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RESUMO

A infecgdo por Trypanosoma cruzi leva ao desenvolvimento de uma resposta inflamatoria
intensa. Dentre as consequéncias dessa inflamagéo, altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO) sdo produzidos, os quais atuam como efetores importantes mediando o controle dos
parasitas e consequentemente da infeccdo, mas também podem causar dano tecidual inespecifico quando
em concentracdes exacerbadas. Em relacdo ao tecido cardiaco, ROS e NO j& foram associados a
capacidade de regular a funcdo de muitos componentes envolvidos na manutencdo das propriedades
mecanicas e elétricas dos cardiomidcitos, bem como no fenémeno do acoplamento excitacdo-contragédo
nestas células. Portanto, é razoavel supor que essa producdo de moléculas reativas tem um papel
importante durante o estabelecimento da cardiomiopatia chagasica. Dessa forma, este estudo teve como
objetivo investigar o envolvimento da produgdo e equilibrio entre ROS e NO no remodelamento
eletromecénico do coracdo durante a fase aguda da Doenc¢a de Chagas. Camundongos Wild-Type (WT) e
deficientes para NADPH oxidase 2 (PHOXKO) foram infectados ou ndo com T. cruzi da cepa Y (i.p.).
Todos os experimentos foram realizados apds 15 + 1 dias de infeccéo (dpi). Para os ensaios celulares, 0s
cardiomidcitos foram isolados por meio da perfusdo de uma solugdo nutritiva contendo uma mistura de
enzimas através de um sistema de Langendorff, seguido por dispersdo mecanica, em um gradiente de
concentragdo crescente de calcio. Foi observado que camundongos PHOXKO 15dpi apresentaram
prolongamento do tempo para repolarizagdo do potencial de acdo (PA) em comparagcdo com 0s outros
grupos, os quais foram semelhantes entre si. No entanto PHOXKO 15dpi ndo tiveram alteragbes nas
correntes de calcio e de potéssio de saida em comparacdo com os controles, em oposicdo aos
cardiomidcitos provenientes de animais WT 15dpi, que tiveram uma reducdo em ambos 0s componentes.
O aumento da duracdo do PA (APD) em PHOXKO 15dpi foi acompanhado pelo aumento da alternéncia
do PA neste grupo, a qual tem sido relacionada a geracéo de arritmias graves. Tais alternancias da APD
foram melhoradas por pré-incubagéo com o inibidor das sintases de NO, L-NAME, embora o aumento da
APD manteve-se inalterado. Além disso, ambos os camundongos WT e PHOXKO infectados
apresentaram reducéo da fragdo de encurtamento celular, e o L-NAME foi capaz de restaurar este
pardmetro apenas no grupo WT 15dpi. Além disso, os cardiomidcitos de PHOXKO 15dpi apresentaram
niveis mais elevados de contragdes arritmicas independentes da estimulacdo de campo, quando
comparado com outros grupos, as quais foram abolidas pela exposicdo ao L-NAME. Essas alteracdes na
excitabilidade e contratilidade celular foram associadas a redugdo do transiente de célcio em PHOXKO
15dpi quando comparado aos outros grupos, apesar de nenhuma diferenga ter sido observada em sua fase
de decaimento. A reducdo observada no pico do transiente nos animais PHOXKO 15dpi ndo foi
restaurada pelo L-NAME. O conjunto de observacBes a nivel celular refletiu-se em mudancas
substanciais na funcdo cardiaca estudada pela técnica de coracdo isolado, apesar de ndo haver diferencas
significativas na tensdo sistolica do coracdo entre os grupos. Também camundongos PHOXKO 15dpi
apresentaram altas taxas de arritmias graves obervadas no eletrocardiograma e reducdo da pressao arterial
média estudada a partir da técnica de plestimografia de cauda. Com esses dados podemos entdo, concluir
que a producdo de ROS e NO modula diretamente as alteracdes eletromecéanicas do coragdo durante a

fase aguda da cardiopatia chagésica.
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Doenga de Chagas.

ASTRACT

The infection by Trypanosoma cruzi leads to the development of an intense inflammatory
response. Among the consequences of this inflammation, high levels of reactive oxygen species (ROS)
and nitric oxide (NO) are produced, which act as important effectors mediating parasites killing and thus
the control of infection, but also may cause nonspecific tissue damage under high amounts. Regarding the
heart tissue, ROS and NO have been found to regulate the function of many components involved in
management of the mechanical and electrical properties of the cardiomyocytes and so as in the excitation-
contraction coupling phenomena in these cells. Ergo, it seems reasonable to hypothesize that this reactive
molecules production has an important role during the establishment of the cardiomyopathy related to
Chagas’ disease. Therefore, in this study we aimed to investigate the involvement of ROS and NO
production and balance in the electromechanical remodeling of the heart during the acute phase of
Chagas” disease. Wild-Type (WT) mice and NADPH phagocyte oxidase-2 (PHOXKQ) deficient mice
were infected or not with 1000 Y strain T. cruzi i.p. All experiments were performed after 15+1 days of
infection (dpi). For cell assays, cardiomyocytes were isolated by perfusing a nutritive solution containing
a mix of enzymes through a Langendorff system, followed by mechanical dispersion, in an increasing
calcium concentration gradient. We found that PHOXKO 15dpi mice displayed prolonged action
potential (AP) repolarization time compared to the other groups, which were similar between themselves.
However PHOXKO 15dpi had no changes in calcium and outward potassium currents compared to the
controls, in spite of WT 15dpi, which had a reduction in both components. The increase in AP duration
(APD) in PHOXKO15dpi was accompanied by increased APD alternans in this group, which has been
related to the generation of severe arrhythmias. Such APD alternans was ameliorated by pre-incubation
with the NO-synthases inhibitor L-NAME, although the increased APD was remained unchanged. Also,
both infected PHOXKO and WT mice exhibited a decreased cell shortening during contraction when
compared to the non infected mice, and L-NAME could restore this parameter only in the WT 15dpi
group. Also, cardiomyocytes from PHOXKO15dpi displayed higher levels of arrhythmic contractions
apart from the field stimulation when compared to other groups, which was fully abolished by exposure to
L-NAME. The altered excitability and contractility was associated with reduced calcium transient in
PHOXKO 15dpi compared to the other groups, although no difference was observed in the decay phase
of the transient. Also the peak transient was not restored by L-NAME. The set of observations at the
cellular level reflected in to significant chances in cardiac function studied by the isolated heart technique,
despite no significant differences in the systolic tension of the heart between groups. Also PHOXKO 15
dpi mice exhibited high rates of severe arrhythmias in the electrocardiogram and low mean arterial
pressure studied by tail plestimography, compared to the other groups. Overall, we conclude that ROS
and NO production directly modulates the electromechanical remodeling of the heart during acute phase

of chagasic cardiomyopathy.
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1- INTRODUGCAO

1.1- Aspectos da estrutura e fungéo do tecido cardiaco

1.1.1- Estrutura anatébmica e aspectos mecanicos do ciclo cardiaco

O coracao é um 6rgdo muscular responsavel pelo bombeamento de sangue para
os vasos do sistema circulatorio. Nos mamiferos o tecido muscular cardiaco se organiza
delimitando quatro cavidades distintas, que atuam como bombas de propulsdo de
sangue para a circulacdo pulmonar (atrio e ventriculo direito, preenchidos por sangue
ndo oxigenado e usualmente definidos como coracao direito) ou circulacdo sistémica
(&trio e ventriculo esquerdo, preenchidos por sangue oxigenado e usualmente definidos
como coracao esquerdo) (Romer & Parsons, 1985; Randall et al, 2000).

O processo de batimento do coracdo pode ser entendido como um ciclo cardiaco,
representado pelo periodo de contracdo atrial até o relaxamento ventricular; e a
frequéncia do ciclo cardiaco é denominada frequéncia cardiaca (Guyton & Hall, 2006).
Esse ciclo é possibilitado pela presenca de 4 valvulas cardiacas, denominadas
semilunares (valva pulmonar e adrtica) e valvulas atrioventriculares (tricuspide e
mitral). As valvas cardiacas sdo de extrema importancia para a manutencdo de sua
fungéo, pois permitem a passagem unidirecional do sangue, evitando refluxo para os
atrios durante a contracdo ventricular ou dos vasos para os ventriculos durante o periodo
diastélico (Guyton & Hall, 2006; Katz, 2006). Como observado na figura 1, o ciclo
cardiaco comeca com a diastole dos atrios e ventriculos, concomitante a abertura das
valvas atrioventriculares e fechamento das valvas semilunares (A para B). O sangue
venoso proveniente da circulacdo sistémica preenche o atrio direito, assim como o
sangue arterial proveniente da circulacdo pulmonar preenche o atrio esquerdo. A
contracdo atrial a seguir (C) provoca aumento na pressdo nessa camara, forcando a
ejecdo de uma fracdo adicional do volume sanguineo para as cavidades ventriculares
(uma vez que a maior fracdo do sangue passa passivamente aos ventriculos em funcéao
da abertura das valvas atrioventriculares) (Guyton & Hall, 2006; Katz, 2006; Berne et
al, 2009).

A contragdo atrial é sucedida por um periodo de contracdo isovolumétrica (D),
caracterizada pelo inicio do processo de contragdo ventricular, quando as valvas
atrioventriculares e semilunares encontram-se fechadas, impedindo o refluxo de sangue
para os atrios. A contracdo ventricular prossegue concomitante a abertura das valvas

semilunares, forcando a ejecdo de sangue dos ventriculos direito e esquerdo para as
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artérias pulmonar e aorta respectivamente, localizadas na base do coracdo. A ejecao do
sangue para a circulacdo é caracterizada por uma fase rapida inicial (E) e uma fase lenta
final (F). ApGs esse processo tem-se o relaxamento isovolumétrico, caracterizado pelo
inicio da diastole ventricular, porém com fechamento das valvas atrioventriculares e
semilunares (F para A). Finalmente, com a progressédo da diastole, ocorre a abertura das
valvas atrioventriculares e preenchimento das camaras ventriculares (Guyton & Hall,
2006; Berne et al, 2009).

A divisdo funcional de cada uma dessas camaras cardiacas reflete especializacdo
de suas estruturas. O sangue bombeado pelo ventriculo esquerdo é oxigenado e nutri
todos os sistemas, incluindo, através do sistema das coronérias, o proprio coracdo. O
ventriculo direito atua bombeando sangue ndo oxigenado para circulacdo pulmonar,
porém desenvolve baixas pressdes quando comparado ao ventriculo esquerdo. A parede
do ventriculo esquerdo possui duas vezes a espessura da parede do ventriculo direito.
Essa alteracdo estrutural pode ser entendida como uma adaptacdo do ventriculo
esquerdo para ejetar sangue com alta pressdo contra vasos de alta resisténcia. Na base
do coracdo estdo localizados os atrios. Essas duas cavidades também desenvolvem
baixas pressdes, funcionando como bombas de volume que medeiam o transporte do
sangue que chega ao coracgdo para os ventriculos, de onde serdo novamente ejetados.
Além disso, tanto o atrio direito quanto o esquerdo possuem um papel muito importante
na regulacdo de varios processos relacionados ao sistema cardiovascular, incluindo a
manutencdo e modulacdo da frequéncia cardiaca intrinseca e da pressao arterial (Katz,
2006).
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Figura 1: Representacdo esquematica do ciclo cardiaco, mostrando as alteracdes de
pressdo e volume do ventriculo esquerdo durante um Unico ciclo. Adaptado de Berne et
al (2009).

1.1.2- Geracao e propagacao do impulso elétrico no coracéo

O no sino-atrial (NSA) é a regido de origem dos estimulos para a contracdo
cardiaca. Essa regido apresenta células marca-passo denominadas células nodais,
capazes de desencadear potenciais de acdo de forma auto-estimulatoria e ritmica, e a
frequéncia de excitacdo dessa regido determina a frequéncia intrinseca do coragdo
(Malmivuo & Plonsey, 1995). A cada estimulo elétrico gerado pelo NSA, ocorre uma
onda de contracdo no coragdo. Entretanto, para que ocorra a contragao sincronizada de
toda a musculatura cardiaca, a conducdo deste estimulo precisa ocorrer de maneira
ordenada e especifica. Nesse processo, que dura em media 0,19 segundos, o estimulo
gerado no NSA, por meio do feixe de Bachman, € propagado até o atrio esquerdo,
gerando a contragdo atrial. Simultaneamente, o estimulo despolarizante € propagado até
0 no atrio ventricular (NAV) por vias internodais. O NAV também possui células
nodais com capacidade auto-estimulatoria, porém com frequéncia reduzida quando
comparada a frequéncia intrinseca proveniente do NSA. Por esse motivo, em condi¢des

normais, 0 NAV s0 é excitado por impulsos que se propagam através dele, advindos do
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NSA (Malmivuo & Plonsey, 1995). Ao passar pelo NAV o impulso elétrico sofre um
atraso de conducdo, para entdo ser conduzido através do feixe de His, que se divide em
duas ramificagdes, esquerda e direita. Essas duas ramificacGes, por sua vez, também se
ramificam formando as fibras de Purkinje, que se divergem penetrando as paredes do
miocardio, transversalmente do endocardio ao epicardio (figura 2). E importante
ressaltar que o atraso da conducdo do estimulo na regido do NAV possui importante
implicacdo fisioldgica, pois impede que as contragdes atrial e ventricular ocorram
simultaneamente, e sim de forma sincronizada (Katz, 2006; Fabiato & Fabiato, 1979;
Malmivuo & Plonsey, 1995). Nos tecidos adjacentes ao sistema de conducdo, a
propagacdo do estimulo elétrico é feita célula a célula, a uma velocidade relativamente
acelerada (60-80 cm/s), uma vez que as fibras cardiacas se comunicam intimamente por
meio dos discos intercalares, e dessa forma, ao menos eletricamente, o tecido cardiaco

funciona com um sincicio (Conde-Garcia, 1998).
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Ramos subendocardicos ‘ j
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Figura 2: Esquema de um coragdo mostrando a via de propagacdo do estimulo elétrico
gerado no NSA. Extraido de http://pt.wikipedia.org/wiki/Aur%C3%ADcula.

Por meio de eletrodos colocados sobre a epiderme, é possivel registrar as
diferengas de potencial elétrico gerado no coracdo. Dessa forma, o ciclo cardiaco

também pode ser analisado a partir de um aspecto elétrico, e esse componente precede e
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determina a manutencao da funcdo contratil. A atividade elétrica do coracdo pode ser
registrada utilizando o eletrocardiograma (ECG), sendo que o tracado
eletrocardiogréafico é tipicamente composto pelas ondas P, o complexo QRS e aonda T.
A onda P representa a soma das despolarizacdes atriais. O complexo QRS é formado
por trés ondas distintas: Q, R e S, e a forma média dessas ondas deve-se aos potencias
gerados quando os ventriculos se despolarizam, enquanto que a onda T representa a
repolarizagédo ventricular (figura 3). Os intervalos que podem ser observados entre as
ondas, também apresentam significado fisiolégico e alteracbes para valores
discrepantes, podem ocasionar disturbios elétricos severos. Como exemplo, o intervalo
PR quando prolongado estd associado a problemas de conducdo através do NAV
(Sanches & Moffa, 2001; Selkurt, 1985).

