na analise de
predominancia do tipo de fibra de colageno € possivel observar que as fibras espessas estdo
aumentadas em relacdo as fibras finas, especialmente na camada subendocardica dos grupos
Chagas em que a diferenca é significativa. Nossos dados corroboram os resultados de estudos
anteriores sobre o padréao de fibras de colageno na CCC em humanos com cardiopatia avangada
(ROSSI, 1991; 1998) que mostraram predominio das fibras espessas em relagéo as fibras finas.

Pode-se dizer, com base nos resultados apresentados, que a camada subendocardica seja
a camada mais precocemente afetada tanto pela lesdo inflamatdria como pelas les6es fibroticas.
Soma-se a isso o fato de que aos 8 meses pos-infec¢do o predominio histopatologico seja de
infiltrados mononucleares em relacdo ao infiltrado de fibras de colédgeno, e que o padrdo mais

abundante de colageno nesta fase evolutiva da doenca seja de fibras espessas.
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Defeitos de perfuséo detectados in vivo em modelos experimentais de CCC

Um relevante aspecto em relacdo a execucdo de estudos longitudinais visando a
demonstracdo da participacdo de disturbios da microcirculagdo coronaria no desenvolvimento
do dano miocérdico cronico dessa doenca é o tempo de observacdo extremamente longo, 2 a 3
décadas, necessario para observar a progressdo da doenca a partir da sua fase indeterminada.
Esse longo tempo de observacdo representa virtual impedimento para conducdo de um estudo
desta natureza em humanos e salienta as vantagens de se investigar esta hipotese em modelos
pré-clinicos, como o empregado no presente estudo.

Os nossos resultados mostraram taxa elevada de deteccdo de defeitos de perfusdo
miocardica em repouso em animais cronicamente infectados por T. cruzi, corroborando
resultados anteriores do grupo de pesquisa da FMRP-USP, investigando o mesmo modelo de
CCC em hamsters (LEMOS DE OLIVEIRA; THACKERAY; MARIN NETO; DIAS
ROMANO et al., 2018; OLIVEIRA, 2018; TANAKA, 2019). A topografia, extensao e a taxa
de deteccdo desses defeitos sdo comparaveis aos previamente descritos nesse mesmo modelo
experimental.

Vale ressaltar ainda que o presente estudo empregou sistema de aquisicdo e
processamento de imagens de perfusdo miocéardica em SPECT de alta-resolucdo desenvolvido
localmente em nossa instituicdo (MEJIA; GALVIS-ALONSO; CASTRO; BRAGA et al.,
2010) e validado para testes em pequenos animais (OLIVEIRA; MEJIA; CARVALHO;
LATARO et al., 2013).

Pioneiramente, investigamos também a presenca de defeitos de perfusdo reversiveis e
paradoxais neste modelo experimental e sua evolugédo ao longo de 8 semanas de seguimento.
Observamos que esses dois tipos de defeito se apresentam com extensdo diminuta tanto ao 6°
como ao 8° més pos infeccdo por T. cruzi. Esses resultados contrastam com aqueles relatados
em estudos em humanos, que mostraram significativa taxa de defeitos de perfusdo reversiveis
e paradoxais em pacientes com cardiomiopatia cronica da doenca de Chagas, sendo ligados a
gravidade da doenga (SIMOES; PINTYA; BROMBERG-MARIN; SARABANDA et al.,
2000). Outro estudo mostrou que 68% dos segmentos afetados por defeitos de perfuséo
reversiveis em pacientes com CCC evoluem para defeitos de perfusdo em repouso apos um
intervalo de, aproximadamente, 5 anos (HISS; LASCALA; MACIEL; MARIN-NETO et al.,

2009), realcando a importancia desse tipo de defeito na fisiopatologia da CCC em humanos.
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Portanto, pode-se afirmar que, no modelo experimental de CCC no hamster, 0 maior
acometimento da perfusdo miocardica pode ser encontrado na condigdo de repouso e que 0
estresse farmacoldgico utilizado ndo induziu o aparecimento de extensdo significativa de
defeitos reversiveis ou paradoxais. Esse contraste em relacdo ao que se observa em humanos é
de dificil entendimento. Uma das explicagdes pode ser uma inadequacdo do estresse
farmacol6gico com dobutamina para induzir heterogeneidade de fluxo e isquemia miocardica
nesse modelo de disfuncdo microvascular na miocardiopatia dilatada da doenca de Chagas.
Nesse sentido, comparacdes com outros estudos ndo sdo possiveis, ja que ndo encontramos na
literatura médica especializada outro estudo que tenha utilizado cintilografia miocardica de
perfusdo aliada ao estresse com dobutamina para investigar isquemia microvascular em
modelos de miocardiopatia dilatada em pequenos animais. Também é plausivel supor que 0s
graves defeitos de perfusao nesse modelo de CCC ja se manifestem em maxima intensidade em
repouso e que ndo haja agravamento da heterogeneidade de fluxo durante estresse
farmacol6gico com dobutamina, ainda que esse tenha sido um estimulo efetivo em aumentar o
consumo miocardico de oxigénio e produzir hiperemia reativa.

