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Resumo

Fundamento: A doenca de Chagas é uma doenca parasitaria tropical causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi. A cardiomiopatia chagasica é caracterizada por distdrbios na regulacao autonémica e na conducao do potencial
de acao nas fases aguda e cronica da infeccao. Embora o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tenha sido associado
a cardiomiopatia em modelos experimentais e em pacientes com doenca de Chagas, outros relatos sugerem que o
TNF-a pode exercer acoes antiparasitarias durante a fase aguda da infeccao.

Objetivos: Este estudo teve como objetivo determinar os efeitos de um blocker TNF-a solivel, o etanercepte, em
parametros eletrocardiograficos na fase aguda da infeccao experimental com Trypanosoma cruzi.

Métodos: Foram feitos eletrocardiogramas em camundongos infectados nao tratados e camundongos infectados que
foram tratados com etanercepte 7 dias ap6s a infeccao. Os parametros de variabilidade onda do eletrocardiograma
e frequéncia cardiaca foram determinados utilizando o Chart para Windows.

Resultados: O tratamento com etanercepte resultou em uma baixa tensio do complexo QRS e uma reducao da
variabilidade da frequéncia cardiaca em comparacao com a auséncia de tratamento. No entanto, os camundongos
tratados apresentaram um atraso na queda da curva de sobrevivéncia durante a fase aguda.

Conclusao: Os resultados deste estudo sugerem que, embora o tratamento com etanercepte promova a
sobrevivéncia em camundongos infectados com uma linhagem virulenta de T. cruzi, o bloqueio do TNF-a gera
um complexo de baixa tensao e disfuncao autonémica durante a fase aguda da infeccao. Esses resultados indicam
que a mortalidade durante a fase aguda pode ser atribuida a uma resposta inflamatéria sistémica, em vez da
disfuncao cardiaca. (Arq Bras Cardiol. 2013;101(3):205-210)

Palavras-chave: Camundongos; Doenca de Chagas; Imunogobulina G/ efeitos adversos; Sistema Nervoso; Etanercepte.

Abstract

Background: Chagas disease is a tropical parasitic disease caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi. Chagasic cardiomyopathy
is characterized by disorders of autonomic regulation and action potential conduction in the acute and chronic phases of infection. Although
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) has been linked to cardiomyopathy in experimental models and in patients with Chagas disease, other
reports suggest that TNF-o. may exert anti-parasitic actions during the acute phase of infection.

Objectives: This study aimed to determine the effects of a soluble TNF-o. agonist, etanercept, on electrocardiographic parameters in the acute
phase of experimental infection with Trypanosoma cruzi.

Methods: Electrocardiograms were obtained from untreated infected mice and infected mice who were treated with etanercept 7 days after
infection. ECC wave and heart rate variability parameters were determined using Chart for Windows.

Results: Etanercept treatment resulted in a low QRS voltage and decreased heart rate variability compared with no treatment. However, the
treated mice exhibited a delay in the fall of the survival curve during the acute phase.

Conclusion: The results of this study suggest that although etanercept treatment promotes survival in mice infected with a virulent T. cruzi
strain, TNF-a. blockade generates a low voltage complex and autonomic dysfunction during the acute phase of infection. These findings
indicate that mortality during the acute phase can be attributed to a systemic inflammatory response rather than cardiac dysfunction.
(Arq Bras Cardiol. 2013;101(3):205-210)
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Abreviacoes
TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa
CC: Cardiomiopatia chagasica
TNFR: Receptor de TNF
VFC: Variabilidade da frequéncia cardiaca
ECG: Eletrocardiografia
SDNN: Desvio padrdo dos intervalos R = R