T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
Tima [ms)

Figura 3: Representacdo da geracdo do perfil eletrocardiografico a partir da
contribuicdo dos sinais elétricos advindos da excitabilidade dos cardiomidcitos em
diferentes regides do coracdo. Adaptado de (Malmivuo & Plonsey, 1995)

1.1.3- Contratilidade, excitabilidade e acoplamento excitagio contragdo

Como descrito anteriormente, o processo mecanico de contracdo cardiaca esta
intimamente associado a atividade elétrica do coracdo registrada pelo ECG, uma vez
que o estimulo para a contracdo das células é baseado em uma varia¢do do potencial
transmembrana dos cardiomidcitos, o qual é propagado por todo o tecido por meio dos

sistemas de conducédo e/ou celula a célula. Essa variacdo transitoria do potencial de
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membrana dos cardiomidcitos € denominada potencial de acdo (PA). No caso das
células nodais, a periodicidade dos batimentos cardiacos € atribuida a um mecanismo
autbnomo de excitabilidade. Dessa forma, elas sd@o capazes de gerar um PA e,
consequentemente um evento de despolarizacdo celular de maneira ciclica e periodica,
sem depender de nenhum estimulo externo.

O processo responsavel pela variagao do potencial de membrana é a migracéo de
particulas carregadas entre as suas faces. Essa migracao é impulsionada principalmente,
pela soma vetorial de duas forcas que atuam simultaneamente: uma forca elétrica
resultante da capacidade de uma particula carregada perceber o campo elétrico gerado
pela separacdo de cargas na membrana; e o gradiente de concentracdo quimico, que
pode ser interpretado de acordo com a Segunda Lei da Termodindmica, como a forga
necessaria para impedir a reorganizacdo em um sistema termodinamico para atingir o
estado de maior entropia, quando as concentracGes se tornariam iguais em ambos o0s
compartimentos separados pela membrana. Dessa forma, os ions experimentam a
acumulacdo de energia potencial quimica e elétrica através da membrana, determinada
pela formacdo de um gradiente eletroquimico para cada ion. Entretanto, particulas
carregadas possuem grande resisténcia a passagem pela bicamada lipidica que compGe a
membrana plasmatica, e por esse motivo, é necessaria a incorporagdo de componentes
de conducdo, por exemplo, 0s canais idnicos e as proteinas transportadoras. (DeFeliche,
1997; Hille, 2002).

Os canais idnicos normalmente sdo seletivos para um determinado cation ou
anion, e podem ser classificados de acordo com essa seletividade. Eles podem ainda ser
divididos de acordo com o tipo de estimulo que induz a sua ativagdo. Dessa forma,
existem os canais sensiveis a voltagem, ativados por ligantes, ativados por estiramento
ou canais que ndo possuem alca de ativacdo e estdo sempre abertos, como as
aquaporinas, responsaveis pelo transporte de agua entre os compartimentos intra e extra
celulares (Hille, 2002; Lehninger et al, 2002). Esses canais ainda podem ser nomeados
considerando suas propriedades farmacol6gicas como sensibilidade ou resisténcia a
farmacos (Hille, 2002).

Ao considerarmos o PA cardiaco, os canais idnicos sensiveis a voltagem
assumem um papel primordial, e as diferentes fases do PA podem ser determinadas a
partir da mudanca dos estados (condutor e ndo condutor) desses canais. Nesse aspecto, €
importante ressaltar que a expressdo de diferentes tipos de canais, bem como a

densidade de cada um desses tipos, altera drasticamente a forma do PA, como
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observado na figura 3, que apresenta potenciais de acao tipicos em diferentes regides do
coracao.

A figura 4 mostra as diferentes fases do PA de um cardiomidcito ventricular,
bem como os principais canais i6nicos envolvidos nesse processo. De acordo com
Nerbonne e Kass 2005, o PA pode ser dividido em 4 fases. A fase O representa a
despolarizacdo celular, que ocorre em fungdo da abertura e ativagdo dos canais para
sodio sensiveis a voltagem. Esse processo é acompanhado pelo répido influxo desses
ions para o meio intracelular, o que provoca a despolarizacdo do potencial de
membrana. Na fase 1, a despolarizacédo da célula cardiaca estimula a ativacao dos canais
para célcio e potéssio. Nessa fase observa-se o inicio da repolarizagdo da célula
cardiaca, em funcdo da ativacdo das correntes de potassio transientes rapidas (It,). Ja na
fase 2, a ativacdo da corrente de calcio tipo L (lcaL), € consequente influxo de calcio,
provoca um atraso no processo de repolarizacao celular, caracterizando a fase de platd.

Ainda nessa fase ocorre ativagdo de outros tipos de canais para potassio, que
auxiliam o processo de repolarizacdo do PA. A ativacdo desses canais permite o
prosseguimento adequado do processo de repolarizacdo celular, concomitante a
inativacdo dos canais de célcio, o que caracteriza a fase final da repolarizacdo da célula
cardiaca (fase 3). Nesse ponto, a corrente de potéssio retificadora de entrada (lx;) possui
papel importante, pois € ativada pela hiperpolarizacdo da membrana, e mantém o
potencial de repouso da célula numa faixa restrita, em geral entre -80 e -90 mV. A
restituicdo do potencial de repouso do cardiomiocito caracteriza a fase 4, que também
tem predominantemente a participacdo dessa corrente (Nerbonne & Kass, 2005; Berne,
2009). A perpetuacdo da capacidade excitatéria dos cardiomidcitos é garantida pela
acdo da Na'/K" ATPase, uma proteina transportadora que acopla energia gerada pela
quebra de uma molécula de ATP ao transporte de fons Na* e K* para fora e dentro da
célula, respectivamente, contra seu gradiente de concentracdo, e dessa forma, garantindo

a manutencdo do gradiente eletroquimico.
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Figura 4: Participacdo dos diferentes tipos de correntes ionicas na génese do potencial
de acdo cardiaco ventricular de humanos. Extraido de Nerbonne & Kass, 2005.

Em situacBes normais, a geracao de um PA determina um evento de contracdo
celular. Com a descoberta do calcio como mediador da contragdo muscular pela
interacdo com proteinas envolvidas na maquinaria contratil, Hill, em 1949, julgou
impossivel atribuir a difusdo o mecanismo responsavel pelo fornecimento de calcio
necessario aos ciclos de batimentos cardiacos, por ser um processo muito lento. Mais
tarde Carl Wiggers identificou pela primeira vez, a correlacdo entre a excitabilidade
elétrica e a contracdo muscular, estruturando as bases do que hoje conhecemos como
acoplamento excitagcdo-contracdo (ECC, do inglés, excitation contration coupling)
(Fabiato & Fabiato, 1972; Fabiato & Fabiato, 1979; Bers, 2001; Landis, 1976, Bers
&Guo, 2005). Esse fendmeno € caracterizado pela abertura de canais para calcio durante
0 PA que estdo concentrados nas projecfes de membrana que formam o sistema de
tubulos-T (Brette et al, 2006). Esses por sua vez, estdo proximos a um segundo sistema
de membranas intracelular, que forma o reticulo sarcoplasmatico (SR, do inglés,
sarcoplasmatic reticulum). Na membrana do SR sdo encontrados canais idnicos

seletivos para calcio e ativados por calcio, denominados receptores de rianodiana (RyR,
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do inglés ryanodin receptor). O Ca* proveniente dos canais na membrana plasmatica
ativam os receptores de RyR presentes na membrana do SR, processo conhecido como
CICR (do inglés, calcium induced calcium release) o que desencadeia a liberagéo dos
estoques de céalcio que sdo armazenados nessa organela, elevando de maneira muito
rapida a concentracdo intracelular desse ion, viabilizando seu envolvimento na
contratilidade celular. Esse mecanismo explica como estimulos elétricos estdo
associados aos mecanismos contrateis inerentes as células cardiacas, garantindo um
rapido acesso do calcio a essa maquinaria. A figura 5 apresenta uma representacao

esquematica desse processo.

Sarcolemma

T-tubuke

Figura 5: Esguema demonstrando a participacdo dos principais componentes
envolvidos no ECC, bem como a participacdo e dindmica do calcio nesse processo. Na
figura, o componente “ATP” transportando calcio para fora da célula representa a

bomba de célcio do sarcolema. Extraido de Bers, 2002.

O célcio advindo dos estoques presentes no RS € o principal responsavel por
estimular o processo contratil nas celulas musculares cardiacas. Esse processo €
determinado pelo ciclo de pontes cruzadas, que acontece nas unidades funcionais de
contracdo muscular, denominadas sarcomeros. O ciclo de pontes cruzadas pode ser
didaticamente separado em etapas (figura 6): A miosina ligada ao ATP assume uma
posicdo estendida, perpendicular ao filamento de actina. A interacdo entre actina e
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miosina aumenta significativamente a capacidade ATPasica da miosina. Entretanto,
para que isso ocorra o0 sitio de interacdo da actina com a miosina deve estar
desbloqueado. Esse desbloqueio tem uma participacdo fundamental do calcio
proveniente do SR. Os ions célcio interagem com a troponina C (TnC), aumentando
significativamente a sua forca de interacdo com a troponina | (Tnl), concomitante a
reducdo na afinidade da ligacdo de Tnl com a actina. Essa conformagéo favorece um
posicionamento mais axial do complexo tropomiosina-troponina, removendo o
impedimento estérico de interacdo entre actina e miosina (Bers, 2001). A liberacdo do
fosfato inorganico associado ao complexo actina-miosina aumenta significativamente a
forca de interacdo entre essas moléculas, e esse complexo passa por pelo menos dois
estagios energéticos através dos quais o ADP permanece associado ao complexo,
caracterizado pela rotacdo da cabeca de miosina, o que provoca o deslizamento dos
filamentos finos em direcéo ao centro do sarcémero. Fisicamente, esse processo envolve
a transformagdo da energia quimica armazenada na ligagdo do ATP em energia
mecéanica e trabalho.

Finalmente, o ADP se desliga do complexo, o que aumenta ainda mais a
interacdo entre actina e miosina, mas rapidamente a ligacdo de um proximo ATP (de
forma mais pronunciada quando da fosforilacdo de Tnl) enfraquece a interacdo entre
actina e miosina, desfazendo a interacdo fisica entre essas moléculas, e forcando a
miosina a alcancar sua posicdo ativada novamente para um proximo ciclo de ligacbes
cruzadas ou propiciando condicGes para que se instale o processo de relaxamento. Caso
os sitios de interacdo da actina com a miosina permanecam expostos (em funcdo da
elevada concentracdo de calcio no citoplasma), o ciclo de pontes cruzadas se sustenta,
forcando o deslizamento progressivo dos filamentos finos em direcdo ao centro do

sarcOmero e com isso, provocando o seu encurtamento (Berne et al, 2000; Bers, 2001).
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Figura 6: Representacdo das etapas envolvidas no ciclo de pontes cruzadas durante o
processo de contracdo celular. Em (A) a participacdo do ATP e em (B) a caracterizacao

espacial dos miofilamentos nesse processo. Adaptado de Gordon et al, (2001).

Para que o ciclo de pontes cruzadas seja interrompido, é necessaria a remocdo do
calcio citoplasmatico. Pelo menos quatro sistemas diferentes estdo envolvidos na
diminuicdo da concentracdo de calcio citoplasmatico, a saber: 1) bomba de Ca*
ATPase do SR (SERCA, do inglés Sarco-Endoplasmic reticulum calcium) que faz a
recaptacdo de célcio para o préprio RS, 2) trocador sodio-célcio presente no sarcolema
(NCX, do inglés sodium clacium exchanger), 3) bomba de Ca®* ATPase do sarcolema e
4) uniporte de célcio mitocondrial, como representado na figura 5 (Bers, 2008; Bers
2002).

1.1.4- Disfunces da atividade elétrica do coracéo
Como exemplificado anteriormente, a funcéo elétrica do coracdo é de extrema
importancia para o funcionamento apropriado de sua atividade contréatil. Alteracdes

estruturais e/ou funcionais do tecido cardiaco podem implicar em alteracbes na
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conducdo e propagacdo do impulso elétrico no coracdo, muitas vezes causando
condigdes clinicas severas. As arritmias sdo caracterizadas como mudangas no ritmo,
regularidade, origem e conducdo do impulso cardiaco (Thaler, 2010). Elas podem ser
causadas por: 1) um aumento na excitabilidade da membrana celular, levando o
surgimento de taquicardias induzidas por ganho de automaticidade ou ativacdo de
gatilhos celulares para batimentos prematuros, a maioria associada a despolarizagdes
pos-potenciais precoce e tardio; 2) um defeito na formacdo do impulso elétrico no NSA,
0 que geralmente causa a bradicardia sinoatrial, pausa sinoatrial ou a sindrome bradi-
taquicardica e 3) uma reducdo na conducdo normal célula-célula levando, com isso, a
um bloqueio do sistema de conducdo ou a uma reducdo na propagacao do sinal elétrico
em determinadas regides do miocardio (Rokita & Anderson, 2012). As arritmias podem
ser classificadas a partir do local de origem (atrial, ventricular ou juncional), pela
mudanca no ritmo de contracdo (taquicardia e bradicardia), pelo mecanismo de geracao
(fendmenos de reentradas, alteracfes de automaticidade e gatilhos celulares para a
contragdo) ou pela duracdo (batimentos isolados prematuros, sustentada ou néo

sustentada).

1.2- A Doenga de Chagas

1.2.1- Aspectos etioldgicos e epidemioldgicos da Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas ¢é assim conhecida apés sua identificacdo, em 1909 pelo
pesquisador brasileiro Carlos Chagas (Chagas C, 1909). E uma zoonose que acomete
aproximadamente 6-10 milhdes de pessoas no mundo dependendo do estudo
epidemiol6gico (OMS factsheets, 2014; Strasen et al, 2014), sendo uma das causas mais
importantes, se nao a principal responsavel pelos casos de insuficiéncia cardiaca na
América Latina (Bocchi et al, 2013; Strasen et al, 2014). Dessa forma, essa enfermidade
constitui um importante problema de salde publica em paises endémicos da doenga,
além de representar uma das patologias mais onerosas dentre as chamadas doencas
tropicais negligenciadas (Nunes et al, 2013).

O agente etiologico da Doenga de Chagas é o Trypanossoma cruzi (reino
Protozoa, filo Euglenozoa, classe Kinetoplastidea, ordem Trypanosomatida, familia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma). A forma principal de transmisséo da doenca
é através de vetores dos géneros Triatoma, Panstrogylus e Rhodinus (classe Insecta,
ordem Hemiptera, familia Reduviidae) apesar de terem sido observados transmissao por

12 outros géneros (Coura & Vifias, 2010). De maneira simplificada, o vetor hemat6fago
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infectado elimina fezes proximas ao local da ferida provocada durante o forrageio no
hospedeiro vertebrado. Os parasitas presentes nessas fezes, apds sofrerem diferenciagédo
para as formas epimastigota e tripomastigota metaciclica no trato intestinal do vetor,
podem ser passivamente conduzidos ao local da ferida. No hospedeiro vertebrado, os
parasitas se diferenciam na forma tripomastigota, capaz de parasitar diferentes células,
inclusive cardiomidcitos. No interior das células, eles se diferenciam em amastigotas,
iniciando o processo de replicacdo. Esse processo de multiplicacdo termina com a
diferenciacéo das formas amastigotas novamente em tripomastigotas, as quais alcangam
novamente a corrente sanguinea e/ou intersticio através da lise da célula infectada. Esse
processo entdo pode se repetir, aumentando significativamente a carga parasitaria no
hospedeiro, o que favorece a infecgdo de outros vetores durante o forrageio,
possibilitando a perpetuacédo do ciclo da doenca (Andrade & Andrews, 2005).

Apesar do ciclo descrito acima ser a principal forma de transmissdo da doenca,
outros mecanismos também podem estar envolvidos, principalmente em paises néao
endémicos dos vetores dessa enfermidade. Dentre essas formas secundarias de
transmissdo, destaca-se a transfusdo de sangue infectado, transplante de 6rgdos, e

acidentes de laboratério (Coura & Vifias, 2010).

