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Resumo

Resumo

A cardiopatia chagasica (CC) sustenta-se pela presenca do Trypanosoma cruzi e de seus
antigenos no tecido cardiaco e na circulagdo, induzindo uma complexa resposta
inflamatdria ocasionando fibrose miocéardica, além de alteracGes estruturais e funcionais ao
Orgdo. Estratégias farmacoldgicas para amenizar a inflamacdo na CC e a busca de
marcadores de progndstico clinico tém se tornado focos de investigagdo nas Ultimas
décadas. Nesse contexto, os inibidores da enzima HMG-CoA redutase (estatinas) tem se
mostrado importantes farmacos reguladores da resposta inflamatéria em modelo
experimental e, em paralelo, o papel da troponina I (cTnl) na interacdo actina-miosina nos
masculos estriados e sua liberagdo na corrente sanguinea também tem sido refor¢ado na
relacdo direta com lesbes irreversiveis as células miocardicas, tornando a cTnl um
importante marcador de lesdo cardiaca. Neste trabalho, avaliou-se o papel terapéutico da
Sinvastatina sobre (i) a resposta inflamatoria e (ii) a funcdo cardiaca empregando-se caes,
de ambos os sexos e sem raca definida (n=5) infectados pela cepa Y do T. cruzi. Esses
animais foram tratados com 20mg/dia de Sinvastatina durante 3 meses (fase aguda) e 6
meses (fase cronica recente) e pardmetros parasitoldgicos, bioquimicos (cTnl),
histopatolégicos (inflamacdo e fibrose), eletrocardiograficos (ECG) e funcionais
(ecocardiografia) avaliados nesses respectivos tempos. Nossos dados demonstraram que a
concentracdo sérica de cTnl em cées infectados, na fase aguda, encontrava-se elevada
qguando comparado ao grupo controle e aos animais tratados com Sinvastatina. Além disso,
a Sinvastatina foi capaz de reduzir a fibrose e o infiltrado inflamatério no tecido cardiaco
de cdes infectados pelo T. cruzi, refletindo na melhoria dos parametros de fungéo
ventricular.  Em suma, no modelo canino, que melhor mimetiza o0s aspectos
fisiopatoldgicos e clinicos observados na doenca de Chagas, a cTnl mostrou-se um bom
marcador de lesdo miocardica em fase aguda e o tratamento didrio com Sinvastatina uma
promissora estratégia para estabilizar/melhorar as funcfes cardiacas em cées infectados
pelo T. cruzi.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi, troponina, Sinvastatina, inflamacéo, cardiopatia,

fibrose
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Abstract

Abstract

The chagasic cardiomyopathy (CC) is a clinical condition sustained by the presence of
Trypanosoma cruzi and its antigens in the cardiac tissue and/or blood circulation, driven a
complex inflammatory response able to induce fibroses and alternate structural and
functional parameters in this organ. Pharmacological strategies aiming reducing
inflammation in CC and the new proposes of biochemical markers with prognosis function
have been the target of clinical investigations in the last decades. In this way, the inhibitors
of HMG-CoA redutase (statins) have been shown as promising drugs capable to interfering
in the inflammatory response in experimental models and, in parallel, the regulatory role of
cardiac troponine | (cTnl) in the interaction of actin-myosin in striated muscle and its
release in blood has also been associated with irreversible lesion to myocardial cells
become cTnl a promising marker of cardiac lesion. In this study, the therapeutic role of
Sinvastatin was evaluated on (i) the inflammatory response and (ii) the cardiac function
using male and female mongrel dogs (n=5) infected with Y strain of T. cruzi. These
animals were treated with 20mg/day of Sinvastatin during 3 (acute phase) and 6 (recent
chronic phase) months and parasitological, biochemical (cTnl), histopathological
(inflammation and fibrosis), electrical (ECG) and functional (echocardiography) evaluated
in these respective times. Our data demonstrated that serum concentrations of cTnl in
infected dogs, during acute phase, were higher in those animals non-infected and infected
under Sinvastatin treatment. Beside, Sinvastatin was able to reduce fibrosis and
inflammatory infiltration in cardiac tissue in infected dogs ameliorating the ventricular
functional parameters. In summary, using the dog model that is considered the best
adequate animal model to reflect clinical findings observed in Chagas disease, the cTnl
showed be a good marker of myocardium lesion in acute phase and, the daily treatment
with Sinvastatin a promising pharmacological strategy to stabilize/ameliorate cardiac

functions in dogs infected by T. cruzi.

Key words: Trypanosoma cruzi, troponin, Sinvastatin, inflammation, cardiopathy,

fibrose.
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Introducdo

1- Introducéo

1.1 A doenga de Chagas

A doenca de Chagas € uma zoonose cujo agente etioldgico é o protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi, sendo descoberta e descrita pelo médico sanitarista brasileiro Carlos
Justiniano Ribeiro Chagas, na cidade de Lassance/MG (Chagas, 1909). No mundo ha
aproximadamente 10 milhdes de pessoas infectadas por este parasito com pelo menos 25
milhGes de individuos sob risco de infeccdo (WHO, 2010). A transmissdo do T. cruzi
ocorre, usualmente, através do contato de excretas contaminadas de vetores hemipteras
hematdéfagos da familia Reduviidae, conhecidos popularmente como barbeiros, com a
mucosa ou pele lesionada do homem (Schofield,1994). Mas também pode ser transmitida
pelas vias oral, congénita, transfusdo sanguinea, transplante de érgdos soélidos, além de
acidentes de laboratorio.

A doenca de Chagas apresenta fases clinicas (aguda e crénica) bem distintas. A fase
aguda inicia-se apds cerca de 7 a 10 dias de incubacdo do parasito e, geralmente, €
manifesta-se de forma assintomatica ou oligossintomatica tendo como principais
caracteristicas clinicas febre, apatia, edema nos membros inferiores ou na face,
hepatoesplenomegalia, infarto ganglionar generalizado e taquicardia, além da elevada
parasitemia circulante (Andrade, 1958). Esta fase também apresenta curso clinico de curta
duracdo e reagdes inflamatdrias nos tecidos parasitados que sdo principalmente os
musculos, incluindo o musculo estriado esquelético e 0 musculo estriado cardiaco (Coura e
Dias, 2009).

Apos a fase aguda da infeccdo inicia-se a fase crénica, onde a presenca do parasito
circulante é escassa e ndo detectada por métodos de avaliacdo parasitoldgica
convencionais. Nesta fase, alguns individuos apresentam manifestacbes ou ‘““formas
clinicas” caracteristicas e enquanto outros permanecem assintomaticos por tempo
indeterminado. Essa diferenca levou as subclassificagdes: forma crénica (i) indeterminada,
(if) cardiaca, (iii) digestiva ou (iv) mista. A forma cronica indeterminada pode ser
encontrada em aproximadamente 60 a 70% dos individuos infectados, os quais apresentam
sorologia positiva para o T. cruzi, porém assintomaticos com auséncia de modificagdes

anatdmicas e fisioldgicas cardiacas e digestorias (Coura, 2007).
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Aqueles individuos apresentando a forma clinica digestiva (10-15%) (Rassi Jr € cols.,
2010) apresentam alteragcdes na secregdo, na motilidade, na absorcdo e, nos casos mais
graves, os chamados “megaesdfago” e “megacolon”. As alteragdes que ocorrem nessa
forma resultam, principalmente, do comprometimento do sistema nervoso entérico, em
particular do plexo mientérico de Auerbach e Meissner (Tafuri & Brener, 1967). As células
nervosas desse plexo sofrem fendmenos degenerativos em meio ao processo inflamatorio
causado pelo T. cruzi (Koeberle, 1961; Andrade & Andrade, 1966) e, como consequéncia,
surgem incoordenacdes motoras, retencdo de alimentos no eséfago, hipertrofia muscular e
consequente dilatagdo muscular levando a formagéo dos “megas”.

Por outro lado, a forma cardiaca é reconhecida como mais grave e frequente
manifestacdo das formas cronicas sintomaticas da doenca de Chagas (Rassi e cols., 2010).
Desenvolve-se em cerca de 20-30% dos individuos e normalmente leva a anormalidades do
sistema de conducdo que afetam a funcionalidade levando o individuo ao dbito, aneurismas
apicais, insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo e morte subita (Marin-Neto,1999; Rassi
Jr e cols.,2000). A cardiopatia chagasica crénica apresenta como caracteristica principal
um carater progressivo e fibrosante. Progressivo devido aos crescentes eventos
inflamatérios que ocorrem no coracdo decorrentes da presenca do parasito ou de seus
elementos antigénicos. E fibrosante devido & morte de cardiomidcitos durante esse
processo inflamatorio e posterior substituicdo do mesmo por fibras coldgenas. Apesar de se
conhecer tais caracteristica pertinentes a cardiopatia chagasica (CC), pouco se sabe sobre
0s mecanismos imunopatoldgicos que promovem as lesbes nos tecidos nessa fase da
doenca. A morte subita cardiaca € responsavel por quase dois tergos de todas as mortes na
doenca de Chagas cardiaca, seguida de insuficiéncia cardiaca refrataria (25% - 30%) e
tromboembolismo (10% - 15%) (Rassi Jr e cols., 2001). A morte subita pode ocorrer
mesmo em pacientes previamente assintomaticos e é geralmente associada com taquicardia
ventricular e fibrilagdo ou, mais raramente, com bloqueio atrioventricular total ou

disfuncdo do nédulo sinusal (Rassi Jr e cols., 2012).
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1.2 Aspectos da cardiopatia chagasica cronica

A maioria das manifestacdes clinicas que ocorrem na doenca de Chagas deve-se a
acao da resposta imune do hospedeiro contra a presenca do parasito, como mencionado
anteriormente. A presenca do T. cruzi ou de suas moléculas antigénicas, ativa a resposta
imune favorecendo o recrutamento celular para o sitio do estimulo. Esse processo é
necessario para a reducdo da carga parasitaria no sangue e no tecido e, segundo Marinho e
colaboradores em 1999, essa carga parasitaria da fase aguda parece ser essencial na
determinacéo do perfil da resposta imune durante a fase crénica da infeccao.