IFN-y: Interferon gama

Introducao

A cardiomiopatia Chagasica (CC) é uma das consequéncias
mais devastadoras da doenga de Chagas, infecgdo
intracelular causada pelo protozoério Trypanosoma cruzi, e
estd intimamente relacionada a mortalidade na fase cronica
da infecgao'. A CC aflige cerca de 10 a 30% dos pacientes
infectados, e é caracterizada pela dilatagao de ambos os
ventriculos, aneurisma apical e distarbios de condugao
como bloqueio do ramo direito e bloqueio atrioventricular?.
O papel dos mediadores inflamatérios na evolugdo da
CC permanece controverso®.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina
produzida principalmente por macréfagos, linfécitos B e T
e outras linhagens celulares, tais como células endoteliais,
neuronios e cardiomidcitos. Ela é produzida em resposta
a estimulos inflamatérios e infecciosos?, e é inicialmente
sintetizada como uma molécula transmembrana, clivada
por uma metaloprotease conversora do TNF-o (TACE ou
ADAM17), e secretada como um mondémero agrupado
para formar trimeros biologicamente ativos®. O TNF-a se
liga a receptores especificos de membrana (receptores de
TNF - TNFRs), que sdao o p55TNFR (TNFR1) e o p75TNFR
(TNFR2), ativando as vias de sinalizacao do fator nuclear
kappa-B (NF-kB) e da proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK)®. O etanercepte (Enbrel®) é uma proteina de fusao
dimérica que compreende a porgao de ligacao ao ligando
extracelular do 75-kDa TNFR humano (p75) ligada a porgao
Fc da IgG1 humana*.

O TNF-a tem sido associado a evolugao da CC. Lula e
cols relataram altos niveis séricos de ligantes de TNF em
pacientes com disfungao cardiaca sem arritmias associadas’.
Outros relatos demonstraram que a sinalizacdo mediada
por TNF / TNFR1 promove miocardite por estimular a
infiltragdo de células CD8+°. Sabe-se que o bloqueio
TNF-a diminuiu a CC em modelos experimentais®®.
No entanto, tem sido reportado o agravamento da disfuncao
ventricular na doenga de Chagas cronica experimental
causada por bloqueio do TNF-a com etanercepte.
Portanto, o papel do TNF-a na fisiopatologia da CC
permanece obscuro. Além disso, ha pouca informagao
sobre o papel das citocinas pré-inflamatérias na integridade
da condugao do potencial de agao cardiaco na doenga de
Chagas. Portanto, o presente estudo teve como objetivo
determinar os efeitos do etanercepte nos parametros
ecocardiograficos durante a fase aguda da infeccao induzida
por um tipo selvagem de linhagem virulenta de T. cruzi em
camundongos experimentais.

Arq Bras Cardiol. 2013;101(3):205-210

Métodos

Cuidados com os animais

Camundongos machos NMRI (linhagem IVIC) pesando
30 g foram alojados em gaiolas transparentes medindo
40 x 25 x 15 c¢m (cinco camundongos por gaiola) colocadas
em uma sala com temperatura e umidade controladas e ciclo de
luz claro/escuro de 12h/12h. Todos os camundongos tinham livre
acesso a comida e agua e foram habituados a essas condigoes
durante uma semana. Todos os procedimentos experimentais
estavam de acordo com o Manual de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratério (Care and Use Handbook of Laboratory
Animals) publicado pelo Instituto Nacional de Satde dos EUA
(US National Institute of Health - publicagdo NIH No. 85-23,
revisada em 1996).

Depois da habituagao, eram administrados nos
camundongos 100 uL de injecoes intraperitoneais com
1000 tripomastigotas derivados de cultura de células Vero por
grama. O inéculo era um isolado selvagem venezuelano de T.
cruzi. Atualmente essa linhagem esta sendo caracterizada por
biologia molecular no nosso laboratério. O isolado foi obtido
de uma amostra de Panstrongylus geniculatus capturada de
uma comunidade rural no estado de Miranda, e foi mantido
por passagens sucessivas em células Vero. Camundongos
infectados e nado infectados foram alojados em gaiolas
separadas dentro do ambiente controlado.