1.2.2- Aspectos clinicos da Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas € classicamente dividida em duas fases, aguda e cronica, a
qual pode ser classificada como cardiaca, indeterminada ou do trato digestivo. Na fase
aguda em geral, ndo se observam sintomas graves. Ela é caracterizada pelo grande e
rapido aumento na parasitemia e nos ninhos de parasitas no tecido cardiaco. Esse
fendmeno € acompanhado por um infiltrado inflamat6ério mononuclear, congestdo aguda
e edema (Dos Santos et al, 2001). A inflamacdo do tecido cardiaco determina o
principal sinal clinico observado na fase aguda da Doenca de Chagas, uma intensa
miocardite difusa, que pode originar dano ao midécito cardiaco, bem como ao sistema de
vasos e inervacdo do coracdo. A relacdo entre numero de parasitas e intensidade da
miocardite ndo é linear; ao contrario, parece estar muito relacionada a diferenca na
viruléncia entre cepas e na resposta imune do hospedeiro (Souza et al, 1996).

A nivel celular é possivel observar um remodelamento eletro-mecéanico dos
cardiomidcitos, caracterizado pelo prolongamento do PA dos midcitos ventriculares,
associado a reducdo na densidade das correntes de potéssio e de calcio (Roman-Campos

et al, 2013). A reducdo das correntes de Ca®* também esta relacionada a uma
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assincronia da liberacdo desse ion do SR, bem como reducdo do transiente e da
capacidade contratil dos cardiomidcitos isolados de diferentes regides do coracdo
(Roman-Campos et al, 2009; Roman-campos et al, 2013). Além disso, na fase aguda é
observada uma desenervacdo do sistema autondmico do coracdo, principalmente
relacionada a uma destruicdo dos neurdnios parassimpaticos e simpaticos (Machado &
Ribeiro, 1989). Outros sinais clinicos caracteristicos da fase aguda, destacam-se a
taquicardia e arritmias diversas como alterndncia de onda P (dissocia¢do &trio-
ventricular), distarbios de repolarizacdo (Brener et al, 2000), além de marcadores para
hipertrofia cardiaca terem sido identificados (Roman-Campos et al, 2013).

Ap0s a resolucdo da fase aguda, alguns pacientes entram em uma fase definida
como indeterminada, na qual sintomas e sinais clinicos ndo sdo identificados, apesar de
confirmada a infec¢do por métodos soroldgicos ou parasitologicos (Ribeiro & Rocha,
1998), mas aproximadamente um terco desses pacientes evolui para a fase cronica da
doenca duas décadas apés a infeccdo inicial (Nunes et al, 2013).

Na fase cronica a deteccdo do parasito no hospedeiro € rara. Entretanto, hd uma
inflamacéo cronica no tecido cardiaco, mesmo considerando a baixa carga parasitaria no
tecido. Além disso, observa-se a presenca de areas de fibrose no miocéardio e no sistema
condutor (Roman-Campos et al, 2013; Postan et al, 1986; Andrade et al, 1978). Nessa
fase, os cardiomidcitos também experimentam alteracdes em sua funcdo elétrica e
contratil. Roman-Campos e colaboradores, (Roman-Campos et al, 2013b)
demonstraram prolongamento do PA dos midcitos ventriculares associado a reducao da
densidade das correntes de calcio e potéassio nessas células. Outros trabalhos do mesmo
grupo apresentam evidéncias de uma reducdo na capacidade contratil do cardiomidcito
(Roman-Campos et al, 2009) e aumento na expressdao de marcadores de hipertrofia
(Roman-Campos et al, 2013). N&do obstante, usando um sistema de infeccdo in vitro em
celulas isoladas, de Carvalho e colaboradores 1992, demonstraram uma redugdo na
expressao de Conexina-43, provocando mau funcionamento das jungdes gap entre pares
de cardiomiocitos, e com isso, gerando os problemas de conducdo. A soma desses
fatores estruturais e funcionais do tecido e células do coracdo é responsavel pela
observacdo de diversos sinais clinicos na fase cronica: de forma mais precoce, bloqueios
do sistema de conducdo (Ribeiro et al, 2013; Maguire et al, 1987) e disfuncgdes
diastdlicas. A progressdao da doenca determina uma cardiopatia dilatada, que pode
desencadear disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca além de diversos tipos de

alteracbes no ECG, arritmias severas e morte sUbita.
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Por fim, a progressdo da patologia esta altamente associada a cepa de parasitas
infectantes. Cada cepa possui tropismos preferenciais para determinados 0Orgdos, e
dentro desse tropismo, uma viruléncia e taxa de multiplicacdo. Esse fator pode ser
crucial na determinacdo do aparecimento das diferentes formas da doenca (Coura &
Vifias, 2010) além de desencadear, juntamente com o tipo de resposta imune montada

pelo hospedeiro, uma progressao mais branda ou severa.

1.3- Espécies Reativas de Oxigénio e Oxido nitrico

1.3.1- ROS: Vias de producdo e modulacdo eletromecanica nos
cardiomiocitos

As espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) sao
moléculas derivadas de oxigénio, com alta capacidade de oxidar outros compostos. Elas
incluem radicais livres, como anion superéxido (O?), radical hidroxil (OH), radical
peroxil (RO2) e alcoxil, mas também outros agentes oxidantes ndo radicais, como
0z06nio (O3) e perdxido de hidrogénio (H,O,) (Bedard & Krause, 2007). A producéo de
ROS tem um papel importante na modulacdo de diversas funcGes fisiologicas, como
inducdo mitogénica, de senescéncia celular, apoptose, protecdo contra infeccfes, além
de participar de diversas vias de sinalizagéo celular (Valko et al, 2007; Aggarwal &
Makielski, 2011; Erickson et al, 2011). Particularmente nos cardiomidcitos, elas foram
associadas ao controle do manejo intracelular de calcio em um mecanismo de producéo
de ROS associado ao estiramento celular (Prosser et al, 2011; Prosser et al, 2013).
Apesar disso, a producdo descompensada de ROS pode levar a oxidacdo e perda de
funcdo de componentes celulares, incluindo proteinas, lipideos e DNA, o que pode
ocasionar efeitos deletérios, muitas vezes opostos aos benéficos quando em situacGes de
producdo fisioldgica dessas moléculas (Bedard & Krause, 2007; Valko et al, 2007).
Especificamente no coracdo, o estresse oxidativo ja foi associado a disfungdes cardiacas
que incluem hipertrofia, insuficiéncia cardiaca congestiva, cardiopatias e arritmias
(Aggarwal & Makielski, 2011)

Diversos mecanismos contribuem para a geragdo de ROS no tecido cardiaco.
Essa producgdo pode ser advinda de subprodutos de outras reagdes bioldgicas, incluindo
reacOes da cadeia respiratdria mitocondrial, producdo nos peroxissomos, pelo citocromo
P-450 e producdo de ROS pela proteina xantina oxidase, um componente da via de
catablismo das purinas. Apesar disso, outros mecanismos sdo capazes de gerar ROS

diretamente como produto principal de suas reagGes. Nesse contexto, a familia das
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NADPHoxidases (Nox) tem um papel primordial, provendo a producdo de anions
superoxido e consequentemente outros radicais derivados dessa molécula (como
peroxido de hidrogénio pela desmutagdo esponténea ou acgao da superdxido desmutase e
peroxinitrito, pela reacdo com oOxido nitrico (NO)). Nos cardiomiécitos, as duas
principais isoformas dessas enzimas sdo a Nox2 (no coracdo adulto encontra-se
localizada principalmente associada ao sarcolema, controlando as cascatas sensiveis ao
status redox, a partir do controle da atividade de kinases e fosfatases, da expressdo
génica e controle da inativacdo do NO dependendo de O%) e Nox4 (muito importante
durante o desenvolvimento embrionéario participando da diferenciacdo cardiaca, e no
coragdo adulto, € constitutivamente expressa na mitocondria). Além disso, outras fontes
contribuem para a geracdo de ROS no coragdo, principalmente células endoteliais e
inflamatdrias (Bedard & Krause, 2007; Erickson et al, 2011). A figura 7 (Aggarwal &

Makielski, 2011) apresenta algumas das principais fontes de ROS no coracéo.
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Figura 7: Principais vias de producdo de ROS nos cardiomidcitos. Extraido de
Aggarwal & Mikielski, 2013.

Essa producdo de ROS é balanceada pela acdo de agentes antioxidantes
celulares, que atuam basicamente por dois mecanismos: a transformacdo das espécies
reativas em produtos mais indcuos para a célula ou a reversdo da oxidacdo de moléculas

danificadas. Dentre esses componentes antioxidantes, destaca-se a 0s componentes
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enzimaticos, representados principalmente pela glutationa peroxidase que age
regenerando as moléculas danificadas pela oxidacdo em detrimento de sua propria
oxidacdo, e pela familia das superoxido desmutase, que convertem os anions superoxido
em peroxido de hidrogénio, o qual pode ser convertido em moléculas de agua pela
catalase. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo representados principalmente por
vitaminas (acido ascérbico, alfa-tocoferol), carotenoides, flavonoides e outros (Valko et
al, 2007; Aggarwal & Makielski, 2011).

A producdo de ROS regula diversos aspectos da excitabilidade e contratilidade
dos cardiomidcitos, muitos desses efeitos controversos e ainda ndo bem estabelecidos.
Existem evidéncias da acdo de despolarizacdo do potencial de membrana dos
cardiomidcitos, seja pela inibi¢do de correntes de potéssio, ou pelo aumento da janela da
corrente de sodio (em resposta a propria despolarizacdo da membrana, que promove
uma sobreposi¢do das curvas estacionarias de ativacdo e inativacdo dos canais de sodio,
prolongando a ativacdo da corrente). Alem disso, j& foi demonstrado aumento na
densidade da corrente de célcio e da atividade dos RyRs, em associa¢cdo com a reducao
da atividade da SERCA para a recaptacdo do célcio e o aumento da atividade do
trocador sodio-célcio. Esses fatores em conjunto, aumentam a probabilidade de
ocorréncia de eventos de despolarizacdo pds-potenciais, aumentando as chances de
arritmias. Além disso, as alteragdes no manejo de calcio podem provocar disfuncdes na
contratilidade dos cardiomidcitos. Por outro lado, reducdo da duracdo do PA em funcgédo
da ativacdo de canais para potassio sensiveis a ATP também foi observado de maneira
dependente de ROS, além da reducdo das correntes de célcio e da atividade dos RyRs.
Esses efeitos opostos aparentemente estdo relacionados com o tipo de ROS e sua acao
direta na oxidacdo de moléculas alvo, sua concentracdo e tempo de exposicdo, além de
comunicacdo com outras vias de sinalizacdo sensiveis ao status redox da célula, as quais
podem modular a atividade e expressdo de canais idnicos e proteinas envolvidas no
manejo do célcio e na maquinaria contratil do cardiomiécito (Aggarwal & Makielski,
2011; Erickson et al, 2011).

1.3.2- NO: Vias de produgdo e modulacdo eletromecénica nos
cardiomiocitos

Assim como ROS, o NO tem sido atribuido como um importante modulador do
controle da fungdo cardiaca. A sua producdo se d& através da converséo de L-arginina +

O, em citrulina + NO, desempenhada pelas oxido nitrico sintases (NOS). S&o
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conhecidas 3 isoformas dessas enzimas, duas das quais, a eNOS (NOS3) e nNOS
(NOS1) sdo constitutivamente expressas no coragdo e sdo ativadas pelo aumento da
concentracéo intracelular de Ca?*. Por outro lado, a iNOS (NOS2), a letra “i” refere-se a
forma induzida, em geral tem sua expressdo induzida por fatores inflamatorios e sua
atividade é essencialmente independente de Ca®* (Sears et al, 2004). No coragdo, 0 NO
é classicamente relacionado ao controle do ténus vascular e fluxo sanguineo
coronariano (e.g. Furchgott & Zawadzki, 1980; Moncada et al, 1991), entretanto, seus
efeitos na excitabilidade e contratilidade dos cardiomidcitos e consequentemente na
manutencdo dos parametros eletromecéanicos do coracdo sdo muito representativos, e
vem ganhando atencéo nos ultimos anos.

A figura 8 apresenta uma representacdo esquematica de alguns dos principais
alvos do NO regulando a excitabilidade, contratilidade e o0 manejo intracelular de célcio
no cardiomiocito. Ja foi demonstrado uma reducdo da densidade da Ic, induzido por
NO produzido pela eNOS, pela fosforilacdo dependente de cGMP via proteina quinase
G (PKG) dos canais de calcio Cavy,. Além disso, a PKG também é capaz de fosforilar
Tnl, e com isso reduzir a sensibilidade dos miofilamentos ao céalcio (Massion et al,
2003). O NO também tem um papel relevante em desencadear um aumento progressivo
da probabilidade de abertura dos RyR (Lim et al, 2008). Esse conjunto de fatores
determina efeitos funcionais diversos, muitas vezes paradoxais, dependendo da
isoforma de NOS considerada e da concentracdo de NO disponivel. Massion e
colaboradores em 2003 apresentaram evidéncias de um efeito inotropico positivo em
baixas concentragdes de NO e negativo em altas concentracdes. Além disso, 0 a
dessensibilizacdo dos miofilamentos pode provocar o efeito lusitrépico positivo
induzido por NO, e simultaneamente, contribuir para a reserva diastélica e participar do
mecanismo de Frank-starling, em resposta ao aumento da pré-carga resultante da maior
distensdo das fibras no periodo diastélico.

De maneira geral, os efeitos produzidos por NO dependem da isoforma de NOS
ativada, o que reflete também uma dependéncia de concentragdo, uma vez que cada
isoforma possui localizacdo preferencial. Por exemplo, a nNOS encontra-se
preferencialmente localizada na membrana do SR, enquanto a eNOS € encontrada
principalmente associada a invaginacbes da membrana plasmatica denominadas
cavéolas. A localizacdo subcelular do NO e sua concentracdo determinam os alvos e

consequentemente a modulacdo da funcdo celular, seja pela nitrosilagéo direta de



31

moléculas alvo ou pela modulacdo indireta secundaria em funcdo da modulacdo da

atividade de outras vias bioquimicas (Lim et al, 2008; Hare, 2003).

Figura 8: Fontes de producdo autdcrinas e paracrinas de NO e seu papel na regulacéo

da excitabilidade e contratilidade dos cardiomiécitos. Extraido de Massion et al, 2003.