A dificuldade em se detectar o parasito no miocardio levou a formulacdo de teorias
auto-imunes para explicar o desenvolvimento das lesdes inflamatdrias miocardicas durante
a fase cronica da doenca. Tal resposta auto-imune poderia ser desencadeada por auto-
anticorpos ou por linfocitos T auto-reativos derivados de mimetismo molecular a alguns
antigenos do T. cruzi, homdlogos a proteinas do coracdo do hospedeiro, ou mesmo pela
ativacdo bystander ndo envolvendo antigenos do parasito, sendo induzido apenas por
antigenos provenientes de lesdes teciduais (Kierszenbaum, 1999; Leon e cols., 2001;
Cunha-Neto e cols.,2011).

Em contrapartida, outros trabalhos apontam para uma participacdo ativa do parasito
na patogénese da cardiopatia chagasica cronica. Como exemplo, temos que o T. cruzi é
frequentemente achado tanto em animais como em humanos cronicamente infectados
(Viotti e cols., 2006). Também foi comprovado a evidéncia da presenca do parasito no
sangue por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), mesmo quando o T. cruzi ndo era
encontrado ao microscopio, em animais e humanos durante a fase cronica (Gutierrez e
cols., 2009).

O mecanismo exato pelo qual o parasitismo desencadeia as lesdes teciduais durante
a fase cronica ndo é bem estabelecido. Acredita-se que a persisténcia do parasito seja um
ativador da infiltracdo linfocitaria no miocérdio, determinando graves alteracdes na
estrutura do coracdo, provocadas pela infiltracdo das células inflamatdrias tanto nas
miofibrilas especializadas do sistema de conducdo quanto no miocardio contrétil (Zhang e
Tarleton,1999). A notavel plasticidade do parasito, alternando entre tripomastigotas
altamente moveis e a forma replicativa amastigota intracelular, parece desempenhar uma
papel central para assegurar a sobrevivéncia do T. cruzi, apesar da presenca do sistema

imune (Fernandes e Andrews, 2013).
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A destruicdo progressiva das fibras cardiacas e a intensa fibrose substituindo os
cardiomidcitos lesionados levando a diminuicdo da massa muscular miocardica e a
hipertrofia dos cardiomiocitos remanescentes, além da interrupcdo de fasciculos e fibras
miocardicos predispbem o paciente cardiopata chagasico a arritmias e a insuficiéncia
cardiaca (IC) (Bogliolo, 1976). O exame macroscopico do coracdo de pacientes que
morreram de insuficiéncia cardiaca secundaria a doenca de Chagas revela crescimento
biventricular com aneurismas apicais ocasionais e trombos murais. Histologicamente, o
tecido era caracterizado por fibrose intersticial difusa, infiltracdo linfocitica e miocitolise,
0S quais ocorrem na auséncia aparente de parasitas, no entanto foi verificado a presenca do
DNA do parasito no foco inflamatério (Zhang e Tarleton, 1999). Denervagdo cardiaca
(principalmente parassimpatica) e anormalidades na microvasculatura coronariana também
contribuem na patogénese das lesdes crénicas (Marin-Neto, 2007).

A IC é frequentemente uma manifestacdo tardia da doenca de Chagas. Esta falha é
geralmente biventricular com predominio de falha do lado direito em estagios avancados,
com edema periférico, hepatomegalia e ascite. A IC de etiologia chagasica € associada
com maior mortalidade do que outras decorrentes de outras etiologias, como embolias
sisttmicas e pulmonares (Freitas, 2005). Devido a esse comprometimento da
funcionalidade cardiaca, observa-se sinais de déficit cardiaco e aumento da pressdo
intracardiaca (Davies e cols., 2001; Tanowitz e cols., 2009). Na cardiopatia chagéasica
crbnica é comum a presenca de lesdo vorticilar ou aneurisma de ponta, que nada mais €
que o adelgacamento e hipotrofia do miocardio na regido apical, levando a um quadro com
presenca de arritmias e fendmenos tromboembdlicos.

Na clinica da doenca de Chagas, o eletrocardiograma (ECG) ainda é o meio mais
pratico para a detec¢do, avaliacdo e acompanhamento da cardiopatia chagasica devido ao
acometimento do sistema de conducdo (Guimardes, 1985; Gongalves, 2011). As alteracdes
ao ECG mais comuns sdo bloqueio de ramo direito, bloqueio fascicular anterior esquerdo,
batimentos ventriculares prematuros, mudancas ST-T, ondas Q anormais e baixa voltagem
de QRS. A combinacdo de bloqueio do ramo direito e bloqueio fascicular anterior
esquerdo é muito tipico na doenga de Chagas, como a taquicardia ventricular sustentada
que parece resultar de um circuito de reentrada intramiocardica ou subepicardico que
geralmente esta localizado na parede inferior, postero-lateral do ventriculo esquerdo (Rassi
Jr e cols.,1995).
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Ja o ecocardiograma fornece dados da morfologia e dinamica/funcionalidade
cardiaca, sendo este uma técnica ndo invasiva na avaliagdo da cardiopatia chagasica
cronica. Ela permite o reconhecimento da disfungéo sistdlica e diastdlica do ventriculo
esquerdo, o envolvimento do ventriculo direito, disfuncdo de contratilidade e também os
aneurismas apicais (Biolo e cols., 2010). E uma técnica mais sensivel que o ECG, uma vez
que em um estudo com 505 pacientes com ECG normal e com média de fracdo de ejecdo
do ventriculo esquerdo de 67%, 13% apresentavam lesGes segmentares e 0,8% tinham
disfuncéo sistdlica (Acquatella., 2007). Infelizmente ainda é uma técnica de alto custo
para submeter todos os pacientes com doenca de Chagas, por isso é desejavel o
desenvolvimento métodos de triagem para indicar quais os pacientes que deverdo ser
submetidos a essa avaliacao (Biolo e cols., 2010).

A cardiopatia chagasica cronica € um problema de salde publica e € de grande
interesse que mais estudos sejam realizados na tentativa de combaté-la. As quimioterapias
anti-T. cruzi atuais baseiam-se em nitroimidaz6is ou agentes nitrofuranos como o
benzonidazol (Rochagan®, Rodanil®, Roche®) e o nifurtimox (Lampit®) (Coura e de
Castro, 2002; Guedes e cols., 2006). Porém estes tratamentos ainda sdo insatisfatérios, pois
sua atividade antiparasitaria na fase cronica é baixa (Lauria-Pires e cols., 2000). Varios
especialistas sugerem o tratamento etiolégico durante a fase crénica, embora ele ndo
consiga exterminar o parasita, o farmaco consegue impedir a progressao clinica da doenca
(Garcia e cols., 2005; Bustamante e cols., 2007). No entanto, outros estudos concluiram
que o tratamento especifico falhou na prevencdo da progressdo da doenca ou de suas
complicagdes (Lauria-Pires e cols., 2000; Caldas e cols., 2008)

E interessante, pois, avaliar a resposta imune como geradora das les6es cardiacas na
fase cronica considerando que o parasito pode ainda estar presente e desencadeando o
processo inflamatério que culmina nas formas cronicas sintomaticas caracteristicas. Nesse
contexto algumas estratégias terapéuticas tém sido propostas ao longo dos Ultimos anos
com farmacos ja “utilizados” na rotina clinica da cardiopatia chagésica e doencas
associadas como, por exemplo, os beta-blogueadores, os inibidores da enzima conversora

da angiotensina, a amiodarona e as estatinas (Botoni e cols., 2007; Melo e cols., 2011).
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1.3 As estatinas

As estatinas sdo inibidores seletivos e competitivos da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
coenzima-A redutase (HMG-CoA redutase), responsavel pela conversao da HMG-CoA a
mevalonato, que é um precursor do colesterol (Liao, 2002). Elas diminuem os niveis
plasméticos de colesterol e lipoproteinas através da inibicdo da enzima HMG-CoA
redutase e da sintese de colesterol no figado, aumentando o nimero de receptores de LDL
na superficie do hepatocitos, com consequente aumento da absorcdo e do catabolismo do
LDL.

Existe uma variada gama de estatinas e elas diferem entre si quanto a
lipossolubilidade e tempo de meia-vida, levando a diferentes potenciais de inibi¢cdo da
HMG-CoA redutase (lllingworth e Tobert, 2001). Estatinas como a sinvastatina,
fluvastatina e atorvastatina séo lipofilicas e capazes de penetrar passivamente nas
membranas celulares, exercendo efeito em uma grande variedade de tecidos, incluindo
células endoteliais e musculares (Manson e cols., 2005). J& a lovastatina, pravastatina e
rosuvastatina, sdo hidrofilicas e ndo atravessam passivamente a membrana celular, logo
elas atuam principalmente a nivel hepatico onde existe um sistema de transporte de anions
organicos que permite as estatinas hidrofilicas entrarem nos hepatécitos (Manson e cols.,
2005).