Tratamento com Etanercepte

Os camundongos infectados foram divididos em um grupo
ndo tratado (n = 9) e um grupo tratado (n = 13). Uma dose
Gnica de etanercepte foi administrada por via intraperitoneal
(0,83 mg/kg) 7 dias apds a infecgao, utilizando uma agulha
hipodérmica de calibre 27,5. O volume maximo de injegao
foi de 100 uL.

Registros eletrocardiograficos e analise de dados

Os camundongos foram previamente anestesiados com
40 mg / kg de tiopental (sal de s6dio) por via intraperitoneal.
O Eletrocardiograma (ECG) foi realizado utilizando um
sistema bipolar no qual os eletrodos foram colocados por
via subcutanea na cartilagem xiféide (eletrodo positivo),
no ombro direito (negativo), e no ombro esquerdo
(referéncia). Os eletrodos foram conectados a um amplificador
BioAmp (AD Instruments ®, Bella Vista, Australia) e foram
digitalizados através de um conversor A / D PowerLab 8SP
(AD Instruments ®). Os registros digitais foram analisados com
o software Chart para Windows versao 7.3.1 (AD Instruments
®). Os eventos foram registados a 4 K/ s, e foram filtrados
a 60 Hz. Os registos eletrocardiograficos foram obtidos por
cinco minutos antes da infecgao (saudavel) e em 7 e 14 dias
apo6s a infecgao (antes e apds o tratamento, respectivamente).

A variabilidade da frequéncia cardfaca (VFC) foi
determinada utilizando o médulo HRV do Chart para
Windows. Cada registro foi cuidadosamente revisto e
os complexos QRS foram classificados como complexos
normais, artefatos ou batimentos ventriculares prematuros
para criar uma série temporal e calcular os intervalos R-R
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e o desvio padrdo do intervalo R-R (SDNN). Além disso,
os intervalos P-R, QRS e QTc e as amplitudes P e R foram
calculados usando o médulo de analise ecocardiogréfica do
Chart para Windows, usando um complexo QRS murino
normal de 10 ms como referéncia. O intervalo QT foi
ajustado para a frequéncia cardiaca usando o método de
Bazett''. Além disso, a morfologia das ondas do ECG foi
avaliada qualitativamente usando como referéncia registros
de ECG obtidos do mesmo animal quando ele estava
saudavel. Finalmente, a amplitude e a inclinagao daonda T
foram calculadas utilizando a Anélise de Pico do Chart (v7) ®.
O limiar de deteccao do pico foi ajustado para um aumento
de 5% nos valores de referéncia da tensao''.

Os dados estao expressos como média + desvio padrao,
e foram comparados usando o teste t de Student pareado.
Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
As curvas de sobrevivéncia foram comparadas usando o
teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon. Todas as anélises foram
realizadas utilizando o Prism5 ® (CraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, EUA).

Resultados

A sobrevida foi determinada durante a fase experimental
aguda tanto no grupo tratado quanto no grupo nao tratado.
Como mostra a Figura 1, o grupo tratado apresentou um
aumento significativo na sobrevida quando comparado
ao grupo ndo tratado. A sobrevida comecou a decrescer
rapidamente 20 dias apés a infecgdo no grupo tratado e
11 dias ap6s a infecgdo no grupo nao tratado.

Para avaliar a fungao cardiaca durante a fase aguda, os
registros eletrocardiograficos foram obtidos antes da infeccao
e 14 dias ap6s a infecgdo (depois do tratamento). A Figura 2A

mostra que a tensdo no complexo QRS e nas ondas P foi
significativamente menor no grupo tratado do que no grupo
nao tratado (Tabela 1). Além disso, o grupo tratado mostrou
uma tendéncia ndo significativa de aumento nos intervalos
P-R e R-R (Tabela 1, Figura 2B). Os valores para os demais
parametros mensurados sao apresentados na Tabela 1.