1.3.3- ROS, NO e sua relacdo com a Doenca de Chagas

Durante o desenvolvimento da doenca de Chagas ocorre a geracdo de um
processo inflamatdrio intenso, em funcdo da presenca de parasitas na circulagéo,
intersticio e no interior das células. 1sso pode ser verificado, por exemplo, pelo intenso
infiltrado inflamatorio presente tanto na fase aguda como na fase cronica da doenca.
Esse processo inflamatorio € acompanhado por um aumento na taxa de producdo de
ROS e NO, o que esta relacionado com a capacidade das células do hospedeiro em
resolver o processo infeccioso. Durante a infec¢do, 0 aumento na producdo de ROS é

observado em func¢do do aumento da atividade de diversos sistemas que contribuem em
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sua formacéo, incluindo a atividade das Nox e aumento no vazamento de ROS da cadeia
respiratdria. Isso ainda é agravado pela reducdo dos sistemas enzimaticos anti-oxidantes
(Gupta et al, 2009), e modelos utilizando tratamento com anti-oxidantes ou modelos de
privacdo dessas moléculas provocam respectivamente uma melhora e agravamento dos
danos cardiacos durante a infeccao por T.cruzi (Wen et al, 2006, Carvalho et al, 2006).
Em relagdo ao NO, quando o T. cruzi infecta os macréfagos do hospedeiro,
ocorre a secrecdo por essas celulas de diversas moléculas sinalizadoras, incluindo a
interleucina-12 e TNF-a. A interleucina-12 € capaz de induzir a producéo de Interferon-
v (IFN-y) pelas células NK (do inglés, natural killer) (Aliberti et al, 1996), a qual
potencializa a resposta antimicrobicida de macrofagos, contribuindo para a eliminacao
do parasita. O IFN-y estimula, através da desfosforilacdo de NOS pela proteina quinase
B (akt), o aumento na concentracdo de NO (Gazzinelli et al, 1992; Jung et al, 2015). O
aumento na concentracdo de NO constitui um importante componente do controle a
infeccdo, principalmente pela formagéo de peroxinitrito quando associado & 0% o qual

tem um efeito protetor bem consolidado no controle das tripanossomiases.
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2- JUSTIFICATIVA

Desde sua identificacdo em 1909, a Doenca de Chagas se tornou foco de
diversos estudos no sentido de prevenir a infeccdo, no entendimento da biologia e
controle dos vetores invertebrados e no desenvolvimento de estratégias para o
tratamento dos sintomas dos pacientes. Essa atencédo € justificada pela alta incidéncia e
prevaléncia da doenca em regifes que hospedam os vetores, como na América Latina,
onde constitui uma das principais causas responsaveis pelos casos de insuficiéncia
cardiaca (Bocchi et al, 2013; Strasen et al, 2014), sendo considerada uma as patologias
mais onerosas dentre as chamadas doencas tropicais negligenciadas (Nunes et al, 2013).
Durante o desenvolvimento da doencga, em ambas as fases, aguda e cronica, é possivel
observar um intenso processo inflamatério, ao qual estdo associadas a producédo
acentuada de ROS e NO (advindos de efeitos colaterais de reacdes bilogicas alteradas
pela infec¢do, ou como estratégia de combate ao parasita). Entretanto, ROS e NO sdo
ambos moduladores importantes da atividade elétrica e contratil do coracdo, bem como
de muitos componentes intracelulares envolvidos no manejo intracelular de calcio e no
acoplamento excitacdo-contracdo nos cardiomiocitos. Ndo obstante, a quantidade, a
qualidade e o tempo de exposicdo dessas moléculas podem ocasionar efeitos distintos
na funcdo cardiaca, muitas vezes paradoxais entre si, e diversos fatores como a cepa dos
parasitas, o tipo e amplitude da resposta imunolégica montada pelo hospedeiro bem
como condicdes ambientais podem modificar a relacdo entre a producdo e degradacéo
dessas moléculas. Dessa forma, considerando todos os relatos envolvendo o papel de
ROS e NO no remodelamento eletromecénico do coracdo e, considerando seu papel
primordial no processo de controle da infeccdo, é de extrema importancia a realizacdo
de estudos que busquem relacionar a manutencdo da atividade elétrica-contratil do
coragdo durante o desenvolvimento da Doenga de Chagas com a produgéo e o balango
de ROS e NO.
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3- OBJETIVOS
3.1- Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho € avaliar os efeitos da producdo de ROS e NO no
remodelamento elétrico e mecanico do coracdo durante o desenvolvimento da fase

aguda da Doenga de Chagas.

3.2- Objetivos especificos

3.2.1- Investigar os efeitos da producdo de ROS e NO no PA cardiaco durante a
fase aguda da Doenca de Chagas, utilizando a técnica de Whole-cell patch-clamp na
modalidade current clap;

3.2.2- Investigar os efeitos da producdo de ROS e NO sobre as correntes de
calcio e potéssio dos cardiomidcitos durante a fase aguda da Doencga de Chagas, por
meio da técnica de Whole-cell patch-clamp na modalidade voltage-clamp;

3.2.3- Avaliar os efeitos da producdo de ROS e NO na contratilidade celular do
miocito cardiaco durante a fase aguda da Doenca de Chagas, por meio da técnica de
contratilidade celular por detecgéo de bordas;

3.2.4- Investigar os efeitos da producdo de ROS e NO nas propriedades do
transiente citoplasmatico de célcio dos cardiomidcitos durante a fase aguda da Doenca
de Chagas, por meio da técnica de microscopia confocal;

3.2.5- Analisar os efeitos da produgdo de ROS e NO no perfil
eletrocardiografico dos camundongos durante a fase aguda da Doencga de Chagas, por
meio da técnica de ECG;

3.2.6- Analisar os efeitos da producdo de ROS e NO nos parametros da funcéo
cardiaca dos camundongos durante a fase aguda da Doenca de Chagas, por meio da
técnica de coracgdo isolado utilizando o sistema de Langendorff de fluxo constante.
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4- METODOS

4.1- Grupos experimentais

Durante a execucdo do projeto foram utilizados quatro grupos experimentais: Os
dois primeiros grupos sao constituidos por camundongos C57BI6/N e camundongos
gp91PHOX knockout (Phox KO) (Pollock et al, 1995), machos, com idade de 8
semanas. Matrizes dos camundongos Phox KO foram reproduzidas e mantidas pelo
laboratdrio de Gnotobiologia, departamento de Bioquimica e Imunologia, Universidade
Federal de Minas Gerais, respeitando-se o ciclo diario de 12 h de iluminagdo. Agua e
racao especifica foram fornecidos ad libitum.

Cada um desses dois grupos foi dividido em 2 subgrupos, de animais néo
infectados ou infectados com 1000 u da forma tripomastigota de Tripanossoma cruzi da
cepa Y, de forma intraperitoneal, quando os animais atingiram 6 semanas de idade.
Todos os experimentos a seguir descritos foram realizados 15 dias pos-infec¢éo (dpi)
dos animais. Os procedimentos relacionados ao manejo dos animais foram aprovados e
realizados em concordancia com as normas estabelecidas pelo comité de ética em

experimentacao animal (CEUA-UFMG), aprovados segundo o protocolo n°® 214/2011.

4.2- Isolamento dos cardiomidécitos

Os experimentos apresentados neste projeto foram realizados a partir de
cardiomidécitos oriundos do ventriculo esquerdo, isolados de acordo com o método
descrito por Shioya (2007), com pequenas alteracdes. Nesse processo, 0s camundongos
foram eutanaziados por decapitacdo 10 min ap6s serem heparinizados (50u, i.p.) e
tiveram o esterno retirado para a rapida remocdo do coracdo. Os coracGes removidos
foram entdo mantidos em solucdo de CIB (do inglés, cell isolation buffer, contendo, em
mM: 130 NaCl; 5,4 KCI, 0,5 MgCl,; 0,33 NaH,POy; 22 glicose; 25 HEPES) isenta de
calcio pela adicdo de EGTA (0,4 mM), onde fez-se a limpeza dos fragmentos de
pulmao, tecidos vascular e adiposo, deixando intacto apenas o tronco aortico, através do
qual os coragfes foram canulados e montados em um sistema de Langendorff de
pressdo de perfusdo constante (~73 mmHg), mantidos a temperatura de 37 °C. Os
coragdes foram entdo perfundidos de maneira retrograda com CIB+EGTA por 2-5 min
para a que 0 sangue presente no sistema das coronarias e camaras cardiacas fosse
eliminado. Ap0s isso, o coracdo foi perfundido por 4-5 min com a solugdo CIB (sem

EGTA) acrescida dos seguintes componentes: 0,3 mM de CaCly; 0,8 mg/mL de
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colagenase do tipo Il; 0,06 mg/mL de proteinase tipo XXIII e 0,06 mg/mL de tripsina.
Apbs essa etapa inicial de digestdo enzimaética, os coragdes foram seccionados,
separando-se apenas o ventriculo esquerdo, que foi transferido para uma segunda
solucdo de CIB (sem EGTA), com a mesma quantidade de enzimas citadas acima,
porém contendo 0,7 mM de CaCl,, durante 7 min, mantida aquecida a 37 °C. Apos leve
agitacdo mecanica utilizando-se pipeta de transferéncia, o sobrenadante foi filtrado em
malha de 200 um e centrifugado a 1000 rpm por 20 segundos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células foi ressuspendido em solugdo CIB contendo 1,3 mM de
CaCl, e 2 mg/mL de albumina sérica bovina. Apds 10 min em repouso a solucdo foi
novamente centrifugada e o pellet foi ressuspendido em solucdo de Tyrode (contendo,
em mM: 140 NaCl; 5,4 KCI; 0,5 MgCl,; 0,33 NaH,POy; 11 glicose; 5 HEPES e 1,8
CaCly), onde as células foram mantidas por até 5 h a temperatura ambiente, para

realizacdo dos experimentos.

4.3- Experimentos de contratilidade celular

Midcitos cardiacos provenientes do ventriculo esquerdo recém-isolados foram
utilizados nos ensaios de contratilidade celular por deteccdo de bordas. Para a analise da
contratilidade celular, as células foram plaqueadas em uma laminula acoplada a uma
camara contendo um par de eletrodos paralelos, por meio dos quais foi feita a
estimulacdo de campo para evocar a contracdo celular. A estimulacdo foi feita
utilizando-se um estimulador elétrico, através de pulsos com duracdo de 4 ms e
intensidade de 80 V bifasico com frequéncia de estimulacdo de 1 e 3 Hz. Durante 0s
experimentos de contratilidade, as células foram mantidas em uma solucéo de Tyrode e
em temperatura ambiente (25-30 °C). A camara contendo as células plaqueadas foi
montada em um microscépio invertido (Eclipse, TS 100, Nikon, Japdo), e as imagens
foram visualizadas em um computador utilizando uma camera NTSC
(MyoCamCCD100V, lonoptix, Milton, MA, USA). Estas imagens foram utilizadas para
mensurar o encurtamento celular em resposta a um estimulo elétrico usando um sistema
de video detector de bordas (lonoptix, Milton, MA, USA) previamente calibrado para a
objetiva utilizada. As variaveis envolvendo a contracdo e relaxamento da célula foram
calculados baseando-se no sinal digitalizado obtido pelo sistema de deteccédo de bordas
do conversor analogico-digital lonWizard A/D (lonoptix, Milton, MA, USA). Entre 5-
10 contragdes consecutivas foram utilizadas para realizar a média de contracdo de uma

determinada célula.
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4.4- Experimentos de patch-clamp

Cardiomidcitos provenientes do ventriculo esquerdo recem isolados também
foram plagueadas e banhadas com solucdo de Tyrode. A placa contendo as células foi
acoplada a um microscopio invertido (Axiovert 100 M, Zeiss, Alemanha). Foi utilizado
um amplificador EPC 9.2 (HEKA Instruments, Germany) para a medida de correntes
ibnicas e potenciais transmembrana nos cardiomidcitos isolados, tendo como referéncia
um eletrodo imerso na placa contendo as células isoladas, o qual foi conectado ao
amplificador via headstage. Todas as medidas foram realizadas utilizando-se as
configuragdes whole-cell voltage-clamp, para medir as correntes i6nicas macroscopicas,
ou whole-cell current-clamp para medir potenciais de agdo. As pipetas utilizadas nos
experimentos possuiam resisténcia entre 1-2 MQ. Todas as correntes foram filtradas por
meio de um filtro Bessel, passa-baixa com frequéncia de corte de 2.9 kHz. Apos o
estabelecimento da configuracdo Whole-cell, as células foram mantidas em repouso por
um intervalo de 3-5 min, de modo a permitir com que o meio intracelular se equilibrasse
com a solucdo de pipeta. Os transientes capacitivos foram anulados em todos o0s
experimentos, e para todos os experimentos de Whole-cell voltage clamp, utilizou-se a
compensacao eletrénica da resisténcia em séria (50-65%). Células com resisténcia em
série superiores a 8 MQ ndo foram utilizadas durante as analises. As correntes
adquiridas foram digitalizadas por meio de um conversor de sinal analégico-digital e
armazenadas em computador. Durante a analise dos experimentos, 0s registros foram
exportados em formato de texto (Igor) e convertidos para a extensdao “.abf”, para entdo
serem analisados usando-se o software Clampfit 10 (Molecular Devices, EUA).

Registros do PA: As pipetas de vidro contendo o eletrodo de estimulacdo foram

preenchidas com solucdo interna contendo, em mM: 20 KCI; 130 K-aspartato; 130
KOH; 10 HEPES; 2 MgCl,; 5 NaCl, 5 EGTA, ajustado para pH 7.2 com KOH (solucéo
interna 1), ou a mesma solucdo descrita sem a presenca de EGTA (solucéo interna 2).
Em ambos os casos, a solugdo externa utilizada foi a solugdo de Tyrode. Quando
utilizada a solugdo interna 1, os PAs foram obtidos a partir de um potencial de
membrana clampeado em -80 mV e frequéncia de estimulacdo de 1 Hz. Foram
gravados entre 40-80 PAs para cada célula, sendo o dltimo utilizado para analise.
Quando utilizada a solugéo interna 2, os PAs foram obtidos a partir de um potencial de
membrana livre e ndo clampeado (equivalente ao potencial de repouso da prépria célula

apos a diélise da solucdo de pipeta com o meio intracelular), utilizando frequéncia de



38

estimulacdo de 1 Hz e 3 Hz. Os primeiros 60 PAs foram gravados para verificar a
estabilizacdo da forma de onda do PA, e a média dos 30 PAs consecutivos foi utilizada
na andlise para cada célula. A média dos desvios padréo obtidos para cada conjunto de
30 potenciais analisados foi utilizada como medida da amplitude da alternéncia da
duracdo do PA. Em ambos os protocolos os potenciais foram deflagrados por meio de
pulsos quadrados com amplitude de 1 nA e duracédo varidvel entre 3-5 ms. A frequéncia
de aquisicao do sinal digital foi de 10 kHz.

Corrente total de potéssio de saida: Os registros das correntes de potassio de

saida foram realizados utilizando solucdo de pipeta contendo, em mM: 140 KCI, 1
MgCl,, 10 EGTA, 10 HEPES, 5 Glicose, pH ajustado para 7.2 com KOH. A solucao
extracelular utilizada foi a solugédo de Tyrode acrescido de 100 uM de CdCl, para
bloquear a corrente de Ca®*. As correntes foram obtidas através de pulsos quadrados
com duracgdo de 3 s, com incrementos de +10 mV entre os pulsos a cada 15 s, variando
0 potencial transmembrana entre -40 e 70 mV, partindo de um potencial de membrana
de -80 mV. Um pré-pulso de 40 mV com 50 ms de duracéo foi utilizado antes de cada
pulso teste, de modo a inativar as correntes de sddio (INa). Todos os registros foram
amostrados a frequéncia de 5 kHz.

Corrente de calcio: Os registros eletrofisioldgicos das correntes de célcio tipo L
foram feitos utilizando a solucdo interna em mM: 120 CsCl, 20 TEA-CI, 5 NaCl, 10
Hepes, 5 EGTA, pH 7.2, ajustado com CsOH. A solucdo externa utilizada foi também a

solucdo de Tyrode. A curva de relacdo corrente-voltagem para a ativacdo dos canais de
calcio foi feita através de pulsos quadrados com 30 ms de duragdo, variando entre -40 a
+50 mV, com incrementos de +10 mV e intervalo de 10 s entre cada pulso e partindo-se
de um potencial de membrana de -80 mV. Um pré-pulso de 50 ms de duracdo, partindo
do potencial de membrana a -40 mV foi aplicado para inativar as INa. Os dados foram
digitalizados a uma frequéncia de aquisi¢cdo a 10 kHz. A curva da relagéo corrente-
voltagem para ativacdo dos canais de calcio tipo L foi ajustada utilizando-se uma funcao

modificada da distribuicdo de Boltzmann, na forma:

(Vm—Ek)
14glFa-Fm/s

Iv = Gmax *
Sendo Iv a corrente medida em cada potencial testado (Y); Gmax a condutancia
maxima; Vm, potencial de membrana em cada pulso teste (X); Ek, potencial de
equilibrio eletroquimico do ion; Va, voltagem que ativa 50% dos canais; S, fator de

inclinacgdo da curva.
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4.5- Microscopia confocal

Os midcitos cardiacos provenientes do ventriculo esquerdo recém-isolados
foram marcadas pela adicdo do indicador fluorescente de calcio Fluo-4 em sua forma
acetoximetil éster (AM), na solucao de Tyrode, respeitando uma concentracdo final de 5
KM do marcador. Em todos os experimentos foi utilizada solucéo estoque do fluoréforo
na concentracao de 5 mM, diluida em DMSO 100%.