Através da inibi¢do da sintese do mevalonato, as estatinas reduzem néo sé a sintese
de colesterol, mas também a sintese de importantes intermediarios isoprendides como o
farnesilpirofosfato (FPP) e o geranilgeranilpirofosfato (GGPP). Estes intermediarios
servem como importantes fixadores lipidicos de membrana para varias proteinas, incluindo
as subunidades-y das proteinas G e para pequenas GTPases como Ras e Rho que sdo
importantes na sinalizacdo pés traducional, crescimento e diferenciacdo celular. A
isoprenilacdo protéica facilita a ligacdo covalente, a localizacdo subcelular e o trafego
intracelular destas proteinas relacionadas & membrana e relevantes nas vias de sinalizacéo
celular (Liao, 2005). Deste modo, a inibi¢cdo da isoprenilacdo de FPP e GGPP resulta em
acumulo de Rho e Ras citoplasmaticos, levando a mudancas no citoesqueleto que alteram a
estabilidade da membrana e o trafego através da mesma. Assim, é capaz de afetar a
sinalizacdo inter e intracelular e, por fim, a prdpria transcricdo génica. Aparentemente, a
inibicdo da isoprenilacdo da Rho e, conseqlientemente, a ndo ativacao de seu alvo, a Rho-
quinase, parece ser o principal mecanismo mediador de outros efeitos colesterol-

independente observados para as estatinas (Manson, 2005). Esta acdo sobre a
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isoprenilacdo de alguns compostos vem sendo chamada de efeitos pleiotropicos das
estatinas e tém sido associados a diversos mecanismos como melhoria ou restauracdo da
funcdo endotelial, aumento da estabilidade de placas ateroscleréticas, diminuicdo do
estresse oxidativo e inflamacdo, além da inibicdo da resposta trombogénica na parede
vascular (Liao, 2002).

Muitos estudos in vitro, em modelos animais e alguns em pacientes com doenca
cardiovascular, mostraram a habilidade das estatinas de diminuir os niveis de citocinas
inflamatdrias, de inibir a interacdo de leucocitos com as células endoteliais e de inibir a
quimiotaxia de leucdcitos para tecidos inflamados (Node e cols., 2003; Mozaffarian e cols.,
2005; Tousoulis e cols., 2005; Sola e cols., 2006). Evidéncias indicam que citocinas
inflamatdrias podem influenciar a contratilidade do coracao, induzir hipertrofia do musculo
cardiaco e promover apoptose ou fibrose, contribuindo com o processo de remodelamento
do miocardio (Sasayama e cols., 1999; Dama’s € cols., 2001; Mann, 2002).

O processo inflamatorio é considerado um dos fatores mais importantes em ambas
as fases da doenca de Chagas em humanos e em modelos experimentais (Lannes-Vieira e
cols., 2009; Talvani e Teixeira, 2011). Por isso torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de pesquisas de farmacos que minimizem estes processos inflamatorios.
Como ja foi explicitado, as estatinas possuem efeitos na diminui¢do da inflamacdo. Um
estudo realizado em nosso laboratério, uma dose diéria de sinvastatina foi capaz de reduzir
0s niveis séricos de citocinas pro- inflamatdrias IFN-y e TNF-a, mas ndo a regulatoria IL-
10 e ndo houve melhora em parametros clinicos como fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo e didmetro diastolico do ventriculo, em cées infectados experimentalmente com o
T. cruzi durante a fase cronica da infeccdo (Melo e cols., 2011). Resultados similares
foram encontrados em experimento com camundongos infectados experimentalmente com
0 parasito, e foi constatado em niveis séricos e em sobrenadante de tecido cardiaco, que
citocinas inflamatdrias e quimiocinas, as quais sdo essenciais no controle da infeccéo pelo
parasito e recrutamento leucocitario para o foco inflamatério, (IFN-y, TNF-a, CCL2 e
CCL5) foram reduzidas ap0s o tratamento diario com a sinvastatina (Silva e cols., 2012).
Uma importante estratégia para demonstrar as a¢des das estatinas sobre a resposta
imune é utilizacdo de “marcadores biologicos da inflamagdo” ou “BIOMARCADORES”.
O National Institutes of Health Biomarkers Definitions Working Group definiu
biomarcador como uma caracteristica objetivamente mensuravel e avaliada como indicador

de um processo fisiologico, patoldgico ou uma resposta do organismo a uma intervengdo
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terapéutica. Um bom biomarcador deve ter alta sensibilidade e especificidade, deve
auxiliar no diagnostico de uma patologia de curso agudo ou crénico, deve permitir a
estratificacdo de risco de pacientes e a monitoracdo da progressdo de uma patologia
(Morrow e cols., 2007). Como vimos nos estudos acima, as citocinas e quimiocinas sao
amplamente empregados como marcadores ou padrées de avaliacdo de tratamento. Em
estudos de doencas cardiovasculares tém-se empregado diversos marcadores como:
peptideo natriurético tipo B (BNP), que € utilizado em diagnostico de emergéncia de falha
cardiaca e no prognostico de pacientes com sindrome aguda coronariana; proteina C-
reativa (CRP), que € um importante indicador de prognoéstico de risco cardiovascular e
sindrome aguda coronariana; Creatina kinase (CK-MB), que é utilizada no diagndstico
precoce de infarte agudo do miocardio (Tang e Kang., 2006; Qureshia e cols., 2012).
Existem também as troponinas, que sdo reconhecidamente empregadas na clinica médica
como marcador de degeneracdo cardiaca. Dessa forma, o estudo deste biomarcador
durante a infecgdo pelo T. cruzi seria interessante para se avaliar a agdo da sinvastatina

sobre a lesdo causada pela inflamacéo.
1.4 As troponinas

As troponinas cardiacas sdo biomarcadores de alta sensibilidade e especificidade
para a degeneracdo do miocardio no homem e tém sido consideradas como padrao ouro de
diagndstico e prognostico associado a esta patologia (Antman, 2002; Sarko & Pollack,
2002). Essas proteinas contrateis (Troponinas C,l e T) formam um complexo que se liga
ao filamento de actina e medeiam a ativacdo e inativacdo, em presenca de calcio, da
contracdo muscular esquelética e cardiaca. A troponina C (TnC) é idéntica tanto no
musculo esquelético como cardiaco, mas os genes codificadores das troponinas | (Tnl) e T
(TnT), nos diferentes masculos, sdo diferentes. A troponina | tem afinidade pela actina,
enguanto a troponina C tem afinidade pelos ions célcio e a troponina T tem afinidade pela
tropomiosina (Oyama e Sisson, 2004).

As troponinas estdo presentes nos musculos, entretanto sdo liberadas para corrente
sanguinea quando ha lesdo tissular e a conseqiiente ruptura da fibra (O’Brien, 2006), logo a
deteccdo de altas concentracfes de cTnl ou cTnT na circulagdo é visto como um indicador
especifico da lesdo do miocéardio e necrose (Morrow, 2001; Fishbein e cols., 2003). Esta

relacdo é demonstrada em cdes com oclusdo da artéria coronaria experimental em que a
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concentracdo de cTnl na circulacdo é proporcional a extensdo da injuria cardiaca
(Ricchiuti, 1998).

O-Brien, em 2006, demonstrou que o0 aumento sérico de cTnl em animais nao
humanos, correlacionava-se com disfun¢bes cardiacas, como hipertrofia ventricular,
taquicardia, contracdo ventricular prematura e dispnéia associada a insuficiéncia cardiaca.
Devido a esta associacdo, seria importante a proposta de avaliagdo da dosagem deste
biomarcador em doencas de acometimento cardiaco, como € o caso da doenca de Chagas.
Em 2003, foi avaliada a concentracdo de troponina | em soro de pacientes positivos para o
T. cruzi sendo o valor médio para os pacientes chagasicos de 0,46ng/dl e 0.027ng/dl para,
individuos sadios. Os pacientes que estavam na forma cardiaca apresentaram niveis mais
altos (0,60ng/dl) em relacdo aos pacientes na forma indeterminada (0,25ng/dl) (Aras e
cols., 2003). Ja em outro estudo, altos niveis de autoanticorpos contra troponina T foram
encontrados em pacientes na forma indeterminada e na forma cardiaca da doenca de
Chagas (Nunes e cols., 2013). Nesse estudo também foi demonstrado que em pacientes
com autoanticorpos anti-troponina T a fracdo de ejecdo estava diminuida, evidenciando

uma disfuncéo cardiaca.

1.5 O modelo canino e suas repercussdes na infec¢do pelo Trypanosoma cruzi

A estreita homologia da isoforma cardiaca cTnl entre as espécies de mamiferos
permite rapida e precisa medicdo das concentracbes de troponina em cdes utilizando
imunoensaios desenvolvido para humanos (O’Brien e cols., 1997, Fredericks e cols.,
2001). Os genes da troponina | de gatos e cées foram codificados apresentando homologia
de 96% e 95%, respectivamente, em relacdo ao mesmo gene do homem (Rishniw e cols.,
2004). O cao tem sido apresentando como o modelo animal mais adequado para se estudar
aspectos clinicos da cardiopatia chagasica por apresentar manifestacfes clinicas muito
similiares aquelas observadas em seres humanos. Logo, seria interessante estudar os efeitos
da sinvastatina na cardiopatia chagéasica crénica, mensurada pela troponina, no modelo céo.

O modelo cdo permite o estudo da evolucdo natural e outros aspectos clinicos
observados na infecgdo pelo T. cruzi, além de ser um animal de facil aquisi¢do, manuseio e
manutencdo (Lana e cols.,1992).

Lana e cols em 1988 encontrou em autopsia feita em cdes infectados

experimentalmente pelo T. cruzi: epicardite, miocardite crdnica produtiva fibrosante, com
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presenca as vezes de granulomas periganglionite, ganglionite, perineurite e neurite, com
possivel despopulacdo neuronal, quadro muito semelhante ao encontrado em seres
humanos infectados. Andrade e cols em 1997 observaram que alteracdes no
eletrocardiograma estavam presentes em 80% dos cdes durante a fase aguda da infecgéo e
entre 0s animais sobreviventes foi observada a normalizagdo do ECG, caracterizando a
forma indeterminada da doenca de Chagas, bem como acontece em humanos. Guedes e
cols em 2009 mostrou que os beagles deste estudo apresentaram parasitemia, producdo de
anticorpos (IgA, IgM e 1gG) e alteracdes eletrocardiograficas, além de ter observado
miocardite cronica difusa, fibrose e producgéo de citocinas similares aos encontrados em
pacientes chagésicos. O cdo torna-se um modelo ainda mais viavel, uma vez que ja foi
demonstrado que ele apresenta resposta imune a fase aguda e cronica muito similar aquela
encontrada em humanos, além de apresentar um quadro clinico e patoldgico semelhantes
(Laranja & Andrade, 1980; Lana e cols., 1992; Guedes e cols., 2009).