No nosso estudo, os defeitos de perfusdo em repouso, mas ndo os demais tipos de
defeito, exibiram aumento de extenséo ao longo do tempo e se associaram com a progresséo da
disfungéo ventricular esquerda, ou seja, quanto maior o acometimento da fracéo de ejecéo do
ventriculo esquerdo, maior a extensdo dos defeitos de perfusdo em repouso, assim como
observado anteriormente por Lemos de Oliveira e cols. (LEMOS DE OLIVEIRA;
THACKERAY; MARIN NETO; DIAS ROMANO et al., 2018). Naquele estudo utilizando
analises histopatolégicas com picrosirius-vermelho e hematoxilina-eosina e o exame de
tomografia por emissao de pésitrons (PET) com F-FDG e SPECT com Sestamibi-Tc99m para
avaliacdo da viabilidade miocardica, verificou-se que as areas de defeito de perfusdo foram
associadas topograficamente com areas de intensa inflamacdo, e ndo com area de fibrose, e,
portanto, apresentando miocéardio vivo, hipoperfundido e inflamado.

Os parametros de remodelamento cardiaco, didmetro diastolico e sistdlico finais do VE,
também apresentaram forte correlacdo positiva isoladamente com os defeitos de perfusdo em
repouso, reproduzindo os achados de estudos anteriores (OLIVEIRA, 2018). Podemos,
portanto, supor que os defeitos de perfusdo em repouso observados nesse modelo representem
grave isquemia miocardica capaz de induzir disfuncao sistolica e remodelamento ventricular
esquerdo por mecanismos semelhantes & hibernacdo miocéardica descrita na cardiopatia
isquémica aterosclerética em humanos (RAHIMTOOLA, 1989).
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Alteracdes histopatoldgicas e defeitos de perfusdo em repouso

As alteracOes de fibrose, considerando a fibrose global (tipo I e 111 somadas) e avaliando
as camadas miocardicas em conjunto (totalidade da parede), ndo apresentaram diferenca entre
0s grupos com e sem defeito de perfusdo em repouso e com 0 grupo controle, assim como as
analises de correlacdo da fibrose global com os defeitos em repouso também néo se associaram,
corroborando os resultados do estudo de Lemos de Oliveira e cols., que mostrou que as area de
defeito de perfusdo miocardica em repouso ndo se correlacionaram com a extensédo da fibrose
miocardica (LEMOS DE OLIVEIRA; THACKERAY; MARIN NETO; DIAS ROMANO et
al., 2018).

Entretanto, quando analisamos por camadas da parede do ventriculo esquerdo, 0
subendocérdio revela aumento significativo na fibrose global naqueles animais com reducéo da
perfusdo miocéardica em comparacdo aos animais controles, sugerindo que a fibrose nessa
camada esteja mais intimamente associada a presenca de distlrbios da perfusdo miocérdica. E
plausivel supor, a partir desses dados, que a isquemia miocardica, que é habitualmente mais
intensa na camada subendocardica, possa ser fator amplificador e localizador do dano
miocardico causando um maior acimulo de fibrose nessa camada miocéardica. Esse aspecto
pode reforcar o papel do distarbio de perfusdo miocardica em amplificar a lesdo miocérdica na
CCC.