As células foram mantidas em leve agitacdo por 30 min a temperatura ambiente,
e apos esse tempo, foram centrifugadas e ressuspendidas em solucdo de Tyrode, onde
permaneceram por mais 10 min para desesterificacdo da forma AM ester.

As mudancas transitérias na [Ca’']i evocadas através dos transientes
citoplasmaticos de célcio foram medidas através do método de microscopia confocal,
por meio do sistema de microscopia confocal Zeiss LSM 510 meta (Zeiss, Alemanha),
localizado no Centro de Microscopia da UFMG (CAPI-ICB). Durante esse
procedimento as células, apos a marcacdo com o fluoréforo indicador de célcio, foram
depositadas em uma laminula acoplada a uma cdmara que continha um par de eletrodos
paralelos através dos quais foi feita a estimulacdo de campo para evocacdo dos
transientes de calcio, por meio de pulsos com duracdo de 4 ms e amplitude de 80 V,
bifasicos, com frequéncia de estimulacdo de 1 e 3 Hz. Para aquisicdo dos transientes de
calcio foi realizada a excitacdo das células marcadas utilizando laser de luz
monocromatica com frequéncia de 488. A luz emitida pelo processo de fluorescéncia
ap6s a excitacdo do fluoréforo associado ao Ca?* foi filtrada por um filtro passa-alta de
505 nm e entdo captada e amplificada por um detector tipo tudo fotomultiplicador. A
linha de varredura (fixada em 512 pixels) foi posicionada ao longo do eixo longitudinal
dos cardiomidcitos, evitando-se as regides dos nucleos. A resolucdo espacial variou de
0,1 a 0,3 um/pixel e a resolucdo temporal utilizada neste trabalho foi de 1,92 ms/linha.
O tamanho do pinhole foi ajustado para 276 pm, correspondente a uma fatia éptica <2,0
pum. Foram gravadas 5210 linhas, equivalente a aproximadamente 10 s de registro,
durante os quais foi feita a aquisicdo de eventos de transientes de célcio citoplasmaticos,
tanto para 1 quanto 3 Hz. As mudancas na fluorescéncia (F) foram normalizadas pela
fluorescéncia basal (FO) antes do primeiro transiente registrado, de tal modo que
alteracBes na [Ca®*]i estdo expressas como F/FO, valor que representa a média da
amplitude dos 10 transientes obtidos. A média dos desvios padrdes obtidos para cada

conjunto de 10 transientes foi utilizada como medida da varagéo na amplitude entre os
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transientes. O sinal analdgico obtido pelo detector foi digitalizado utilizando sistema de
12 bits e armazenado em um computador. As andlises da intensidade do sinal de

florescéncia foram feitas utilizando o software Image-J.

4.6- Eletrocardiografia

O ECG foi realizado através de eletrodos de agulha posicionados
subcutaneamente em cada membro para os registros eletrocardiogréaficos na derivagéo
DII. Antes dos experimentos os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina
10%, anestésico geral, e cloridrato de xilazina 2%, relaxante muscular (0,1 ml; i.p.). O
ECG e a frequéncia cardiaca (FC) foram monitorados continuamente durante 30 min
por um amplificador de ECG (MP100, Biopac System Inc., EUA). As arritmias
verificadas no ECG foram analisadas obedecendo a convencdo de Lambeth sobre
diretrizes para o estudo de arritmias (Walker et al, 1988). De acordo com essa
convencao, o0s eventos arritmicos podem ser definidos por um tracado
eletrocardiografico que apresenta um complexo QRS com alta amplitude, auséncia ou
multiplas ondas P ou por um ritmo irregular de batimentos cardiaco (definido por
irregularidades no segmento R-R). A taquicardia ventricular é definida como 3 ou mais
contragbes prematuras ventriculares consecutivas. Os eventos arritmicos foram

quantificados durante 10 min.

4.7- Analise da funcao cardiaca ex vivo pela técnica de coracao isolado

Para avaliacdo da funcdo cardiaca ex vivo, utilizou-se a técnica de coracdo
isolado de Langendorff com fluxo constante. Essa preparacdo é constituida por um tubo
de vidro conectado a um reservatorio de solucdo nutridora de Krebs-Ringer (em mM:
NaCl 118,40; KCI 4,7; KH,PO4 1,17; MgSO,4 1,17; CaCl, 2,5; Dextrose anidra 1,65 e
NaHCO;3; 26,30) que foi oxigenada com mistura carbogénica (95% O,, 5% CO,) e
mantida a 37 £ 1 °C através da circulagdo de agua aquecida. Os animais foram
heparinizados (400 U.I., i.p.) 10 min antes da eutanésia por decapitacdo. O coracao foi
retirado e colocado em uma placa de Petri contendo soluc¢do nutridora resfriada (4 °C).
Dessa forma, o metabolismo do miocéardio e o consumo de oxigénio foram reduzidos
preservando o0 coragdo para 0 experimento. Em seguida, a aorta ascendente foi
seccionada e fixada na ponta de uma canula acoplada ao sistema de perfusdo. Um fluxo
de 2 mL foi perfundido constantemente durante todo o experimento. Para o registro da

forca contréatil, um pequeno gancho foi fixado no &pice do ventriculo esquerdo e
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conectado a um transdutor de forca. Uma tensdo de aproximadamente 0,5 + 0,2 g foi
aplicada ao coracdo (tensdo diastolica) e mantida constante durante o experimento. Um
pequeno tudo de polietileno (P10; 0,5 cm) foi inserido dentro da camara cardiaca
ventricular esquerda, para evitar o acimulo de solucdo em funcdo da contribuicdo do
sistema de veias minimas. A frequéncia cardiaca intrinseca do coracdo foi calculada a
partir das medidas diretas de tenséo sendo que os sinais registrados pelo transdutor
foram amplificados e digitalizados por meio de um sistema de aquisicdo e analise de
dados analdgico-digital (MP100 - AcgKnowledge Ill, Biopac System Inc., EUA).Um
transdutor de pressdo também foi acoplado ao sistema para analise da pressdo de
perfusdo. O tempo de estabilizacdo da preparagédo foi de 30 min seguidos de 30 min de
registro.

4.8- Analise de parametros hemodinamicos in vivo

Para a andlise de pardmetros hemodinamicos, pressdo arterial média (PAM) e
FC, foi realizada a técnica de pletismografia de cauda utilizando para isso, 0
pletismégrafo RTBP 2000 Kent-Scientific (Litchfield Ct 06759, EUA). Durante o0s
experimentos, os camundongos foram acondicionados em um tubo cilindrico de acrilico
onde eram aquecidos e ventilados. A cauda dos animais foi encaixada a um manguito de
borracha que foi adaptado a regido proximal e ligado ao esfigmomanémetro para inflar
e desinsuflar automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente 50 s. Proximo
ao manguito foi acoplado um transdutor de pulso que captava os sinais de PAM e FC a

serem enviados e registrados em um computador.

4.9- Analises estatisticas

Os dados contidos nesse trabalho foram expressos como média + erro padrao da
média (E.P.M). Para anlise estatistica dos dados foi utilizado o teste one-way ANOVA
ou two-way ANOVA seguidos pelo pds-teste de Newman-keuls para comparagdo entre
pares, nas situacdes aplicaveis. Foi aceito como diferenca estatisticamente significativa
qualquer comparagdo que resultou num valor de p < 0,05. Foram usados o0s softwares
ImageJ para analise das imagens, Clampfit para a analise eletrofisioldgica, Graph Pad

Prism 5.0 para confec¢édo dos graficos e para os ajustes das curvas.
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5- RESULTADOS

5.1- Papel de ROS e NO na contratilidade dos cardiomidcitos durante a fase
aguda da Doenca de Chagas

A Doenga de Chagas tem como um de seus principais sintomas a insuficiéncia
cardiaca, principalmente nos estdgios mais avancados da doenga, a qual estd
intimamente relacionada com as propriedades mecanicas do coracdo e
consequentemente dos cardiomidcitos. Ao analisar a contratilidade celular (Figura 9),
constatamos uma reducao na fracdo de encurtamento (Figura 9B) das células WT_15dpi
(6,7 £ 0,45 %) e das células isoladas de camundongos PHOXKO_15dpi (6,5 + 0,6 %)
em relacdo aos controles WT (9,2 + 0,4 %) e PHOXKO (9,7 + 0,5 %). Além disso, a
incubacdo prévia das células por 30 min com o L-NAME ndo restaurou a fracdo de
encurtamento no grupo PHOXKO_ LNAME_15dpi (96,3 + 0,5 %), ainda que tenha
restituido a média desse parametro no grupo WT_15dpi (9,1 = 0,6 %) e ndo tenha
alterado a média nos grupos WT_LNAME (8,1 £ 0,4 %) e PHOXKO_LNAME (8,6 +
0,4 %) em relacdo aos seus respectivos controles.

Quando consideramos o tempo para atingir o pico da contracdo (Figura 9C), ndo
foi possivel observar nenhuma diferenca entre os grupos analisados, WT (99,9 + 3,5
ms), WT_LNAME (89,3 + 2,8 ms), WT_15dpi (96,6 + 3,7 ms), WT_LNAME_15dpi
(88,0 + 2,6 ms), PHOXKO (91,3 + 2,2 ms), PHOXKO_LNAME (83,4 + 2,0 ms)
PHOXKO_15dpi (94,2 + 2,9 ms) PHOXKO_LNAME_15dpi (87,9 £ 2,0 ms). Apesar
disso, os animais WT_15dpi e PHOXKO_15dpi apresentaram aumento na taxa maxima
de relaxamento celular (141,2 £ 13,1 m/s e 145,7 + 17,7 m/s, respectivamente) em
relacdo aos outros grupos, que nao apresentaram diferenca significativa entre si WT
(204,7 £ 11,9 m/s), WT_LNAME (194,0 + 11,4 m/s), WT_LNAME_15dpi (223,4 +
23,8 m/s), PHOXKO (222,5 + 166,0 m/s), PHOXKO_LNAME (192,3 + 10,1 m/s)
PHOXKO_LNAME_15dpi (172,1 + 194 m/s) (Figura 9D).

Além da analise da taxa maxima para o relaxamento, também foi analisado o
tempo necessario para que se proceda 90% desse processo (Figura 9F). Foi possivel
observar que os camundongos PHOXKO apresentam menor tempo para o relaxamento
em relacdo aos animais WT (89,2 £ 3,1 ms e 104,7 + 4,5 ms, respectivamente). Essa
reducdo foi inibida pela infeccdo com T. cruzi, e esse parametro ficou ainda mais
prolongado apos a incubacédo das células com o L-NAME (PHOXKO_15dpi: 94,9 + 4,2
ms; PHOXKO_LNAME_15dpi: 115,7 £ 4,9 ms). Os demais grupos ndo diferiram
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significativamente entre si e entre os valores respectivos aos grupos PHOXKO _15dpi e
PHOXKO_LNAME_15dpi (WT_LNAME: 102,7 + 3,0 ms; WT_15dpi: 108,7 + 4,2 ms;
WT_LNAME_15dpi: 94,8 + 4,3 ms PHOXKO_LNAME: 99,6 + 3,0 ms).

Finalmente, foi observado aumento no desenvolvimento de contracdes arritmicas
nos animais PHOXKO _15dpi em relacdo aos outros grupos experimentais, que nao
diferem entre si significativamente, WT: 1,4 £ 0,4; WT_LNAME: 2,6 = 0,7 PHOXKO:
1,5 £ 0,4; PHOXKO_LNAME: 2,8 + 0,7; WT_15dpi: 1,4 £ 0,5; WT_LNAME_15dpi:
1,2+0,3; PHOXKO_LNAME_15dpi: 1,4 £0,5.
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Figura 9: Papel de ROS e NO nas propriedades contrateis dos cardiomidcitos do

ventriculo esquerdo durante a fase aguda da Doenca de Chagas. (A) tracados

representativos de uma sequéncia de 4 eventos de contracdo celular em animais ndo

infectados (a esquerda, no caso de uma célula de um camundongo WT), e uma

tipica observada em animais infectados (a direta, célula de animal

sequéncia
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PHOXKO_15dpi) evidenciando a reducéo na fragdo de encurtamento observado nesses
grupos. As setas vermelhas demonstram a ocorréncia de eventos de contragoes
arritmicas, independentes da estimulagdo de campo, comumente observadas nos animais
PHOXKO_15dpi. Abaixo, observa-se o grafico da média da fracdo de encurtamento
(B), tempo para o pico da contracdo (C), taxa maxima de relaxamento (D), eventos de
arritmia celular/minuto de registro (E), e tempo para 90% do relaxamento da célula (F)
para os diversos grupos estudados (WT, n=49); (WT_LNAME, n=43); (WT_15dpi,
n=32); (WT_LNAME_15dpi, n=24) (PHOXKO, n=45); (PHOXKO_LNAME, n=40);
(PHOXKO_15dpi, n=29); (PHOXKO_LNAME_15dpi, n=25). As barras com fundo
branco representam células na auséncia de L-NAME e barras com fundo cinza, ap6s a
incubacéo prévia das células por 30 min com L-NAME (10 uM). * comparagdo entre 0s
grupos em relacdo ao WT; # comparacdo entre grupos em relacdo ao PHOXKO; $
comparacdo entre WT_15dpi e PHOXKO _15dpi; & comparacdo entre PHOXKO _15dpi
e PHOXKO_LNAME_15dpi. p<0,05, One-way ANOVA.

5.2- Papel de ROS e NO nas propriedades do PA dos cardiomidcitos
durante a fase aguda da Doenca de Chagas

Diversos estudos demonstram a capacidade de ambos, ROS e NO, em modular
as propriedades de diversos canais i6nicos e proteinas transportadoras, componentes
importantes na manutencao da excitabilidade celular dos cardiomiécitos. Ao analisar o
PA em células isoladas utilizando na solucdo interna da pipeta o quelante de calcio
EGTA (ver métodos), observamos que os cardiomiocitos provenientes de animais
WT _15dpi (26,3 = 1,4 ms, n=42 a 90% da repolarizacdo) possuem a fase de
repolarizacdo (APR, do inglés, Action Potential Repolarization) mais prolongada
guando comparados aos animais WT (21,2 + 1,4 ms, n=34 a 90% da repolarizacao).
Esse fendbmeno ndo foi observado nos cardiomidcitos provenientes de animais
PHOXKO_15dpi, os quais ndo apresentaram prolongamento do PA quando comparados
aos animais WT ou PHOXKO (20,1 £1,3ms, n=36vs. 21,2+ 1,4 ms,n=34¢ 19,7 £0,7

ms, n=51, respectivamente, a 90% da repolarizacao) (figura 10).
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Figura 10: Papel de ROS e NO nas propriedades do PA em cardiomidcitos do
ventriculo esquerdo durante a fase aguda da Doenca de Chagas. (A) Plot do tempo
para que ocorra 90% da repolarizagdo do potencial nos diferentes grupos. (B) Registros
representativos do PA nas células dos diferentes grupos, controle (WT), controle 15 dias
apos infeccdo com T.cruzi cepa Y (WT_15dpi), camundongos NOX2-/- (PHOXKO), e
camundongos NOX2-/- 15 dias apés a infeccdo (PHOXKO _15dpi), evidenciando as
diferencas na morfologia do PA ventricular nos diferentes grupos. * comparacao entre
0s grupos em relacdo ao WT. p<0,05, One-way ANOVA.