Diante do exposto, o cdo se apresenta como um modelo ideal dentro dos requisitos
estabelecidos pelo Comité de Doenca de Chagas do Programa Especial de Treinamento e

Pesquisa de Doencas Parasitarias da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1984) por:

1. Permitir o isolamento do parasito ao longo da infeccdo;

2. Apresentar reacdes soroldgicas positivas indicativas da persisténcia da infeccéo;

3. Apresentar manifestacdes clinicas da doenca de Chagas cronica;

4. Desenvolver miocardite, miosite e outras alteracdes patoldgicas que caracterizam a
doenga;

5. Induzir resposta imune contra tecido do hospedeiro.

Portanto, diante de um modelo experimental que reproduza as fases da infec¢éo
chagasica tal como no humano, podemos entdo, comprovar se de fato as estatinas exercem
um papel protetor ao funcionamento cardiaco nesses animais infectados pelo T. cruzi e, se
tais efeitos podem ser mensuraveis atraves de biomarcadores utilizados na clinica médica
como, por exemplo, a troponina estimulando, assim, estudos futuros em pacientes

chagasicos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da troponina | associada as alterag@es funcionais e histopatologicas

cardiaca em cdes infectados pelo Trypanosoma cruzi e tratados com sinvastatina.

2.2 Objetivos especificos

(i) Avaliar a concentracdo da troponina | sérica como marcador de lesao

durante a fase aguda e cronica da infeccdo experimental pelo T. cruzi;

(i) Avaliar o processo inflamatdrio cardiaco e os diferentes tipos de colagenos
de cdes infectados com T. cruzi nas fases aguda e crbnica, tratados ou nao

com sinvastatina durante 6 meses;

(iii)  Avaliar as alteragbes elétricas (ECG) e funcionais (ecocardiografia)
cardiacas de cdes infectados com T. cruzi nas fases aguda e crénica, tratados

ou ndo com sinvastatina durante 6 meses;
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3- Animais, material e métodos.
3.1 Descri¢do do modelo canino

Para esse estudo foram utilizados 15 cées, sem raca definida e de ambos 0s sexos,
mantidos no canil do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro
Preto. Todos os animais foram alimentados durante o estudo com racdo comercial para
caes, agua ad libitum sendo os mesmos, previamente, tratados com anti-helminticos e
vacinados contra doencas infecciosas.

A distribuic@o dos animais empregados nesse estudo procedeu da seguinte forma: 5
ndo foram infectados pelo T. cruzi (grupo controle) e os outros 10 cédes foram inoculados
com a cepa Y do T. cruzi, sendo que 5 foram tratados diariamente com 20mg de
sinvastatina e os outros 5 apenas com o veiculo utilizado para diluir o farmaco.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal, pré-estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e também foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (nimero 2009/28).

3.2 Inoculacéo dos animais e avaliacdo da parasitemia

Aos quatro meses de idade, dois grupos de 5 cdes foram inoculados com 2.000
formas tripomastigotas sanguineas/Kg corporal, via intraperitoneal. Os parasitos foram
obtidos do sangue de camundongos Swiss infectados com a cepa Y do T. cruzi e mantidos
pela equipe do laboratorio de doenca de Chagas da UFOP no CCA da UFOP.

A partir do 1° dia de inoculagdo foi coletado, diariamente, 5ul de sangue da veia
marginal da orelha dos cées para a confirmacdo da infeccdo e contagem dos parasitos,
através da analise microscopica do sangue a fresco. A quantificagdo dos parasitos foi

realizada de acordo com a técnica descrita por Brener (1962) até o 15° dia de infeccéo.
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3.3 Esquema terapéutico

O tratamento com a sinvastatina foi iniciado no dia da infeccdo e realizado
diariamente, ao final da tarde, com comprimidos contendo 20 mg de Sinvastatina (Sanval
Ltda, S.P.), administrados individualmente por via oral. Como forma de auxiliar e
assegurar a degluticdo do medicamento foi administrado dgua, por meio de uma seringa
concomitantemente com o comprimido. A dose foi estabelecida em funcdo da dose
humana, empregada ndo para a reversdo da hipercolesterolemia primaria, mas para
prevencdo de danos cardiovasculares (Rosendo e cols., 2007) sendo o célculo realizado de
acordo com o peso dos animais. A biodisponibilidade do fa&rmaco varia com o peso, mas
0s animais selecionados para o estudo apresentavam medidas de comprimento e peso,

semelhantes.
3.4 Quantificacdo de Troponina | sérica

Para quantificagdo da troponina | sérica foram coletados 10 mL de sangue de cada
animal, através da veia femural. O sangue foi coletado em tubos falcon de 15mL. As
amostras foram, imediatamente apds a coleta, centrifugadas a 3000rpm durante 10
minutos. O sobrenadante (soro) foi armazenado em tubos da marca eppendorf de 0,5 mL a
-80°C para posterior analise. As coletas sanguineas dos animais foram feitas antes da
inoculacdo dos parasitos, aos 3 e 6 meses de infeccao.

Foram utilizados cartuchos i- STAT® c¢Tnl utilizando como analisador o clinico
portatil i- STAT®1. De forma geral, o cartucho de teste i- STAT® utiliza 0 método de
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) em dois locais. Os anticorpos especificos
para a troponina cardiaca | humana estdo localizados num sensor eletroquimico fabricado
num chip de silicone. Em outro local do chip de silicone do sensor encontra-se também
depositado um conjugado enzimatico de fosfatase alcalina/anticorpo especifico de uma
porcdo separada da molécula de cTnl. Assim, a amostra de soro entra em contato com 0s
sensores, permitindo a dissolugdo do conjugado enzimatico na amostra alvo. A cTnl na
amostra fixa-se com a fosfatase alcalina, sendo arrastada para a superficie do sensor
eletroquimico durante um periodo de incubacdo de, aproximadamente, sete minutos.
Procede-se a lavagem dos sensores para retirar a amostra, assim como 0 conjugado
enzimatico em excesso. No fluido de lavagem encontra-se um substrato para a enzima de
fosfatase alcalina. A enzima ligada ao complexo tipo “sandwich” de

anticorpo/antigeno/anticorpo cinde o substrato liberando um produto detectavel
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eletroguimicamente. O sensor eletroquimico mede este produto enzimético que é

proporcional a concentracdo de cTnl presente na amostra.

Para cada analise, foram

utilizados 16pL de soro. O teste apresenta resultados no intervalo de 0,00 a 50ng/mL.

Cada cartucho i- STAT® cTnl contém uma entrada para amostras, sensores para

detectar cTnl e todos os reagentes necessarios para a realizagdo do teste. Em seguida é

apresentada uma lista dos ingredientes reativos:

Ingredientes reativos

Origem bioldgica

Composicdo %

Conjugado de fosfatase IgG caprina: Intestino 0,005ug
alcalina/anticorpo bovino
IgG IgG caprina: 1IgG murina 4 ug
Fosfato aminofenil de sodio N/A 700 ug
heparina Intestino porcino 0,41U

3.5 Avaliacéo eletrocardiogréfica

O eletrocardiografo utilizado nesta avaliacdo foi o modelo ECG 06, ECAFIX-
FUNBEC, Séo Paulo- Brasil. Para este processo, os cées foram anestesiados com 0,5
mL/Kg de peso corporal do anestésico Tiopental sodico (0,03 g/mL de solucdo salina
0,9%) via endovenosa e foram posicionados em decubito lateral direito, com os membros
mantidos em angulos direitos em relacdo ao corpo e paralelamente um ao outro, sobre uma
superficie isolante elétrica (Ettinger & Suter, 1970).

A padronizagdo foi de 1mV/cm e velocidade de 50mm/seg. Os eletrodos foram
adaptados em agulhas 13 x 0,38mm que foram introduzidas na pele dos animais durante o
exame. As derivacOes registradas foram as periféricas (DI, DII, DIII, aVL e aVF) e as
precordiais (V10, CV5RL ,CV6RL e CV6LU). As leituras e interpretacbes foram feitas
por um especialista que ndo conhecia a situagdo dos cdes. Essas avaliagdes foram
realizadas antes da infecgé@o (4 meses de idade), 3 meses pos infecgdo (7 meses de idade) e

6 meses pos infeccdo (10 meses de idade).
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3.6 Avaliacéo ecocardiografica

Os animais foram anestesiados com 0,5 mL/Kg corporal de Tiopental sodico (0,03
g/mL de solucéo salina 0,9%) por via endovenosa e logo apo6s posicionados em decubito
lateral direito, com os membros mantidos em angulo de 90° em relagdo ao corpo, sobre
uma superficie isolante elétrica.

A avaliacdo ecodopplercardiografica foi realizada de forma sistematizada, por um
sO examinador experiente, utilizando-se aparelhagem de ecocardiografia portatil Cypress
dotada dos modos Unidimensional, Bidimensional, Doppler pulsado, continuo,
mapeamento de fluxo em cores e adaptado para obtengdo do Doppler tecidual. Utilizou-se
transdutor multifrequencial de 3,0-3,5 MHZ, com registro eletrocardiografico simultaneo.

Utilizou-se a técnica convencional de exame, ja estabelecida na literatura (Sahn e
cols.,1978; Feingenbaum, 1994), empregando-se as diversas modalidades do exame
ecocardiografico acima descritas. Os cortes ecocardiogréaficos foram realizados com o
paciente posicionado em decubito lateral esquerdo, inicialmente na posicdo paraesternal,
onde foram obtidos os cortes longitudinais do ventriculo esquerdo e cortes transversais ao
nivel da valva mitral e musculos papilares e, em sequiéncia, na posi¢do apical, onde foram
obtidos os cortes de quatro, duas e cinco camaras (Oh e cols., 2006).