Em se tratando do infiltrado inflamatdrio, todas as camadas transmurais apresentaram
aumento de células mononucleares nos animais com defeito de perfusdo em repouso quando
comparados aos animais controles, provavelmente retratando um vinculo fisiopatolégico entre
inflamag&o miocardica e desenvolvimento do distdrbio de perfusdo miocérdica na CCC, como
ja sugerido anteriormente (MARIN-NETO; CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES, 2007).
Estudos experimentais anteriores também encontraram correlacdo entre a intensidade da
inflamacdo e os defeitos de perfusdo miocardica (LEMOS DE OLIVEIRA; THACKERAY;
MARIN NETO; DIAS ROMANO et al., 2018; TANAKA, 2019). Lemos de Oliveira e cols.
também mostraram que aqueles animais com hipoperfusdo em repouso apresentaram maior
grau de inflamag&o em comparacao aos animais infectados sem defeito de perfusdao (LEMOS
DE OLIVEIRA; THACKERAY; MARIN NETO; DIAS ROMANO et al., 2018), ressaltando
que o defeito de perfusdo tem associacéo direta com a intensidade da inflamacéo aos 10 meses

apos a infecgdo
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Nossos resultados mostram ainda, quando analisamos as correlagdes dos distirbios por
camadas, que apenas a camada subendocardica apresenta correlacdo positiva com a extenséo
dos defeitos de perfusdo em repouso. Essa observacdo pioneira, aponta claramente para um
vinculo fisiopatolégico entre o desenvolvimento do disturbio de perfusdo miocardica
microvascular e a inflamac&o no subendocérdio.

Essa correlacdo positiva pode ainda reforgar a participagdo da isquemia miocérdica
microvascular no mecanismo de lesdo miocardica da CCC, funcionando como um fator de
localizacdo e amplificacdo da inflamacéo nessa camada miocardica. Esse aspecto se coaduna
com o conceito de que a camada subendocérdica é a mais gravemente afetada nos processos de
isquemia miocardica devido aos aspectos anatdbmicos e funcionais da circulacdo sanguinea
coronaria, em que a pressao de perfusdo € menor nas por¢des terminais dos vasos arteriais
coronarios do subendocéardio, devido a compressdo destes vasos pela contracdo sistolica do
coracdo (GUYTON; HALL, 2011).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo com o modelo experimental de cardiomiopatia

crénica da doenca de Chagas em hamesters sirios nos permitem concluir que:

A disfuncdo sistolica ventricular esquerda correlaciona-se com a intensidade da
inflamagdo e com a extensdo da fibrose na camada subendocérdica da parede
ventricular esquerda, mas ndo com as alteracGes identificadas quando todas as
camadas sdo tomadas em conjunto, indicando que o subendocéardio seja uma regiao
miocardica mais sensivel aos mecanismos lesivos atuantes na CCC.

O defeito de perfusdo miocéardica em repouso associa-se com a progressdo da
disfuncdo sistdlica ventricular esquerda e com as alteragcfes estruturais cardiacas,
nesta fase evolutiva da doenca, diferentemente dos defeitos reversiveis e paradoxais
que ndo apresentam essas associacdes e sdo de extensdo muito discreta nesta fase
evolutiva da CCC;

O defeito de perfusdo miocardica em repouso tem correlacdo significativa com a
intensidade da inflamacdo, particularmente na camada subendocérdica.

No conjunto esses resultados indicam que o distdrbio de perfusdo miocardica possa
atuar como fator amplificador e localizador da inflamacdo na camada
subendocérdica, indicando um papel relevante da hipoperfusdo miocardica nos

mecanismos de lesdo miocardica na CCC
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO A

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Efeito do uso prolongado de
dipiridamol sobre os defeitos perfusionais miocdrdicos reversiveis e o impacto sobre a
progressdo da cardiopatia em modelo experimental de cardiomiopatia chagdsica crénica’,
registrado com o niimero 128/2016, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcus Vinicius
Simdes, envolvendo a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de
15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo em
reunido de 25 de julho de 2016.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 54 hamsters Sirio-Golden fémeas
pesando 120g oriundos da ANILAB. Vigéncia da autorizagao: 29/08/2016 a 15/09/2018.

We certify that the Protocol n° 128/2016, entitled “Effects of prolonged dipyridamole use in the myocardial
perfusion reversible defects and the impact on heart disease progression in experimental model of chronic
Chagas cardiomyopathy”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal
Ethical Committee from Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo in 08/29/2016. This
protocol involves the production, maintenance or use of animals from phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except humans) for research purposes, and includes the use of 54 female Syrian-Golden hamsters weighing
120g from the ANILAB. This certificate is valid until 09/15/2018.

Ribeirdo Preto, 29 de agosto de 2016

—

Prof. Dr. Fephando Silva Ramalho
Presidente da’'CEUA — FMRP — USP

Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeir3o Preto da Universidade de S3o Paulo
(16)3315-3301
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