Por fim, nés observamos que a dispersdao no gréfico
de Poincaré 14 dias apés a infeccao foi menor para os
animais tratados do que para os animais nao tratados
(Figura 3). A VFC representa uma comparagao entre um
dado valor do intervalo R-R e o intervalo R-R sucessivo,
que é uma avaliagao indireta da regulagao autondmica
cardiaca. A disfuncdo autonomica é refletida na alteragao
na capacidade de regulagdo da frequéncia cardiaca em
resposta as variagoes fisiolgicas e patolégicas. Neste
estudo, observou-se uma diminuicao na SDNN, conforme
apresentado na Tabela 1.

Discussao

O papel do TNF-a no controle da infecgdo por T. cruzi
e as alteragdes patolégicas que ocorrem durante a CC tém
sido motivo de discussdes nos Gltimos anos. Inicialmente,
acreditava-se que o TNF-o. e o IFN-y estavam relacionados
com a ativagao de macréfagos e a resisténcia a infecgdo em
camundongos que foram experimentalmente infectados com
T. cruzi*'*. No entanto, estudos posteriores estabeleceram que,
embora o TNF-a. desempenhe um papel protetor durante a fase
inicial da infecgao, niveis elevados dessa substancia promovem
a caquexia e aumentam a mortalidade durante a fase aguda da
infeccao'*. Desse ponto de vista, o bloqueio do TNF-a. melhora
a miocardite experimental aguda®. Na fase cronica, o bloqueio
do TNF-a. com infliximab diminui o dano histopatoldgico em
ratos infectados experimentalmente®. Alternativamente, altos
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Figura 1 - Taxas de sobrevivéncia dos grupos tratado (quadrados preenchidos, n = 8) e néo tratado (circulos preenchidos, n = 8). O valor p obtido pelo teste de

Gehan-Breslow-Wilcoxon foi de 0,0477 (significancia estatistica, p < 0,05).
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Figura 2 - Registros eletrocardiogréficos para os grupos tratado (+ etanercepte, painel a esquerda) e néo tratado (- etanercepte, painel a direita). Cada registro
identificado por letras (A - D) corresponde a animais diferentes. Cada painel mostra registros pareados obtidos antes da infecgéo (saudével) e 14 dias apés a

infecgdo (infectado).

Tabela 1 - Parametros eletrocardiograficos

Nao tratados Tratados Valor de p
Intervalo P-R 1,097 + 0,05828 1,101 + 0,03453 0,9441
Intervalo QTc 1,149 £ 0,1081 1,038 + 0,03163 0,3529
Amplitude de P 1,171 £0,1714 0,7593 + 0,09617 0,0381
Amplitude de R 0,8724 +0,05804 0,6322 +0,07338 0,0275
Amplitude de T 0,8455 + 0,1585 0,6901 +0,1182 0,4398
Inclinagéo de T 0,9740 +0,1701 0,6904 + 0,1397 0,2361
SDNN 1,268 + 0,3947 0,4315+0,1016 0,0170

As médias representam a razéo entre os valores obtidos 14 dias apés a infecgéo e os valores obtidos antes da infecgéo. Resultados significativos estdo indicados

em negrito.

niveis séricos de TNF-o tém se mostrado relacionados com a
CC cronica'. Entretanto, outros autores demonstraram que o
tratamento com etanercepte durante a fase crénica promove
disfungao ventricular. Portanto, a controvérsia a respeito
do papel do TNF-a na fisiopatologia da CC permanece
nao resolvida'. Complexos QRS de baixa tensao tém sido
relacionados a miocardite aguda em pacientes com doencga de
Chagas'®. Da mesma forma, nossos resultados sugerem que o
bloqueio do TNF-a. pode estar associado a uma deterioragao da
condugdo ventricular. Outro fato interessante é que 0s Nossos
resultados mostraram um aumento da taxa de sobrevivéncia no
grupo tratado (Figura 1), sugerindo que as alteragdes no ECG
nao tém um valor preditivo durante a fase aguda. Portanto,
embora piore os indicadores eletrocardiogréficos de miocardite,
o TNF-a. aumenta as taxas de sobrevivéncia. Alguns autores
relataram que a infecgdo aguda com linhagens Venezuelanas
de tipo selvagem em um modelo de camundongo geraram