Através da analise combinada das técnicas Unidimensional, Bidimensional e
Doppler foram avaliadas as dimensdes cardiacas, a funcdes sistolica e diastdlica ventricular
esquerda e a contratilidade global e segmentar do VE. Ao longo da sistematica do exame,
procurou-se identificar a presenca de trombos, aneurismas, regurgitacbes valvares,
hipertensdo pulmonar e alteragdes pericardicas.

As medidas ao Unidimensional foram guiadas pela imagem ao Bidimensional e
realizadas no pico da onda R, identificado através do registro eletrocardiografico
simultaneo de uma derivacdo. Foram seguidas as recomendacgdes da Sociedade Americana
de ecocardiografia para obtencdo das medidas ecocardiograficas. Foram mensurados 0s
diametros diastolicos da raiz de aorta, do atrio esquerdo e do ventriculo esquerdo, a
espessura diastdlica do septo interventricular; a espessura diastdlica da parede posterior do
ventriculo esquerdo e o didmetro sistolico do ventriculo esquerdo. A partir dessas medidas
e utilizando-se o sistema de calculos automaticos do equipamento, foram calculados os
pardmetros ecocardiograficos de avaliagdo da fungdo sistolica ventricular esquerda ao

Unidimensional fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo pela formula de Teichholz e cols.
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(1976) e o percentual de encurtamento sistdlico. A massa ventricular esquerda foi
calculada segundo recomendagdes da American Society of Echocardiography.

A avaliacdo ao Bidimensional envolveu a mensuracdo dos volumes sistolico e
diastdlico finais do ventriculo esquerdo nos cortes apicais de duas e quatro camaras,
utilizando-se a formula de Simpson biplanar para célculo da fracdo de ejecdo (Wyatt e
cols., 1980). Qualitativamente, foram também avaliadas, ao Bidimensional, ao Doppler e
ao color Doppler, a morfologia e movimentacdo das valvas cardiacas, o grau de
regurgitacao valvar, a morfologia e dimensdes das camaras cardiacas, a espessura e textura
miocéardicas. Avaliou-se, ainda, qualitativamente, a contratilidade global e segmentar das
paredes do ventriculo esquerdo utilizando-se o modelo de subdivisdo do ventriculo
esquerdo em 16 segmentos, segundo proposto pela American Society of Echocardiography
nas projecdes paraesternal e apical (Oh e cols., 2006), presenca de trombos, aneurismas e
alteracOes pericérdicas. Sempre que possivel obteve-se uma estimativa da pressdo sistdlica
em artéria pulmonar através da mensuracdo da velocidade méxima da regurgitacdo

tricispide.

3.7 Necropsia e coleta de fragmentos cardiacos

Os cées foram eutanasiados e, a seguir, necropsiados por um patologista
experiente, aos seis meses de infeccdo. Assim, o coracdo foi removido para analise
microscopica. Em seguida, foram feitos cortes da parede atrial direita de todos os cdes. Os
fragmentos obtidos foram armazenados em formol 10% tamponado (temperatura
ambiente) para analises histopatoldgicas. No processo de fixacdo esses fragmentos séo
primeiramente desidratados em concentra¢des crescentes de alcool etilico por 30 minutos
em cada concentracdo (70%, 80%, 90% e 100%). Depois esses tecidos sdo diafanizados
em dois banhos de xilol de 10 minutos cada. E a ultima etapa de fixacdo é a inclusdo em
parafina também em dois banhos de 10 minutos cada para assegurar que todo xilol foi

removido.
3.8 Quantificacdo dos diferentes tipos de colageno

Para a avaliacdo dos diferentes tipos de colagenos presentes no atrio direito, foi
utilizada a coloragéo de picrosirius red, um composto anionico que distingue a espessura e
densidade das fibras de colageno pela coloracdo emitida sob a luz polarizada. Enquanto as

fibras finas dissociadas tipicas do colageno tipo 11l sdo esverdeadas, as fibras mais grossas
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fortemente associadas do colageno tipo | emitem cores com comprimento de ondas
maiores, como vermelho e amarelo (Kesler e cols., 2000).

A area de colageno foi quantificada por meio da andlise (analisador de imagens
Leica Qwin V3) de 20 imagens aleatdrias das laminas de fragmentos (5um) do atrio direito.
Essas imagens foram vizualizadas na objetiva de 10x e digitalizadas através da
microcamera Leica DM 5000 B (Leica Application Suite verséo 2.4.0R1).

(M Técnica do picrosirius red

Cortes seriados dos fragmentos cardiacos de cada cdo foram desparafinizados em
imersdes de xilol, hidratados em solucbes alcodlicas de concentracBes decrescentes e
lavados em agua corrente. Em seguida, os cortes foram corados pelo picrosirius red por
60 minutos, lavados em agua corrente e corados pela hematoxilina por 1 minuto e 30
segundos e novamente lavados em agua corrente. Apds esse processo, as laminas foram

para estufa para secagem e depois montadas com Entellan.
3.9 Quantificacao de nucleos celulares no atrio direito

Os nucleos celulares foram quantificados em 20 imagens (campos) aleatérias que
foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina. As imagens visualizadas pela objetiva
de 40x foram digitalizadas através de microcamera Leica DM 5000 B (Leica Application
Suite, versdo 2.4.0R1) e processadas por meio do programa analisador de imagens Leica
Qwin V3. A miocardite foi determinada pela média do nimero de nucleos celulares
presentes nas imagens dos animais controles ndo infectados mais dois desvios padrdes,
assim, os cées infectados com o T. cruzi com valores da quantificacdo de nucleos

celulares acima desta média foram considerados com inflamacéo cardiaca.

(i) Técnica de Hematoxilina & Eosina (H&E)

Para analise e quantificacdo do infiltrado inflamatorio, fragmentos do tecido
cardiaco foram corados pela H&E. Cortes seriados da parede atrial direita de cada cdo
infectado foram desparafinizados em imersdes em xilol, hidratados em solucdes alcodlicas
de concentragcBes decrescentes e lavados em 4&gua corrente e em tampédo fosfato
(PBS). Em seguida, os cortes foram corados pela hematoxilina, lavados em agua corrente

e diferenciados rapidamente em alcool acidulado e corados pela Eosina. Apos o ultimo
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processo de lavagem em agua corrente, foram levados até a estufa para secagem.
Posteriormente colocados em banho de xilol e, entdo, montadas as ldminas com auxilio de

Entellan.

3.10 Andlise Estatistica

Para os dados (quantificaveis) entre os grupos de animais estudados, utilizou-se 0
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com intervalo de confianca de 95%. As analise

foram realizadas no GraphPad prism verséo 5.
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4- Resultados
4.1 Curva de parasitemia dos animais infectados com T. cruzi

A parasitemia dos animais foi avaliada diariamente pelo exame de sangue a fresco.
N&o foram observadas diferencas no o periodo pré-patente (3 a 4 dias) entre 0s grupos
infectados tratados ou ndo com a Sinvastatina. No entanto, observou-se (Fig. 1) que os cées
infectados sem tratamento apresentaram pico de parasitemia no 13° dia, enquanto aqueles
infectados e tratados diariamente com sinvastatina (20mg) apresentaram antecipacdo do

pico, sendo este no 8° dia pos infecgao.
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Figura 1: Curva de parasitemia de cées infectados com 2.000 formas tripomastigotas
sanguineas/kg de peso da cepa Y do Trypanosoma cruzi via intraperitoneal. Os circulos
cinza representam animais infectados sem tratamento e os circulos em negrito os animais
infectados tratados com sinvastatina. * p<0.05 realizado entre os animais em cada dia da
parasitemia pelo test t-student.

4.2 Quantificacdo da troponina | sérica

Quanto a quantificacdo sérica da troponina |, observou-se elevacdo nos nives
séricos nos animais em fase aguda da infecgédo (Fig 2). O tratamento com doses diarias de
sinvastatina propiciou uma reducéo da producdo da troponina | durante a mesma fase, em
relagcdo ao grupo de animais infectado e n&o tratado (p=0,0195).

Aos seis meses de infeccdo, considerada fase cronica recente, 0s niveis séricos

da troponina | em todos os grupos voltam ao estado basal em torno de 0,02ng/mL.
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Figura 2: Nivel sérico da troponina cardiaca | determinado por cartuchos i- STAT® cTnl e
mensurados antes e durante as fases aguda e crénica recente da infeccdo pelo Trypanosoma
cruzi. As cores das barras no grafico, como indicadas, representam animais nao infectados
(brancas), infectados (cinza) e infectados tratados com sinvastatina (preto), sendo o *
indicativo de diferenca estatistica p<0.05 em relacdo aos demais grupos.