Entretanto, a figura 11 mostra o perfil do PA dos cardiomiécitos quando os
experimentos foram realizados na auséncia de EGTA: Apesar de uma leve tendéncia,
ndo foi possivel observar um prolongamento da fase de repolarizacdo do PA de
cardiomidcitos advindos de animais WT_15dpi (205,7 = 27,3 ms, n=11 a 90% da
repolarizacdo) quando comparados aos WT ou PHOX (169,8 + 32,8 ms, n=21 e 118,6 +
25,7 ms, n=13 respectivamente, a 90% da repolarizac¢ao), os quais nao diferem entre si
com relacdo a esse parametro. Por outro lado, os animais PHOXKO_15dpi
apresentaram PA muito prolongado quando comparado aos outros grupos (329,8 + 37,3
ms, n=19). Além disso, esse prolongamento observado da repolarizacdo do PA néo foi
alterado ap0s a incubacédo das células por 30 min com o inibidor inespecifico das oxido
nitrico sintases, N®-nitro-L-arginine methyl Ester (L-NAME), em relagdo aos
respectivos grupos equivalentes na auséncia desse composto (107,3 £ 35,6, n=7; 199,4 +
25,8, n=14; 79,5 + 21,3, n=9; 260,9 + 40,0, n=15, respectivamente, para 0S grupos
WT_LNAME; WT_15dpi_LNAME; PHOXKO_LNAME; PHOXKO15dpi_NAME).
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Figura 11: Papel de ROS, NO e manejo intracelular de calcio nas propriedades do
PA em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo durante a fase aguda da Doenca de
Chagas. (A) Registros representativos do PA para células dos diferentes grupos,
controle (WT), controle 15 dias ap6s infeccdo com T.cruzi cepa Y (WT_15dpi),
camundongos NOX2-/- (PHOXKO), e camundongos NOX2-/- 15 dias ap0s a infeccao
(PHOXKO_15dpi), evidenciando as diferencas na morfologia do PA ventricular nos
diferentes grupos. Os tracados em preto representam PAs na auséncia de L-NAME, e 0s
tracados em cinza, PAs apds a incubacdo prévia das células por 30 min com L-NAME
(10 uM). (B) Plot do tempo para que ocorra 90% da repolarizacdo do potencial de acdo
nos diferentes grupos. * comparacéo entre 0s grupos em relacdo ao WT. # comparagéo
entre grupos em relagédo ao PHOXKO. p<0,05, One-way ANOVA.

Um fator importante na geracdo e propagacdo de arritmias cardiacas € a
flutuacdo da duracdo do PA em torno de sua média, denominado alternéncia do PA

(Bers, 2005). Dessa forma, resolvemos investigar o desvio padrdo da média do tempo
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necessario para que ocorra 90% da repolarizacdo, em uma sequéncia de 30 PAs
estaveis, medidos no protocolo sem a presenca de EGTA (rever métodos para mais
detalhes). A figura 12 mostra que a média do desvio padrdo para os PAs provenientes
de animais PHOXKO_15dpi (89,1 + 22.4 ms, n=19) é significativamente aumentada
quando comparada aos animais WT (9,8 + 2,6 ms, n=21), PHOXKO (9,8 £ 3.6 ms,
n=13), e até mesmo WT_15dpi(30,0 £ 10,2 ms, n= 12), 0s quais ndo apresentam
diferenca significativa entre si, apesar de haver uma tendéncia ao aumento do desvio
associado aos animais WT_15dpi em relacdo aos WT. Esse aumento na variacdo da
duracdo do PA nos cardiomiocitos dos animais PHOXKO_15dpi foi revertido pela
administragdo do L-NAME (20,5 + 3,3 ms, n=13), ainda que a alternancia do PA néo
tenha sido afetada pela incubacgdo prévia desse farmaco nos outros grupos experimentais
em relacdo aos respectivos grupos equivalentes na auséncia do L-NAME: 14,2 + 5,9,
n=7; 24,2 + 5,48, n=15; 5,9 + 1,9, n=9; respectivamente, para os grupos WT_LNAME;
WT_15dpi_LNAME; PHOXKO_LNAME).
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Figura 12: Papel de ROS e NO na alternancia da duracdo do PA em
cardiomiocitos do ventriculo esquerdo durante a fase aguda da Doenga de Chagas.
(A) Registros representativos de uma sequéncia de 10 PAs em animais néo infectados
(painel superior a esquerda, no caso de uma célula de um camundongo WT), e uma
sequéncia tipica observada em animais infectados (painel superior a direta, célula de
animal PHOXKO_15dpi) evidenciando o aumento na alternancia da duragdo do PA
observado nesse grupo. As setas vermelhas demonstram a ocorréncia de eventos de pds-
despolarizacdo, comumente observadas nesse grupo. (B) Plot do desvio padrdo médio
obtido pelos desvios de uma sequéncia de 30 PAs associados a cada célula analisada
nos diferentes grupos. As barras com fundo branco representam células na auséncia de
L-NAME e barras com fundo cinza, apds a incubacdo prévia das células por 30 min
com L-NAME (10 pM). * comparagdo entre os grupos em relagdo ao WT; #
comparagdo entre grupos em relacdo ao PHOXKO; $ comparacdo entre WT_15dpi e
PHOXKO_15dpi; & comparacgdo entre PHOXKO_15dpi e PHOXKO_LNAME_15dpi.
p<0,05, One-way ANOVA.
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Além da fase de repolarizacédo, outras variaveis do PA foram investigadas. Os
pardmetros encontrados para essas variaveis estdo organizados na Tabela 1. A amplitude
do PA, assim como a maxima taxa de repolarizacdo, o potencial repouso, a média de
tempo para 50% da repolarizacdo e o respectivo desvio padrdo médio da sequéncia dos
PAs analisados ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos. Apesar disso,
um leve aumento na maxima taxa de despolarizacdo foi observado nos animais
WT _15dpi, seguido por uma leve reducdo na méxima taxa de repolarizagdo desse

grupo, ainda que esse valor ndo seja significativo.

Tabela 1: Variaveis do potencial de acdo nos diferentes grupos experimentais

WT WT_LNAME WT_15dpi WT_LNAME_15dpi PHOXKO PHOXKO_LNAME PHOXKO_15dpi PHOXKO_LNAME_15dpi
Variaveis média E.P.M. n média E.P.M. n | média E.P.M.n | média E.P.M. n | média E.P.M. n | média E.P.M. n | média EP.M. n média E.P.M. n
APR50% 131 1,5 17 8,7 M 7 16,0 2,5 12 157 24 15 11,5 23 13 8,8 2,6 9 17,3 31 19 169 26 15
c_A[:RSS}O% 0,2 0,05 17 0,3 01 7 04 0,07 12 0,4 0,1 15 0,3 0,08 13 0,2 0,09 9 0,7 0,3 19 0,7 0,2 15

(ms)
PA_Amplitude 1128 16 17 1134 23 7 1210 1,1 12 108,7 9,0 15 | 121,7 07 13| 1143 31 9 (1171 1,6 19 1148 28 15
(ms)

Em -65,01 0,4 17 -65,5 0,9 7 -65,5 06 12 | -634 23 15| -855 07 13| -651 04 9 |-661 0,1 19 -651 04 15
v)
Max. dv/dt 1244 150 17 193,3 274 7 221,7*10,5 12 | 1922 14,7 15 | 1753 26,2 13 | 2161 20,9 9 | 1856 13,6 19 200,5 14,2 15
despol. (V/ms)
Max. dv/dt -16,4 1,5 17 -16,8 23 7 -13,6 1,7 12 | -133 1,7 15 | -158 24 13| -23,65 45 9 | -143 32 19 -13,2 1,5 15

repol. (V/ms)

Resultados expressos como media = E.P.M.; * diferenca significativa em relacdo ao WT (* p<0,05, one-way
ANOVA). Em: potencial de repouso, Max. dV/dt despol: maxima taxa de despolarizacdo; Max dV/dt
repol.:maxima taxa de despolarizacdo; o APR50%: desvio padrdo médio do tempo para 50% da repolarizagédo
do PA.

5.3- Papel de ROS e NO na modulacdo das correntes de potassio dos
cardiomidcitos durante a fase aguda da Doenca de Chagas

O aumento na fase de repolarizacdo do PA observado sugere a modulacdo da
atividade de diversos canais i6nicos que influenciam, de alguma maneira, nesse
processo. Dessa forma, resolvemos investigar as correntes de potassio nos
cardiomidcitos isolados, as quais constituem o principal mecanismo responsavel pela
fase de repolarizacdo do PA cardiaco. Esses experimentos, juntamente com as medidas
das correntes de calcio e do PA utilizando protocolo com EGTA, foram feitos em
conjunto e ja estdo publicados em outro trabalho (Roman-Campos et al, 2011). Os
cardiomiécitos provenientes de animais WT_15dpi (23,7 = 1,5 pA/pF, n=23)
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apresentam a densidade das correntes de potassio de saida reduzida, por exemplo,
quando as células foram estimuladas por pulsos a +70 mV, quando comparada a
densidade das corrente de potassio dos cardiomidcitos isolados dos animais WT (33,4 +
3,6 pA/pF, n=23) e PHOX (37,7 + 3,8 pA/pF, n=14), os quais nao diferem entre si. Em
contrapartida, essa reducdo ndo foi observada no grupo PHOXKO 15dpi (34,9 + 2,7
pA/pF, n=16), que apresenta densidade das correntes de potassio semelhantes aos
grupos WT e PHOX. A densidade de corrente foi avaliada considerando o pico da
corrente normalizado pela capacitancia da célula. Apesar da reducdo da densidade de
corrente observada nos animais WT_15dpi, em nenhum grupo foi observado alteracédo
na dependéncia de voltagem para a ativacdo desses canais, medida pela comparacéo do
V1/2, voltagem necessaria para se atingir metade da densidade maxima da corrente
(169+22mV; 176 £+ 1,1 mV; 17,9 + 1,3 mV; 17,9 £ 1,5 mV, respectivamente, para
células dos grupos WT, WT_15dpi, PHOXKO e PHOXKO_15dpi).
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Figura 13: Papel de ROS e NO na modulacédo da corrente transiente rapida de

Densidade de Corrente {pA/pF)

saida de potéssio (I1to) em cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo durante a
fase aguda da Doenca de Chagas. (A) Grafico que apresenta a relacdo corrente-
voltagem obtida pela normalizagdo do pico da corrente registrado pela capacitancia
celular, em funcdo dos diversos potenciais testados. Os circulos representam média +
E.P.M. (B) Registros representativos de correntes medidas em cada potencial testado,
para células dos diferentes grupos, controle (WT), controle 15 dia apés infeccdo com T.
cruzi cepa Y (WT_15dpi), camundongos NOX2-/- (PHOXKO), e camundongos NOX2-
/- 15 dias apos a infeccdo (PHOXKO _15dpi), evidenciando as diferengas na média da
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densidade das correntes apresentadas em (A). * comparacao entre WT e WT_15 dpi; $
comparacédo entre WT_15 dpi e PHOXKO_15dpi. p<0,05, two-way ANOVA.

Outro componente importante envolvido principalmente nas fases finais da
repolarizacdo do PA é a corrente de potassio retificadora de entrada, Ik (Nerbonne &
Kass, 2005). De forma surpreendente, como mostrado na figura 14, os animais
PHOXKO15_dpi apresentaram aumento na densidade de Ix; quando comparados aos
outros grupos experimentais, os quais ndo diferiram entre si (-17,2 £ 1,1 pA/pF n=18; -
175 + 1,1 pA/lpF n=18; -16,4 £ 0,9 pA/pF n=20; e -25,4 + 2,2 pA/pF n=16,
respectivamente, a -130 mV, para células dos animais WT, WT_15dpi, PHOXKO e
PHOXKO_15dpi).
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Figural4d: Papel de ROS e NO na modulacéo da corrente de potéassio retificadora
de entrada (Ix;) em cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo durante a fase
aguda da Doenca de Chagas. (A) Grafico que apresenta uma relacdo corrente-
voltagem obtida pela normalizacdo do pico da corrente registrado pela capacitancia
celular, em funcdo dos diversos potenciais testados. Os circulos representam média +
E.P.M. (B) Registros representativos de correntes medidas em cada potencial testado,
para células dos diferentes grupos, controle (WT), controle 15 dias ap6s infecgdo com T.
cruzi cepa Y (WT_15dpi), camundongos NOX2-/- (PHOXKO), e camundongos NOX2-
/- 15 dias apos a infeccdo (PHOXKO _15dpi), evidenciando as diferencas na média da
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densidade das correntes apresentadas em (A). * comparacao entre WT e WT_15 dpi; $
comparacédo entre WT_15 dpi e PHOXKO_15dpi. p<0,05, two-way ANOVA.

5.4- Envolvimento de ROS e NO na modulacgéao das correntes de calcio tipo-
L dos cardiomidcitos durante a fase aguda da Doenca de Chagas

Um outro componente importante envolvido no processo de repolarizagdo do PA
e também no ECC € a corrente de célcio tipo-L. A figura 15A, apresenta uma curva da
densidade da corrente em funcdo da voltagem aplicada para ativacdo de lc,. . Podemos
observar que quando submetidas a um pulso despolarizante de + 10mV, as células
advindas dos animais WT_15dpi (-4,9 + 0,2 pA/pF, n=25) apresentam reducdo da
densidade de lc,. quando comparado aos grupos WT (-8,4 + 0,3 pA/pF, n=25) e
PHOXKO (-7,1 + 0,4 pA/pF, n=26), os quais ndo diferem significativamente entre si.
Por outro lado, os animais PHOXKO_15dpi ndo apresentam nenhuma atenuacgédo da Ica-
L. (-7,3 £ 0,4 pA/pF, n=19) quando comparado aos grupos WT ou PHOXKO. Além
disso, a dependéncia de voltagem para a ativacdo dos canais, medida através da
comparacdo do V1/2 ndo foi alterada entre os grupos (-9,2 £ 0,5 mV, -9,5 £ 0,9 mV, -
9,4 + 0,6 mV, -9,6 £ 0,5 mV para células dos animais WT, WT_15dpi, PHOXKO e
PHOXKO_15dpi).
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Figura 15: Papel de ROS e NO na modulacdo da corrente de célcio tipo-L em
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo durante a fase aguda da Doenca de
Chagas. (A) Grafico que apresenta uma relacdo corrente-voltagem obtida pela

normalizacdo do pico da corrente registrado pela capacitancia celular, em fungdo dos
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diversos potenciais testados. Os circulos representam média = E.P.M. As curvas foram
ajustadas utilizando a equacdo 1(métodos). (B) Registros representativos de correntes
medidas em cada potencial testado, para células dos diferentes grupos, controle (WT),
controle 15 dias apo6s infecgdo com T. cruzi cepa Y (WT_15dpi), camundongos NOX2-
/- (PHOXKO), e camundongos NOX2-/- 15 dias apés a infeccdo (PHOXKO _15dpi),
evidenciando as diferengas na média da densidade das correntes apresentadas em (A). *
comparagdo entre WT e WT_15 dpi; # comparagdo entre WT e PHOXKO; $
comparacao entre WT_15 dpi e PHOXKO_15dpi. p<0,05, two-way ANOVA.

5.5- Envolvimento de ROS e NO no manejo intracelular de calcio dos
cardiomidcitos durante a fase aguda da Doenca de Chagas

O manejo intracelular de calcio é de extrema importancia para 0 bom
funcionamento da funcdo contratil do coracdo, uma vez que esse ion participa do
acoplamento entre a excitacdo celular e sua contracdo (ECC). Dessa forma,
considerando as alteracdes observadas na contratilidade dos cardiomidcitos, agregada ao
aumento de eventos pré-arritmicos observados na contracdo e no PA ventricular nos
cardiomidcitos infectados e as alteracbes observadas nas correntes de célcio, nds
decidimos investigar a influéncia de ROS e NO no manejo intracelular de célcio durante
a Doenca de Chagas.