Arq Bras Cardiol. 2013;101(3):205-210

uma resposta inflamatéria generalizada, particularmente no
sistema nervoso central'”. Podemos supor que a inflamagao
sistémica relacionada ao TNF-a desempenha um papel
chave na mortalidade aguda em modelos experimentais.
Os resultados obtidos pelo nosso grupo (resultados nao
publicados) indicam que o tratamento com etanercepte
diminui a alodinia associada a inflamacéo visceral e melhora
a condigao geral de camundongos infectados com a mesma
linhagem selvagem utilizada no presente estudo. Com base
nesses resultados, podemos afirmar que a resposta regional
ao TNF-a. (no coragdo e nas visceras abdominais) pode variar
durante a fase aguda da infecgao.

Por fim, n6s observamos uma diminuigao dos parametros
de VFC dos animais tratados com etanercepte (Figura 3).
A diminuicao da VFC seria caracterizada pela disfungao
autondmica e ventricular em pacientes com doenca
de Chagas'™. Llaguno e cols." demonstraram disfuncao
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Figura 3 - Gréficos de Poincaré que mostram a variabilidade do intervalo R-R durante um registro inteiro de uma eletrocardiografia. Os painéis superiores e inferiores
mostram registros pareados obtidos do grupo néo tratado (- etanercepte) e do grupo tratado (+ etanercepte), respectivamente.

autondmica em pacientes com doenca de Chagas cronica e
de alto risco cardiovascular, mas ndo conseguiram relacionar
essa condicao com os niveis séricos de citocinas'®. Nossos
resultados sugerem que o bloqueio do TNF-a induz uma
disfungao autondmica durante a fase aguda da infecgao
em camundongos com doenga de Chagas, e que a fungao
cardiovascular piora ap6s o tratamento. Por outro lado, Yu e
cols.? relataram que a administragdo de etanercepte em caes
submetidos a uma ligadura coronariana poderia diminuir a
taquiarritmia ventricular e a necrose do miocardio através
de processos relacionados a dessensibilizacao 3-adrenérgica
mediada pela proteina quinase®’. Na doenga de Chagas, no
entanto, tem sido demonstrado que autoanticorpos dirigidos
contra receptores adrenérgicos B, durante a fase aguda da
infecgao sao capazes de ativar os canais de célcio do tipo
L, em um processo independente de dessensibilizagao?' .
Além disso, Chung e cols.?® demonstraram que citocinas
liberadas pelas células inflamatérias inibem a estimulagao
adrenérgica causada por agonistas especificos, induzindo
o acimulo de AMPc devido a interrupgao da sinalizagao
através do sarcolema?®.

Como conclusao, esses resultados sugerem que, apesar
da deterioragao dos parametros ecocardiograficos, o
bloqueio do TNF-a induz um aumento na sobrevida,
abrindo uma discussdao sobre a possibilidade de a
mortalidade na infeccao experimental estar relacionada a

uma resposta inflamatéria sistémica induzida por TNF-a
ao invés de piorar a fungdo cardiaca. Outros estudos em
diferentes modelos animais serao necessarios para validar
os resultados obtidos, principalmente no que diz respeito
a taxa de sobrevivéncia, e descartar o fato de que a
mortalidade ocorre principalmente por acaso e nao pelos
efeitos diretos do tratamento. Até onde sabemos, este
é o primeiro relato que associa o bloqueio do TNF-a a
miocardite caracterizada por alteragdes eletrocardiogréficas
e disfungao autonémica durante a fase aguda da infeccao
em camundongos com doenga de Chagas experimental.
No entanto, ainda nao esta claro se existe um equilibrio
fragil entre o controle da replicacao do parasito e a
preservacgao da funcao cardiaca. Esses resultados também
ressaltam a necessidade de avaliar o possivel papel
terapéutico do bloqueio do TNF-a durante as fases aguda
e cronica da infecgdo pelo T. cruzi.
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