4.3 Efeito da sinvastatina sobre a conducao elétrica cardiaca

4.3.1 Duracéo da onda P

A analise comparativa da duracdo da onda P indica alteracGes atriais e,
indiretamente, sobrecarga ventricular esquerda. Na figura 3 é observada a auséncia de
anormalidades na duracdo da onda P, bem como entre as medianas (0.03 e 0.04 segundos)
dos grupos nos diferentes tempos de infeccao.
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Figura 3: Duracdo da onda P (s) em cédes sem raca definida, infectados pelo Trypanosoma
cruzi e tratados com Sinvastatina (cinza escuro) ou sem tratamento (cinza claro). Animais
nédo infectados foram utilizados como grupo controle (branco). A avaliagéo foi realizada
antes da infeccdo (més 0), no 3° e no 6° més ap6s a inoculagdo. N&o foram encontradas

diferencas estatisticas entre os grupos p>0.05.
4.3.2 Duracéo do intervalo P-R

O intervalo PR reflete o tempo de conducdo elétrica pelo nodo atrio ventricular. Na
figura 4 observa-se que antes da infec¢do todos 0s grupos apresentavam-se semelhantes.
No entanto, durante a fase aguda houve diferenca entre os grupos infectados e aquele nao
infectado, ndo havendo diferencas associadas a sinvastatina. Durante a fase cronica esse

parametro permaneceu inalterado em relacdo ao més 0 em todos 0s grupos experimentais.
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Figura 4: Duracdo do intervalo P-R de cdes sem raca definida infectados com o
Trypanosoma cruzi. Esses animais foram tratados (cinza escuro) ou nédo (cinza claro) com
sinvastatina (20mg) e os animais ndo infectados utilizados como controle encontram-se
representados pelos boxes brancos. A avaliacdo foi realizada antes da infec¢do (més 0), no

3%e no 6° més apos a inoculacdo. Letras diferentes significam diferenca estatistica p<0.05.
4.3.3 Duracgéo de QRS

A duracdo do complexo QRS pode indicar o aumento ventricular, bloqueios dos
ramos direito e esquerdo do feixe de His, além de contra¢des ventriculares prematuras. Na
figura 5 observa-se que durante 0 més 0 todos os animais apresentaram a duracdo de QRS
similares. Aqueles cdes tratados com sinvastatina tiveram aumento deste pardmetro no 3°
més em relacdo ao periodo anterior a infeccdo (més 0). No més 6 houve diferenca entre os
grupos infectados e o grupo sem infeccdo sendo, no entanto, equivalentes aos valores

observados com a fase aguda (3 meses).
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Figura 5: Duracdo de QRS de cdes sem raca definida infectados pelo Trypanosoma cruzi e
tratados (cinza escuro) ou ndo (cinza claro) com sinvastatina (20mg). Animais néo
infectados foram utilizados como controle (branco). A avaliacdo foi realizada antes da
infeccdo (més 0), no 3° e no 6° més apds a inoculacdo e letras diferentes significam

diferenca estatistica p<0.05.

4.3.4 Alteracdes eletrocardiogréaficas detectadas

As alteracOes qualitativas detectadas ao ECG nos animais infectados pelo T. cruzi e
infectados e tratados com Sinvastatina encontram-se representadas na Tabela 1. Aos 3
meses poOs infeccdo (MPI) foram observadas alteracbes ao ECG em 20% dos cées
infectados pelo parasito (1/5 animais) e de 40% nos cdes infectados e tratados com
sinvastatina (2/5animais). A evolucdo da infeccdo foi demonstrada pelo aumento do
namero de animais que apresentaram alteracGes ao ECG realizado nos 6 MPI naqueles
caes infectados apenas, uma vez que aos 3 MPI apenas 1 animal apresentava alteracéo e
aos 6 MPI este nimero subiu para 3 animais. No entanto, no grupo infectado e tratado com
a Sinvastatina, o0 nimero de cdes com alteracdes qualitativas ao ECG permaneceu
inalterado, todavia é importante salientar que houve regressdo em 1 cdo que aos 3 MPI
apresentava blogueio do ramo esquerdo de 3° grau e ao final do estudos apresentava
bloqueio do ramo esquerdo de 2° grau.
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Tabela 1: Tabela de alteragdes eletrocardiograficas qualitativas apresentadas em caes
infectados pelo Trypanosoma cruzi e tratados ou ndo com sinvastatina (20mg). Animais
ndo infectados foram utilizados como parametros de normalidade. A avaliacdo foi

realizada no 3° e no 6° més apds a inoculagdo.

Infectados +

Infectados sinvastatina
Alteragoes de ECG Normais 3 MPI 6 MPI 3 MPI 6 MPI
BRE- 1° grau 0/5 1/5 1/5 0/5 0/5
BRE- 2° grau 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5
BRE- 3°grau 0/5 0/5 0/5 2/5 1/5
HBAE 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5
BA-V 1° grau 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5
ECG anormal/cdo 0/5 1/5 3/5 2/5 2/5
(0%) (20%) (60%) (40%) (40%)

MPI: meses p6s infec¢do, BRE: bloqueio do ramo esquerdo, HBAE: hemi-bloqueio anterior

esquerdo, BA-V: blogueio atrio-ventricular.

Na figura 6 estdo mostrados tracados eletrocardiograficos representativos de
alteracOes encontradas. As figuras 6A, B e C mostram um tragado eletrocardiogréafico de
cdes infectados (sendo em C tratado com sinvastatina) com aumento na duracdo do
complexo QRS. O impulso ventricular esquerdo é retardado, de modo que o ventriculo
direito se despolariza antes, dando-se a seguir a despolarizacdo do ventriculo esquerdo,
caracterizando bloqueio do ramo esquerdo, porém em graus diferentes (6A- 1° grau, 6B- 2°
grau e 6C- 3°grau). A figura 6D mostra um tracado eletrocardiografico de um céo
infectado pela cepa Y com aumento do intervalo PR, caracterizando bloqueio

atrioventricular de 1°grau (BAV 1°grau).

-24 -



Resultados

H
iSiEaia

HHT

iE3zaamea=s

e

3
[r;,'i'n,—t“

Y

,,__‘.
1
T

HHH
HEH
i

i : fl'

L
(55 g
-

i r S - - -t -

D

Figura 6: Tracados eletrocardiograficos obtidos de cdes infectados com 2.000
tripomastigotas/kg da cepa Y do T. cruzi. (A) Bloqueio ramo esquerdo 1° grau (B)

Bloqueio ramo esquerdo 2° grau (C) Bloqueio ramo esquerdo 3° grau (D) Blogueio atrio
ventricular 1° grau (F).
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4.4 Efeitos da sinvastatina sobre a funcéo cardiaca

4.4.1 Fracao de Ejecdo

A medida da fracdo de ejecdo (FE) é de grande relevancia na avaliacdo da funcéao
sistolica ventricular esquerda. Na Figura 7, avaliacdo realizada pelo método de discos de
Simpson, a FE mostrou-se inalterada ao més 0 e também ao més 3 entre todos 0s grupos
experimentais. Durante a fase crénica recente da infeccdo (més 6) foi observada uma queda
nesse parametro nos animais infectados e naqueles infectados tratados com Sinvastatina,
mas ndo havendo diferencas entre esses dois grupos (p>0,05).
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Figura 7: Fracdo de ejecdo ventricular em cdes sem raca infectados pelo Trypanosoma
cruzi e tratados (cinza escuro) ou ndo (cinza claro) com sinvastatina (20mg). Animais nao
infectados foram utilizados como parametros de normalidade (branco). A avaliacdo foi
realizada antes da infecgdo (més 0), no 3° e no 6° més apds a inoculacéo e letras diferentes
significam diferenca estatistica p<0.05.

4.4.2 Indice de Massa do Ventriculo Esquerdo

O indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE) reflete uma dilatagdo cardiaca,
possivelmente associada a um grau de hipertrofia e fibrose. Na Figura 8 podemos observar
gue no més 0 ndo houve diferenga entre os grupos avaliados. Durante a fase aguda da

infeccdo (més 3) observamos reducdo deste pard@metro no grupo de animais infectados, em
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relagdo ao grupo infectado tratado (p= 0,0159). J& no 6° més, observamos novamente
auséncia de diferenca entre os grupos. De modo geral, o grupo infectado permaneceu sem
alteracdes significativas no decorrer da infeccdo. O grupo que recebeu tratamento com
Sinvastatina apresentou aumento deste parametro na transicdo do més 0 para o meses 3,

nédo sendo encontrada diferenca entre os meses 3 e 6.
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Figura 8: indice de massa do ventriculo esquerdo mensurado por ecocardiografia em caes
sem raca infectados pelo Trypanosoma cruzi e tratados (cinza escuro) ou nao (cinza claro)
com sinvastatina (20mg). Animais ndo infectados foram utilizados como parametros de
normalidade (branco). A avaliacéo foi realizada no més 0 (antes da infecgdo), no 3° e no 6°

més apos a inoculacdo e letras diferentes significam diferenca estatistica p<0.05.

4.4.3 Tempo de Relaxamento Isovolumétrico

O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) é uma medida obtida pela
ecocardiografia e expressa algumas alteracdes patolégicas na funcdo cardiaca diastdlica.
Na Figura 9 observamos auséncia de diferenga entre todos 0s grupos experimentais no
decorrer dos tempos de infeccdo. No entanto, dentro do grupo tratado com sinvastatina
houve um aumento deste parametro na progressdo dos animais para a fase aguda da

infeccdo, ndo havendo essa progressdo durante a fase cronica recente (6 meses).
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Figura 9: Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) mensurado por ecocardiografia
em caes infectados pelo Trypanosoma cruzi e tratados (cinza claro) ou ndo (cinza escuro)
com sinvastatina (20mg). Animais ndo infectados foram utilizados como parametros de
normalidade (branco). A avaliacdo foi realizada antes da infecgdo (més 0), no 3° e no 6°

més apos a inoculacgdo e letras diferentes significam diferenca estatistica p<0.05.

4.4.4 VVolume do atrio esquerdo

A medida do Volume do Atrio Esquerdo, mais correlacionada a avaliacdo da
funcdo diastolica do VE, foi realizada pelo método uniplanar de Simpson, ao final da
sistole, na projecdo apical de quatro cdmaras. Na Fig. 10 pode-se observar que ndo foram
encontradas diferencas estatisticas entre os grupos estudados em nenhum dos tempos de

infeccdo.
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Figura 10: Volume do éatrio esquerdo mensurado por ecocardiografia em cées infectados
pelo Trypanosoma cruzi e tratados (cinza claro) ou ndo (cinza escuro) com sinvastatina
(20mg). Animais ndo infectados foram utilizados como parametros de normalidade
(branco). A avaliagdo foi realizada antes da infeccdo (més 0), no 3° e no 6° més apos a

inoculacdo. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos estudados.
4.5 Analise quantitativa do infiltrado inflamatdério e da fibrose no atrio direito

O étrio direito é considerado a regido onde a miocardite chagasica canina processa-
se com maior intensidade (Caliari e cols., 2002). Na avaliagdo microscopica do atrio
direito os animais infectados pelo T. cruzi sem tratamento com Sinvastatina apresentaram
maiores indices de infiltrado inflamatdrio do que aqueles cées infectados e tratados, como
representado através das fotomicrografias coradas com hematoxilina & eosina
apresentadas na figura 11.