A figura 16B apresenta a média dos transientes citoplasmaticos de célcio obtidos
para cada grupo experimental. E possivel perceber uma pequena reducio, porém néo
significativa, do transiente de calcio dos cardiomidcitos isolados de animais WT_15dpi
(2,2 £ 0,1, n=15) em relagdo aos WT (2,7 £ 0,1, n=19) e PHOX (2,5 + 0,1, n=22), 0s
quais ndo possuem diferenca significativa entre si. Por outro lado, os animais PHOXKO
(1,8 £ 0,1, n=18) apresentaram profunda reducdo no transiente citoplasmatico de célcio
quando comparado aos outros grupos. Além disso, nessa mesma figura é possivel
observar que a incubacdo prévia das células com L-NAME n&o foi capaz de restaurar a
amplitude do transiente nos animais PHOXKO_LNAME_15dpi (1,95 = 0,1, n=12),
tampouco provocou alteragdes significativas nos transiente dos outros grupos (2,6 + 0,1,
n=16; 2,1 + 0,2, n=3; 2,5 + 0,1, n=16, respectivamente, para células dos grupos
WT_LNAME, WT_LNAME_15dpi, PHOXKO_LNAME).

Um outro aspecto importante do manejo de calcio nos cardiomiocitos € o
processo de extincdo do evento transiente de aumento de célcio citoplasmatico,

necessario para que se proceda o relaxamento celular (figura 16C). Um dos
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componentes principais nesse processo é a atividade da SERCA, que pode ser
indiretamente medida com base no processo de decaimento da florescéncia associada ao
transiente de célcio. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa entre os
grupos experimentais na constante exponencial do decaimento do transiente, na
presenca ou na auséncia de L-NAME, como apresentado na figura 16C (224,7 £ 9,5,
n=19; 160,6 £ 7,7, n=16; 214,2 + 8,9, n=14; 187,8 + 22,2, n=3; 309,7 * 22,2, n=21;
302,6 £ 23,9, n=16; 237,5 £ 28,8, n=15; 333,1 + 13,4, n=9, respectivamente, para
células dos grupos WT, WT_LNAME, WT_15dpi, WT_LNAME_15dpi, PHOXKO,
PHOXKO_LNAME, PHOXKO_LNAME_15dpi).
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Figura 16: Papel de ROS e NO no manejo intracelular de calcio em cardiomidcitos
do ventriculo esquerdo durante a fase aguda da Doenca de Chagas. (A) Registros
representativos de uma sequéncia de 10 eventos de transiente de calcio em animais ndo
infectados (painel superior, no caso de uma célula de um camundongo WT), e uma
sequéncia tipica observada em animais infectados (painel inferior, célula de animal
PHOXKO _15dpi) evidenciando a reducdo da amplitude do transiente de calcio

observada nesse grupo. (B) Grafico que sumariza as médias da amplitude do transiente

Bl PHOXKO_LNAME_15dpi
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observadas nos diferentes grupos experimentais. (C) Plot da média da constante de
decaimento do transiente para os diferentes grupos experimentais. As barras com fundo
branco representam células na auséncia de L-NAME e barras com fundo cinza, ap6s a
incubacdo prévia das células por 30 min com L-NAME (10 uM). *comparacao entre 0s
grupos em relacdo ao WT; # comparagdo entre grupos em relacdo ao PHOXKO.
p<0,05, One-way ANOVA.

5.6- Papel de ROS e NO na modulacdo das dos parametros da funcao
cardiaca durante a fase aguda da Doenca de Chagas

De posse dos resultados que evidenciam alteragdes mecéanicas e elétricas a nivel
celular nos cardiomidcitos infectados, decidimos avaliar como a producdo e o balango
de ROS e NO interferem na funcgéo cardiaca e parametros hemodindmicos in vivo e ex
vivo. Utilizando a técnica de pletismografia de cauda foram avaliados parametros
hemodinamicos, PAM e FC. Como resultado, observou-se uma reducdo na pressao
arterial média dos camundongos PHOXKO_15dpi (82,4 + 4,3 mmHg, n=5) em relacéo
aos controles, WT (123,1 + 6,1 mmHg, n=5) e PHOXKO (131,4 £ 17,0 mmHg, n=5), e
em relacdo aos WT _15dpi (111,9 + 51 mmHg, n=5), os quais nao diferem
significativamente entre si (figura 17A). J& em relacdo a FC (Figura 17B), os
camundongos WT_15dpi apresentaram FC elevada (696,6 + 8,0 bpm, n=5) quando
comparada aos outros grupos WT: 582,1 + 51,5 bpm, n=5; PHOXKO: 481,9 + 37.0
bpm, n=5; PHOXKO 15dpi: 554,8 + 13,0 bpm, n=5, os quais nao diferem

significativamente entre si.
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Figura 17: Envolvimento ROS e NO com parametros hemodinamicos durante a
fase aguda da Doenca de Chagas. (A) PAM observada nos diferentes grupos
experimentais. (B) FC em animais acordados obtida pela plestimografia de cauda, para
os diferentes grupos experimentais. * comparacao entre os grupos em relacdo ao WT; #
comparagao entre grupos em relacdo ao PHOXKO; $ comparacdo entre WT_15dpi e
PHOXKO_15dpi. p<0,05, One-way ANOVA.

Durante o desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica, um dos principais
sinais clinicos observados, principalmente em estagios mais avancados da fase cronica,
é a insuficiéncia cardiaca. Dessa forma, avaliamos a fun¢&o cardiaca no 6rgdo como um
todo, utilizando a técnica de coragdo isolado montado em um sistema de Langendorff de
fluxo constante. Considerando a tensao sistolica ndo foi encontrada nenhuma diferenca
significativa entre os grupos experimentais, WT: 0,9 + 0,03 g, n=7; PHOXKO: 0,9 *
0,08 g n=4; WT_15dpi: 1,1 £ 0,1 g n=4 e PHOXKO_15dpi: 0,9 = 0,1 g n=5 (figura
18A). Por outro lado, a tenséo diastélica nos animais PHOXKO _15dpi e WT_15dpi foi
significantemente menor em relagédo aos controles (WT: 0,5 + 0,01 g, n=7; WT_15dpi:
0,41 £ 0,01 g n=4 PHOXKO: 0,51 + 0,01 g, n=4; e PHOXKO_15dpi: 0,43 + 0,01 g n=5
(figura 18B), ainda que néo diferiram significativamente entre si.

Em relacdo & FC intrinseca do coragdo, foi observado um incremento do
parametro associado a essa varidvel nos coracBes analisados de animais
PHOXKO _15dpi (395,4 + 30,9 bpm, n=5) quando comparado aos controles WT (159,4
+ 33,6 bpm, n=7) e PHOXKO (255,5 + 11,1 bpm, n=4) e também em relacdo ao grupo
WT_15dpi (281,9 + 33,2 bpm, n=4). Apesar disso, os animais WT_15dpi apresentaram
FC intrinseca aumentada em relacdo aos controles, WT e PHOXKO, que ndo diferem
entre si.

Finalmente, a pressdo de perfusdo do coragédo (figura 18D) foi estatisticamente
maior nos animais PHOXKO_15dpi (47,5 + 5,9 mmHg, n=5) e PHOXKO (56,6 + 4,6
mmHg, n=4) quando comparadas aos animais WT (26,7 £ 5,1 mmHg, n=7), ndo sendo
estatisticamente diferentes dos animais WT_15dpi (36,7 + 3,4 mmHg, n=4). E possivel
observar uma pequena reducdo desse parametro em fungdo da infeccdo nos animais
PHOXKO _15dpi em relagdo ao controle, ainda que essa reducdo ndo tenha sido
representativa para o nivel de significancia adotado.
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Figura 18: Relacdo da producdo de ROS e NO na fun¢do cardiaca de
camundongos durante a fase aguda da Doenca de Chagas. Plot da média da Tensdo
sistdlica (A), tensdo diastolica (B), Frequéncia cardiaca intrinseca do coracdo (C) e
pressdo de perfusdo coronariano (D), obtidos pela técnica de coracdo isolado, para os
diferentes grupos experimentais * comparacdo entre 0s grupos em relacdo ao WT; #
comparagdo entre grupos em relacdo ao PHOXKO; $ comparacdo entre WT_15dpi e
PHOXKO_15dpi. p<0,05, One-way ANOVA.

5.7- Envolvimento de ROS e NO na geragdo e propagacdo de arritmias
cardiacas durante a fase aguda da Doenca de Chagas

Um dos sinais clinicos mais importantes durante o desenvolvimento da Doenca
de Chagas sdo as arritmias cardiacas. Os resultados referentes as arritmias mostraram
que ha um aumento significativo dos eventos arritmicos nos animais PHOXKO _15dpi
em relagdo aos demais grupos experimentais WT, PHOXKO e WT_15dpi. Além disso,

houve um aumento significativo entre WT_15dpi e os controles WT e PHOXKO (figura
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19B): WT: 3,0 £ 2,3, n=8; PHOXKO: 2,1 £ 0,7, n=7; PHOXKO_15dpi: 31,5+ 7,8, n=7
e WT_15dpi: 17,5 £ 3,6, n=8 nimeros de eventos arritmicos/10 min.
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Figural9: Papel de ROS e NO na geracdo de arritmias cardiacas durante a fase
aguda da Doenca de Chagas. (A) Registros representativos do ECG de animais nédo
infectados (painel superior, no caso de uma célula de um camundongo WT), e um ECG
tipico de animais infectados (painel inferior, célula de animal PHOXKO_15dpi)
evidenciando o final de uma taquicardia ventricular (seta vermelha), comumente
observadas nesse grupo. (B) Grafico que sumariza a quantidade de eventos arritmicos
por unidade de tempo, observados nos diferentes grupos experimentais. * comparagédo
entre os grupos em relacdo ao WT; # comparacao entre grupos em relacdo ao PHOXKO
$ comparacdo entre WT_15dpi e PHOXKO_15dpi. p<0,05, One-way ANOVA.
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6- DISCUSSAO

A Doenca de Chagas é uma patologia de extrema relevancia em regides
endémicas dos vetores da doenca. Atualmente, estima-se que esta zoonose acometa
aproximadamente 6-10 milhdes de pessoas no mundo (OMS factsheets, 2014; Strasen et
al, 2014), a maioria na América latina, onde constitui uma das principais causas
responsaveis pelos casos de insuficiéncia cardiaca (Bocchi et al, 2013; Strasen et al,
2014), e é considerada uma as patologias mais onerosas dentre as chamadas doencas
tropicais negligenciada (Nunes et al, 2013). A sintomatologia da doenca de Chagas é
tipicamente dividida em duas fases, aguda e crbnica. Em ambas as fases é possivel
observar um intenso processo inflamatério associado & infeccdo pelo T. cruzi.
Associado a esse processo inflamatdrio, por sua vez, observa-se a producdo acentuada
de ROS e NO, advindas de efeitos colaterais de reacfes bioldgicas alteradas pela
infeccdo, ou como estratégia de combate ao parasita. Essas moléculas reativas ja foram
extensivamente associadas a habilidade de modular direta ou indiretamente a atividade
de canais i6nicos, proteinas contrateis e proteinas envolvidas no manejo intracelular de
calcio (Wu et al, 2012; Nerbonne, 2011; Rozanski & Xu, 2002; Hare, 2003; Prosser et
al, 2011; Aggarwal & Makielski, 2013; dentre outros), podendo assim, constituir um
importante fator da disfuncdo do sistema cardiovascular, dependendo da extenséo de sua
producdo e os tipos de moléculas envolvidas.

Diversos estudos demonstraram alteracBes nas propriedades elétricas dos
cardiomidcitos associadas a Doenca de Chagas. Em nosso modelo observamos que a
infeccdo aguda com T. cruzi da cepa Y foi capaz de promover aumento na duragdo do
PA cardiaco quando comparado ao PA proveniente de animais controle. De fato, outros
trabalhos mostraram esse mesmo perfil de prolongamento do PA utilizando diferentes
cepas de parasitas e em diferentes fases da doengca (Roman campos et al, 2013; Roman
campos et al, 2013b). Dentre os dois grupos de camundongos infectados, esse
prolongamento do potencial foi significativo apenas em animais WT_15dpi, em
oposi¢do aos PAs obtidos das células de animais PHOXKO15_dpi, que tiveram a fase
de repolarizacdo semelhante aos controles (WT e PHOXKO). Esses resultados sugerem
que a producdo de espécies reativas pela via da NOX2 é de grande importancia no
remodelamento elétrico dos cardiomidcitos durante a infecgdo aguda por T. cruzi, de
modo que a inibic¢do dessa via de producdo de ROS previne o prolongamento do PA nos

animais infectados. E importante ressaltar que o modelo de camundongos gp91phox-\- é
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incapaz de produzir ROS atraves do complexo da NOX2, que é uma das fontes
principais dessas moléculas durante a infeccdo (Mandelker, 2008). Todavia, outras
fontes de ROS ainda podem estar presentes nesses animais, incluindo, por exemplo, a
atividade constitutiva da NOX4, o vazamento de elétrons da cadeia respiratoria na
mitocondria ou a atividade da xantina oxidase. Entretanto, como mencionado
anteriormente, a modulagéo de fungdes celulares aparentemente ndo depende apenas da
presenca de ROS, mas também de sua quantidade e qualidade, além do tempo de
exposicdo. Além disso, ainda devem-se considerar as fontes que promovem a extingédo
de ROS no citoplasma, como o0s sistemas enzimaticos antioxidantes, vitaminas,
carotenos, etc. (Aggarwal & Makielski, 2011). Dessa forma, ainda que esses animais
produzam uma pequena quantidade de ROS, de forma semelhante aos animais nao
infectados, essas moléculas ndo sdo capazes de desencadear um remodelamento elétrico
dos cardiomiécitos observado nos animais WT_15dpi.

Os resultados discutidos acima se referem & analise do PA cardiaco utilizando o
quelante de calcio EGTA. Essa manobra experimental possibilitou avaliar os efeitos de
ROS no PA durante a infeccdo por T. Cruzi de forma independente da liberacdo de
calcio do SR induzida pelo célcio que entra via lc,... A partir desses resultados, com o
objetivo de entender melhor as bases eletrofisioldgicas envolvidas no prolongamento da
fase de repolarizacdo do PA, resolveu-se analisar as correntes de potéssio e célcio nos
cardiomidcitos isolados, dois componentes intimamente relacionados a fase de
repolarizacéo.

De maneira coerente ao observado para o PA, os animais WT_15dpi
apresentaram uma reducdo no pico das correntes de potassio de saida quando
comparados aos animais WT ou PHOXKO. Essa reducdo das correntes de potassio é
um forte argumento que justifica o retardo observado na repolarizacdo, uma vez que a
abertura dos canais para potassio, nas condi¢Ges do gradiente eletroquimico imposto as
células durante o experimento, levaria a saida de cargas positivas do meio intracelular
para 0 extracelular, e com isso, guiando o processo da repolarizagdo. Ja 0s
camundongos PHOXKO_15dpi ndo apresentaram tal redugéo, sugerindo um papel
importante da oxidagdo desses canais por ROS. De fato, ja foi demonstrado uma
reducdo da I, em midcitos ventriculares de ratos em funcdo da oxidacdo de radicais
sulfidril, presentes na subunidade a e/ou subunidades acessorias do canal, em sua
porcao citoplasmatica (Rozanski & Xu, 2002), mostrando que a oxidacdo desse tipo de

canal é capaz de provocar reducdo da densidade da corrente. Além disso, outros
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trabalhos mostraram a capacidade de calmodulina cinase 11 (CAMKII), a qual é sensivel
ao balanco redox das células (Erickson et al, 2011), em modular I, (Nerbonne, 2011;
Niwa & Nerbonne, 2010; Patel & Campbell, 2005). E importante deixar claro que o
pico das correntes de potéssio € uma composicdo de diversos fenotipos de correntes
associados a entidades moleculares diferentes, mas no caso dos cardiomiocitos
ventriculares de camundongos, 0s componentes majoritarios do pico da corrente estdo
associados as correntes Iy, (Xu et al, 1999).