De modo diferente, a area fibrose do atrio direito do grupo de animais infectados
foi maior do que a area encontrada nos animais infectados submetidos ao tratamento, como
apresentado pelas fotomicrografias da figura 12.
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Figura 11: Sinvastatina reduz o infiltrado inflamatério no é&trio direito. Representacdo
quantitativa de células inflamatérias no atrio direito de cées infectados e infectados
tratados com sinvastatina 20mg. Fotomicrografias de fragmentos do éatrio direito de
animais ndo infectados (A), infectados (B) e infectados tratados (C). Colorag&o:
Hematoxilina & Eosina. Barra=10 micrometros. Letras diferentes significam diferenca
estatistica p<0.05.
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Figura 12: Representacdo quantitativa de area de coladgeno no atrio direito de caes
infectados e infectados tratados com sinvastatina 20mg . Fotomicrografias de fragmentos
do éatrio direito de animais ndo infectados (D), infectados (E) e infectados tratados (F).
Coloragéo: picrossirius red. Barra=10 micrometros. Letras diferentes significam diferenga

estatistica p<0.05.
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4.6 Andlise da &rea das diferentes fibras colagenas encontradas no atrio direito

Foram encontradas trés cores representativas para as fibras colagenas: (i) fibras
finas dissociadas tipicas do colageno tipo Il e representadas pela cor verde, (ii) fibras mais
espessas associadas ao colageno tipo | e emitem cores com comprimento de ondas maiores,
como vermelho e amarelo sob a luz polarizada (Kesler et al., 2000). Na figura 13 pode—se
observar que o grupo infectado apresentou maior area de colageno tipo | e 0 grupo nédo
infectado apresentou maior area de colageno tipo Il em relacdo aos outros dois grupos

estudados.
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Figura 13: Area de fibras de colageno presente no atrio direito de cies sem raca definida
infectados pelo Trypanosoma cruzi e tratados ou ndo com sinvastatina. Animais nao
infectados foram utilizados como parametros de normalidade. A avaliacdo foi realizada aos

seis meses de infeccéo.
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5- Discussao

A busca por modelos experimentais para o estudo da patogénese da infeccéo pelo
Trypanosoma cruzi perpassa os 100 anos da primeira publicacdo sobre a descoberta da
doenca causada pelo ainda denominado Schizotrypanum cruzi, pelo Dr. Carlos Justiniano
das Chagas em 1909 (Chagas, 1909). E considerado um bom modelo experimental aquele
capaz de reproduzir eventos clinicos/patologicos observados em individuos chagésicos,
além de permitir o isolamento do parasito no decorrer de toda infeccdo. Ainda, um bom
modelo de estudo para a infeccdo pelo T. cruzi deveria reproduzir as fases da doenca
humana, além de algumas particularidades clinicas como a cardiopatia chagéasica
fibrosante, os eventos da resposta imune e ainda ser passivel de estudo de possiveis agentes
terapéuticos contra o parasito. Nesse sentido, 0 modelo utilizado no presente estudo, o céo,
tem sido proposto como um excelente modelo experimental por permitir a monitorizacdo
das diferentes formas clinicas da infeccdo tanto aquelas presentes na fase aguda quanto
aquelas particulares da fase cronica (Andrade & Andrade, 1980; Lana e cols., 1988; Tafuri
e cols.,1988; Bahia e cols., 2002). Além disso, nosso grupo ainda demonstrou que este
modelo apresenta indices similares de cura aos observados em seres humanos em ambas as
fases da infeccdo (Guedes e cols., 2002).

Em consonancia com o que se observa na doenca de Chagas humana, a infeccéo
pelo T. cruzi em cées, também apresenta um substrato inflamatério decisivo para a
definicdo do curso clinico das manifestacGes cardiacas. A resposta imune aparece, nesse
caso, como essencial para a destruicdo do parasito, mas a responsavel indireta pela
destruicdo celular e deposicdo, posterior, de colageno e processo de fibrose no tecido
muscular cardiaco (Zhang e Tarleton, 1999). Na&o bastasse esse indicativo da resposta
imune conduzindo as lesdes cardiacas durante a infeccdo pelo parasito, outras varidveis
também exercem importante papel no desenvolvimento das alteragcdes clinicas: (i) a
genética do parasito — sabe-se que as diferentes cepas e Discrete Typing Units apresentam
tropismos diferentes e sdo capazes de desencadear intensidades diferenciadas da resposta
inflamatéria no hospedeiro mamifero (Macedo e Pena, 1998; Guedes e cols., 2009;
Fernandes e Andrews, 2013); a genética do hospedeiro — da mesma forma que o parasito,
tem-se mostrado que a especie animal infectada pelo T. cruzi reflete diretamente na
resposta inflamatdria, na eliminagdo do parasito e no desenvolvimento de alteracGes

elétricas ou funcionais cardiacas (Andrade, 1999; Freitas e cols., 2009; Caradonna e cols.,
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2013); (iii) a carga parasitaria — outro fator decisivo no processo de desenvolvimento das
alteracOes patoldgicas e clinicas na infec¢do pelo T. cruzi € o nimero de parasitos que
rompe as barreiras de protecdo do hospedeiro e o invade. Sabe-se, por exemplo, que a
maioria dos estudos experimentais onde se trabalham com infec¢es variando de 107, 10°,
10 formas tripomastigotas/hospedeiro apresenta respostas inflamatdrias e danos teciduais
diferenciados (Marinho e cols., 1999; Borges e cols., 2012). Nesse sentido, o curso
fisiopatologico do hospedeiro mamifero passa a sofrer uma interferéncia exogena e, da
mesma forma, refletir em uma resposta clinica amenizada, exacerbada ou protetora.

Seguindo o ponto das interaces farmacoldgicas, o presente estudo propds avaliar,
utilizando o modelo céo, avaliar a interferéncia do grupo farmacoldgico das estatinas no
desenvolvimento inflamatorio e funcional cardiacos na infecgdo pelo T. cruzi. As estatinas
vém sendo alvo de diversos estudos, pois além de sua acdo primaria de farmaco
hipocolesterolémico, tém também apresentado efeitos denominados pleiotrépicos, sendo
eles a melhoria da funcéo endotelial, a diminuicdo da migracdo e proliferacdo das células
musculares lisas vasculares, a atenuacdo da remodelagem vascular e miocérdica e a
diminuicdo da inflamacdo vascular e da oxidacdo (Liao e Takemoto, 2001; Node e
cols.,2003; Calabro e Yeh, 2005; Laufs e Liao, 2005; Adam e Laufs, 2008, 2014). Ha
alguns anos nosso grupo tem avaliado o uso de doses baixas de sinvastatina em modelo
camundongos e cées infectados pelo T. cruzi, observando nesses animais reducdo dos
niveis séricos de citocinas inflamatérias (IFN-y, TNF-a) e quimiocinas (CCL2 e CCL5),
reducdo do processo inflamatorio e na funcdo cardiaca (Melo e cols., 2011; Silva e cols.,
2012).

No presente estudo trabalhamos com a dose de 20mg de sinvastatina/dia e com a
mesma cepa Y do T. cruzi utilizada por Melo e cols. (2011). Observou-se um pico de
parasitos circulantes no 8° dia pos-infeccdo, sendo maior nos animais tratados com
sinvastatina. Outros autores mostraram picos de parasitemia, com a mesma cepa do T.
cruzi, no 15° dia pés-infeccdo utilizando cées da raca Beagle. Neste estudo os animais ndo
apresentavam raca definido, reforcando a importancia da genética do hospedeiro mamifero
para o curso da infecgdo pelo T. cruzi (Guedes e cols., 2007). Quanto ao pico mais elevado
em associa¢do com a sinvastatina, é plausivel imaginar que o tratamento com a sinvastatina
iniciada 24 horas ap06s a infeccdo tenha alterado, em parte, a resposta imune desses animais

prejudicando o controle da replicacdo desses protozoarios nos primeiros dias de infeccao.

34



Discussdo

Esse aspecto, se confirmado, torna-se questionavel, pois uma resposta imune eficaz é
necessaria para o controle do parasito, mas persistente passa a destruir as celulas do
proprio hospedeiro gerando os quadros clinicos conhecidos. Por essa razdo, foram
avaliados trés tempos distintos nesse estudo: uma fase inicial, uma fase intermediaria e
uma fase final (cronica recente) em funcdo dos diferentes pardmetros bioquimicos,
histopatoldgicos e clinicos desses animais infectados pelo T. cruzi.

Além do efeito direto nos parasitos circulantes, nesse estudo verificou-se, também,
que o uso diario de sinvastatina por seis meses preveniu a miocardite no atrio direito. Esse
achado histopatologico pode ser justificado pela propriedade da sinvastatina em inibir a
interacdo da LFA-1 (antigeno associado a funcdo linfocitaria 1), cujo papel relaciona-se
com a ativagdo e movimentacao linfocitéria, além de inibir também a molécula de adesdo
intercelular-1(ICAM-1),inibindo parte do processo de recrutamento celular para os tecidos
(Pruefer e cols.,1999; Weitz-Schmidt e cols., 2001; Silveira e cols.,2013). Apesar da
reducdo da miocardite atrial, a sinvastatina ndo foi eficaz em diminuir a area de fibrose no
atrio direito. Martin e cols.(2005) mostraram, em culturas de fibroblastos humanos e de
ratos, que a atorvastatina reduzia a sintese de colageno, a expressio RNAm do pro-
peptideo aminoterminal do pré-colageno tipo-1 e a expressao genética do peptideo pro-
fibrotico do fator de crescimento do tecido conectivo. Da mesma forma, em outro estudo
avaliando hipertrofia cardiaca em ratos, o tratamento com pitavastatina reduziu a expressdo
de genes hipertréficos e pré-fibroticos, além de reduzir a deposicdo de colageno e da
fibrose intersticial (Saka e cols., 2006). Talvez a discordancia dos nossos achados deva-se
a duas hipoéteses: (i) o tipo de estatina utilizada, uma vez que diferentes enzimas estdo
envolvidas no metabolismo das diferentes estatinas, levando a um Unico perfil de interacdo
droga-droga (Davignon, 2012) e (ii) o tempo de avaliacdo de 6 meses pds-infeccdo ter sido
suficiente para expressar a realidade da inflamacdo nesse sitio, mas insuficiente para
diferenciar o deposito de coldgeno no atrio direito. Estudos anteriores em nosso grupo,
utilizando a mesma cepa do T. cruzi (cepa Y) em animais de ragas distintas sob tratamento
com sinvastatina demonstrou reducao no coldgeno no ventriculo esquerdo ap0s 6 meses de
infeccdo (Melo e cols., 2011).

Mesmo sem obter diferencas entre os grupos tratados e ndo tratados om
sinvastatina, optou-se por avaliar os tipos de colageno utilizando a coloragdo picrossirius

red. Jungueira e cols. (1978) observaram que este tipo de coloracdo sob luz polarizada, as
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fibras colagenas mais espessas aparecem amarela ou amarela- vermelho (tipo 1) enquanto
as fibras finas (tipo I11) sdo verdes. Colageno | e o colageno Il sdo componentes essenciais
do miocardio mantendo a sua integridade estrutural e funcional. Por causa de suas
propriedades fisicas diferentes, a alteracdo da razdo colageno /11l pode, portanto, ter um
impacto importante sobre a funcdo diastdlica e sistolica do coracdo. O colageno Il forma
uma rede elastica capaz de armazenar energia cinética como um eléstico, enquanto o
colageno | representa uma proteina fibrilar rigida fornecendo resisténcia a tragdo
(Pauschinger e cols., 1999). Portanto, os niveis de colageno | poderia impor aumento na
rigidez do miocardio (Lapiere e cols., 1977), fato observado em nosso estudo com
predominancia do colageno tipo | em todos os grupos infectados.

Com o aperfeicoamento das estratégias para antecipar um diagndéstico e/ou realizar
0 prognostico clinico nos individuos chagéasicos, tem havido uma reducdo nos indice de
Obitos entre esse grupo por receberem atencdo e cuidados terapéuticos preventivos
(Gontijo e cols., 1996; Dias e Coura, 1997). Um importante marcador, utilizado na rotina
clinica, é a troponina cardiaca. As troponinas cardiacas sdo biomarcadores de alta
sensibilidade e especificidade para a degeneracdo do miocardio em seres humanos e tém
sido consideradas como padrdo ouro de diagnostico e prognostico associado a esta
patologia (Antman, 2002; Sarko e Pollack, 2002). Neste estudo foi observada sua elevagao
sérica da troponina | em cdes em fase aguda da infeccdo, sendo o tratamento com doses
diarias de sinvastatina capaz de preveni-la. A intensa destruicdo de fibras cardiacas descrita
para a fase aguda da infeccdo deve-se ao a acentuada miocardite, consequéncia da
multiplicacdo do T. cruzi e do infiltrado de células inflamatérias nas miofibrilas
especializadas do sistema de conducdo e no miocardio contratil. Nesses locais sdo
observadas areas de destruicdo de fibras cardiacas parasitadas com liberacdo de formas
tripomastigotas, amastigotas e restos celulares, além de inimeros fatores sollveis que séo
altamente imunogénicos (Tafuri, 1979; Zhang e Tarleton, 1999). O tratamento com a
sinvastatina foi eficaz ao prevenir a destruicdo de cardiomidcitos durante a fase aguda da
infeccdo. Esta acdo pode ter sido desencadeada pelos efeitos pleiotropicos do farmaco que
estdo associados com a inibicdo da sintese de citocinas inflamatorias, reducdo no
remodelamento ventricular e consequentemente redugdo da destrui¢do das fibras cardiacas
(Elrod e Lefer 2005; Greer e cols., 2006; Devaraj e cols., 2007; Yeganeh e cols., 2014). No

entanto, o uso de biomarcadores inflamatdrios para diagndstico e prognostico para a
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infeccdo pelo T. cruzi sera utilizado como complemento as duas estratégias de avaliacédo
clinicas essenciais ao manejo do paciente chagésico: a eletrocardiografia e a
ecocardiografia.

A avaliacéo eletrocardiografica € um exame de rotina e de baixo custo que nos
mostra uma variedade de anormalidades como arritmias cardiacas, alargamento e
hipertrofia de cAmaras cardiacas, dentre outras (Tilley e cols., 2002; Nascimento e cols.,
2012). As alteragdes mais comuns encontradas ao ECG em humanos ou animais
experimentalmente infectados pelo T. cruzi sd@o bloqueio completo do ramo direito,
bloqueio fascicular anterior esquerdo, arritmias ventriculares complexas, bloqueios atrio-
ventriculares e taquicardia sinusal (Pellegrino e cols., 1947, Laranja e cols., 1949, Lana e
cols., 1992, Rassi Jr e cols., 2009). O bloqueio do ramo esquerdo esta presente em apenas 5
a 10% dos casos, mas € frequente em cardiopatias de outras etiologias (Almeida, 2004) e,
no presente estudo, foi a alteracdo mais encontrada (3/15 cdes).  Observamos, ainda,
alteracbes de duracdo do intervalo PR, que é indicativo de bloqueios no nodo é&trio
ventricular, devido substituicdo de células cardiacas nessa regido por fibras colagenas,
dificultando e tornando lento o processo de conducdo de estimulos nervosos por essa area.
E também foi observado um aumento no complexo QRS que € indicativo de bloqueios nos
ramos direito e esquerdo, devido a um atraso na despolarizacdo de um dos ventriculos.
Muitos estudos clinicos e experimentais ja demonstraram anormalidades ao ECG em
modelo murino e em infecgdo humana com aumento no intervalo PR (Postan e cols., 1987,
Garcia e cols.,2005; Williams-Blangero e cols.,2007) e na duracdo de QRS (Bustamante e
cols., 2002;Williams-Blangero e cols., 2007; Eickhoff e cols., 2010).

Finalmente, de acordo com o Ultimo Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas
(2005) o ecocardiograma, como mencionado anteriormente, apresenta-se COmo um exame
essencial para avaliacdo da funcdo miocardica, pois fornece dados da morfologia e
dindmica/funcionalidade cardiaca e por ser um método de grande acuracia, ndo invasivo,
reprodutivel e de féacil execugdo. A identificacdo de disfungdo sistdlica do ventriculo
esquerdo, correlacionada a variavel fracdo de ejecdo mensurada ao ecocardiograma, € de
extrema relevancia pelo fato deste se constituir o mais forte preditor de morbidade e
mortalidade na doenga de Chagas (Carrasco e cols., 1994; Viotti e cols., 2005; Nunes e
cols. 2008; Ribeiro e cols., 2008). Neste estudo, investigamos nos animais 0s seguintes
parametros: (i) a fragdo de ejecdo para avaliar a funcdo sistdlica do ventriculo esquerdo,
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(i) o indice de massa do ventriculo esquerdo para avaliacdo das dimensdes ventriculares,
(iii) o tempo de relaxamento isovolumétrico e (iv) o volume do atrio esquerdo para se
avaliar a funcdo diastdlica VE. Bestetti e cols, em estudo com pacientes chagéasicos,
definiram a presenca de disfuncdo ventricular esquerda quando a fracdo de ejecdo se
encontrava abaixo de 55%, o que foi evidenciado em 44 dos 74 individuos avaliados
(Bestetti e cols.,, 2011). Os animais deste estudo (infectados e infectados tratados)
mantiveram cerca de 60% de sua capacidade de ejecao, condicdo considerada normal para
os parametros funcionais cardiacos (Buckberg e cols., 2008).

Foi demonstrado, pelo nosso grupo, que a cepa Y apresenta intensa miocardite e
fibrose em cdes com 24 meses de infeccdo, sendo mais patogénica que a cepa Berenice-78
(Guedes e cols., 2009). Outro estudo também do grupo demonstrou, em cdes infectados
com a cepa Berenice-78, alteracdes na funcdo cardiaca em animais infectados apenas aos
18 meses de infeccdo (Santos e cols., 2012). Esses dados estdo de acordo com a evolucao
clinica descrita para a cardiopatia chagasica — uma miocardite com processo inflamatorio
clinicamente silencioso na fase aguda, mas que aumenta com o avancar da fase cronica, na
qual sdo evidenciados mecanismos patogénicos de hipoperfusdo miocardica contribuindo
com a caracteristica disfuncdo do ventriculo esquerdo (Andrade e cols., 1997; Marin-Neto
e cols., 2007).

Em suma, nosso achados apontam para a sinvastatina como um importante alvo
terapéutico a ser melhor avaliado no modelo canino e, futuramente, em seres humanos.
Esse farmaco pode ser proposto como estratégia profilatica para o remodelamento cardiaco
induzido pela infecdo pelo T. cruzi, principalmente pela sinvastatina ser capaz de diminuir
a lesdo cardiaca e consequentemente os niveis séricos de troponina | e minimizar algumas
alteraces eletrofuncionais cardiacas. Essa proposta é apenas a ponta de um grande iceberg

considerando a complexidade da fisiopatologia da infeccdo pelo T.cruzi.
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6- Conclusdo

A sinvastatina foi eficaz em minimizar a miocardite causada pela infec¢do do
Trypanosoma cruzi no atrio direito, e consequentemente os niveis de troponina sérica na
fase aguda e promover regressdo de um parametro eletrofuncional, sendo por isso,

potencial alvo de investigacdo terapéutica profilatica na cardiopatia chagésica.
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