Apesar dessa reducdo observada na densidade das correntes de potassio de saida,
esse fendmeno ndo pode ser atribuido a mudancgas na dependéncia de voltagem para a
ativacdo desses canais, a qual permaneceu inalterada em todos os grupos. Um fato
interessante é que apenas nos animais PHOXHO_15dpi foi observado um aumento em
Ik, componente importante na nas fases finais da repolarizacdo e no controle do
potencial de repouso das células (Nerbonne & Kass, 2005). Apesar desse aumento em
Ik, ndo foi possivel observar diferenca no potencial de repouso nesses animais
PHOXKO_15dpi, tampouco encurtamento da fase de repolarizacéo.

Outro componente intimamente relacionado com a repolarizacdo dos
cardiomidcitos é a lca. A corrente de célcio é um empecilho a repolarizacdo, e um
aumento significativo dessa corrente pode promover um retardo nesse processo. Em
nossos experimentos observamos que os animais WT_15dpi apresentaram reducdo em
Ica-L quando comparados aos controles, WT e PHOXKO, os quais nao diferem entre si.
Dessa forma, esse componente ndo esta associado ao retardo na repolarizacdo observado
nesse grupo de animais. Essa reducdo nas correntes de célcio pode desempenhar um
papel importante para a reducdo da contratilidade celular observada nesses animais,
como serd discutido mais a frente, uma vez que o calcio proveniente desses canais €
responsavel por engatilhar a liberacdo dos estoques de célcio do SR, principal envolvido
na contracdo celular. Esse evento de liberacdo de calcio induzida pelo célcio é
dependente da concentracdo desse ion, que pode ser significativamente alterada pela
reducdo da corrente de célcio tipo-L, uma vez que esse sistema possui uma separagdo
espacial (espaco diadico) muito diminuta.

Os animais PHOXKO_15dpi nédo apresentaram reducdo de Ic,. quando
comparado aos grupos controles. De fato, diversos trabalhos mostram a capacidade de
ROS em reduzir Ic, nos cardiomidcitos (Lacampagne et al, 1995; Favero et al, 1995;
Gill et al, 1995). Dessa forma, podemos concluir que a inibi¢do da producéo de ROS via

NOX2 previne o remodelamento elétrico do PA cardiaco observado nos animais
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WT _15dpi, e assim, poderia prevenir a geracdo e propagacéo de arritmias cardiacas, por
manter a funcéo elétrica dos cardiomidcitos intacta. Entretanto como demonstrado por
(Santiago et al, 2012), os camundongos PHOXKO possuem altissima mortalidade
quando infectados por T. cruzi, ainda que a curva de parasitemia seja semelhante aos de
animais WT infectados. Essa mortalidade foi associada a superproducéo de NO, o qual,
ndo sendo tamponado pelo anion superoxido para geracdo de peroxinitrito (eficaz no
controle da parasitemia), atuava no sistema vascular, promovendo reducdo da
resisténcia vascular periférica, desencadeando a queda brusca da pressdo com
conseguinte colapso do sistema circulatorio (Santiago et al, 2012). Apesar dessa
sugestdo, o tratamento dos animais com o inibidor especifico de iINOS foi capaz de
reverter a queda na pressao arterial, mas néo reverteu a alta mortalidade observada nos
animais PHOXKO infectados. Dessa forma, outros fatores devem contribuir para esse
fendmeno. Um dos sinais clinicos tipicamente associados a doenca em humanos € a
morte subita, muitas vezes o primeiro e unico sinal identificado no paciente. Esse
fendmeno se manifesta por eventos de arritmias severas, incluindo taquicardias
ventriculares ou fibrilacdo ventricular (Fishman et al, 2010). Considerando essas
informacdes e a alta mortalidade dos animais PHOXKO15_dpi, nos hipotetizamos que a
causa provavel da mortalidade nesses animais era a geracao e propagacao de arritmias
severas. Essas arritmias em geral estdo também associadas ao remodelamento elétrico
dos cardiomidcitos.

Um componente importante que interfere na excitabilidade da célula cardiaca
(bem como na contratilidade) é a dindmica do calcio intracelular. Dessa forma voltemos
nossa atencdo para o PA cardiaco, dessa vez sem a utilizacdo de EGTA, e com isso,
possibilitando estudar a influéncia do manejo intracelular de calcio nas propriedades
elétricas dos cardiomiocitos. Utilizando esse delineamento experimental foi possivel
observar um prolongamento da fase de repolarizacdo do PA muito grande nos animais
PHOXKO_15dpi quando comparados aos controles, WT e PHOXKO. De maneira
contréria o grupo WT_15dpi ndo apresentou diferenca significativa nesse parametro
guando comparado aos controles, apesar de ser observado um ligeiro prolongamento, 0
qual provavelmente estd associado com a j& discutida reducéo das correntes de potassio
de saida. Uma possibilidade para o prolongamento observado principalmente nas fases
finais do PA quando da auséncia do quelante de calcio, é a sobreposicdo da
repolarizagdo do PA com os processos de drenagem do ion do citoplasma. Um

componente desse sistema é o trocador sodio célcio (NCX, do inglés, sodium calcium
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exchanger), que em seu funcionamento normal, faz o transporte de 3 ions sodio para o
interior do citoplasma concomitante ao transporte de 1 ion célcio para 0 meio
extracelular. Essa proteina transportadora funciona a todo o momento, mas sua
atividade é mais significativa apds a liberacdo dos estoques de célcio do SR, quando a
concentracdo desse ion aumenta muito no meio intracelular, favorecendo seu
funcionamento nesse sentido (Bers, 2005). Esse fendmeno é de extrema importancia na
manutencdo da quantidade de calcio estocada no SR, uma vez que contrabalanceia a
entrada de Ca®* pela corrente de célcio tipo-L, e com isso, regulando de forma precisa a
liberacdo de célcio e os eventos contrateis da célula em condicao fisiologica (Dibb et al,
2007). E importante observar que o transporte arquitetado pelo NCX é eletrogénico, e
quando funcionando nesse sentido, bombeando 1 ion calcio para 0 meio extracelular a
cada 3 ions sodio para o meio intracelular, gera uma corrente despolarizante,
determinando uma barreira a repolarizacdo e por esse motivo promovendo o
prolongamento do PA.

A partir dessas ideias, nds hipotetizamos que o prolongamento do PA observado
nos animais PHOXKO_15dpi esta relacionado a alteracdo no manejo citoplasmatico de
calcio, o que reflete alteracdo no funcionamento do NCX (e possivelmente outros
componentes envolvidos no PA). Dados corroborando essa hip6tese serdo discutidos
mais a frente, juntamente com a medida dos transientes de célcio pela microscopia
confocal.

Em relacdo aos animais WT_15dpi, ndo foi observado prolongamento
significativo do PA quando comparado aos controles WT e PHOXKO, utilizando o
protocolo sem EGTA, apesar de ser observado um ligeiro prolongamento, o qual
provavelmente esta associado a reducdo das correntes de potassio de saida. Nesses
experimentos, entretanto, a contribuicdo da reducdo das correntes de potdssio no
prolongamento do PA aparentemente encontra-se mascarada pela contribuicdo da
dindmica intracelular do célcio na excitabilidade da célula cardiaca. Esse dado é
intrigante, uma vez que alguns estudos, incluindo esse préprio, demonstram o
prolongamento do PA utilizando o protocolo com EGTA. Além disso, ja foi relatado
prolongamento da onda T no ECG em animais infectados, sugerindo atraso na
repolarizacdo ventricular (Roman-Campos et al, 2013). Entretanto, esse prolongamento
do PA ventricular, pelo menos na fase aguda da Doenga de Chagas utilizando a cepa Y,
ndo foi significativo comparado aos controles, quando se leva em consideracdo a

influéncia da dindmica de célcio na forma da onda do PA.
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Ainda em relacdo ao PA, ja foi descrito que a alternancia de sua duragdo é um
diagnostico precursor de arritmias severas, incluindo taquicardia e fibrilag&o ventricular
(Bers, 2005). Em nosso modelo podemos observar uma grande alternancia na duracao
do PA nos animais PHOXKO _15dpi, medido por meio da analise da média dos desvios
padrdo obtidos para uma sequéncia de 30 PAs analisados para cada célula. Quanto
maior o desvio associado a média desses 30 PAs, maior a alternéncia da duragdo. Essa
alternancia ndo foi observada nos animais WT, PHOXKO e WT_15dpi, nos quais uma
vez estabilizado o PA apds a didlise do meio intracelular pela solugédo de pipeta, (ver
métodos), sua duracdo flutuava muito pouco em relacdo a média. Esse resultado sugere
fortemente um maior potencial para a geracdo de arritmias severas nos animais
PHOXKO_15dpi, o que poderia explicar a alta mortalidade observada nesses animais.

E importante ressaltar que a alternancia na duracio do PA observada nos
animais PHOXKO _15dpi foi parcialmente revertida pela incubacdo prévia das células
com L-NAME. Esse fato sugere que o excesso de NO em relacdo as ROS é um fator
importante na determinagdo dessa alternéncia. Entretanto, mesmo reduzindo de forma
significativa a alternancia do PA em relacdo ao grupo PHOXKO_15dpi, esse fendmeno
ainda é significativamente maior quando comparado aos controles, sugerindo que outros
fatores que ndo a modulacdo direta pelo NO podem estar envolvidos, incluindo
alteracbes provocadas pelo préprio NO de efeito mais lento, como a ativacdo de vias
biossintéticas que levam a alteracdo da atividade dos componentes envolvidos na
dindmica de célcio.

Por fim, é importante ressaltar que outros parametros do PA como maxima taxa
de despolarizacdo, taxa maxima de repolarizacdo, potencial de repouso, tempo para se
atingir 50% da repolarizacdo e amplitude do PA sofreram altera¢cbes muito pontuais ou
ndo significativas estatisticamente pela infec¢do aguda por T. cruzi da cepa Y, tanto em
animais WT_15dpi quanto PHOXKO _15dpi. Um fato interessante foi a ligeira reducéo
na taxa maxima de repolarizagdo do PA nos cardiomidcitos obtidos de animais
WT_15dpi em relacdo aos controles, WT e PHOXKO. Ainda, que essa reducdo néo
tenha sido estatisticamente significativa para o nivel de significancia adotado, esse fato
estd possivelmente associado com a reducdo do pico das correntes de potéssio de saida
nessas células, uma vez que constituem o principal mecanismo envolvido nas fases
iniciais mais rapidas da repolarizacéo, como ja discutido acima.

Como mencionado anteriormente, a dindmica intracelular do célcio tem bastante

influéncia tanto nas propriedades elétricas quanto mecanicas da célula cardiaca,
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constituindo a base do acoplamento excitacdo/contracdo. Quando medimos o transiente
citoplasmatico de célcio, podemos constatar uma reducéo significativa desse transiente
nos animais PHOXKO_15dpi em relacdo aos controles, WT e PHOXKO, enquanto os
animais WT_15dpi apresentaram uma leve reducdo no transiente, porém néo
significativo em relacdo aos controles. Esses resultados a primeira vista, parecem
contraditérios aos observados nas correntes de célcio tipo-L, em que se foi observado
uma reducdo da densidade dessas correntes nos animais WT15_dpi, enquanto que nos
animais PHOXKO_15dpi ela permaneceu inalterada. O principal mecanismo envolvido
na ativacdo dos RyR ¢ a ativacdo desses canais para calcio contidos ha membrana, 0s
quais estdo localizados preferencialmente no sistema de tbulos T, assumindo uma co-
localizagdo com o complexo de membranas do SR (Bers, 2001). Essa associacdo entre
0s canais tipo-L e o SR permite uma liberacéo sincronizada do calcio, importante para a
manutencdo do processo de contracdo da célula (Kelly et al, 1996; Brutsaert, 2003;
Bers, 2001). De fato, outros trabalhos do nosso grupo ja demonstraram uma assincronia
da liberagdo de calcio ocasionada pela infeccdo por T. cruzi, 0 que poderia contribuir
para a reducdo observada na contratilidade celular (Roman-campos et al, 2013). A
ativacdo dos RyR com consequente geracdo do transiente de célcio sera tdo maior
quanto maior a concentracdo de célcio disponivel na regido da fenda diédica, a qual €
determinada pela integracdo da corrente de célcio tipo-L. Dessa forma, seria razoavel
admitir que uma maior densidade da corrente de calcio tipo-L estaria relacionada com
uma maior amplitude do transiente de célcio.

Outros fatores, entretanto, podem influenciar na dindmica intracelular de célcio,
e com isso altera-lo significativamente. Diversos estudos apontam como efeito da
presenca do NO o aumento na probabilidade de abertura dos RyRs. Esse aumento pode
ocorrer diretamente através de reacdo de nitrosilagdo em grupos nucleofilicos presentes
nesses canais idnicos (Massion & Balligand, 2003; Kojda et al, 1996) ou pela
fosforilacdo induzida pela producdo de cGMP e consequente ativacdo de PKG. No
coragdo normal, a quantidade de calcio que entra (principalmente via Ic, ) deve se
igualar a quantidade de célcio que é mandada para fora da célula (principalmente
através da atividade do NCX). Entretanto, se a probabilidade de abertura dos RyR
aumentar durante o periodo diastolico, pode haver um vazamento diastélico de calcio do
SR (Lim et al, 2008). Assumindo que a atividade do NCX n&o esteja diminuida, esse
processo pode progressivamente reduzir o conteddo de célcio do reticulo pelo

desbalango na quantidade de calcio que entra e sai da célula a cada ciclo de contracéo,
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levando a reducdo do transiente de célcio quando a celula atingir um novo estado
estacionario por ambos 0s motivos, aumento na concentracdo diastolica de célcio e
reducdo da carga de célcio do SR. Por fim, o aumento na concentragdo diastolica de
calcio ainda pode contribuir para a inativacdo do canal de calcio dependente de calcio, e
com isso, reduzir a quantidade de ions que efetivamente permeiam o canal, dessa forma
contribuindo para a reducdo transiente de calcio, evento que ndo é possivel ser
visualizado utilizando EGTA na solucéo de pipeta.

Corroborando ainda mais com esse mecanismo proposto, a probabilidade de
abertura dos RyR via nitrosilacdo dos residuos tiol nesses canais apresenta dependéncia
de concentracédo, observados pelo aumento progressivo na probabilidade de abertura em
resposta a nitrosilacdo de até 12 residuos nesses canais (Xu et al, 1998). O mesmo
trabalho ainda demonstrou que a oxidacdo de sete ou mais residuos induz a abertura
irreversivel dos receptores, contribuindo ainda mais para o vazamento do calcio nos
cardiomidcitos. Esse mecanismo pode explicar a reducdo do transiente de calcio
associada aos animais PHOXKO _15dpi, nos quais, de fato, ja foi demonstrado uma
superproducdo de NO (Santiago et al, 2012). De maneira coerente, Roman-Campos et
al., (2013) demonstrou aumento no nivel de mMRNA e/ou de proteina das trés isoformas
de NOS no tecido cardiaco durante a infeccdo por T. cruzi. Entretanto, a incubacéao
prévia das células com L-NAME n&o foi capaz de reverter a amplitude do transiente de
calcio, o que sugere um mecanismo duradouro e/ou irreversivel de modificacdo do NO
(dada a natureza estavel da oxidacdo dos residuos tiol, uma ligacdo covalente), ou
outros mecanismos envolvidos.

No mesmo trabalho Roman-Campos et al., (2013) descreve uma relacéo
complexa entre a amplitude do transiente e a infeccdo, sendo que na fase aguda nao foi
observado alteracdo no transiente, enquanto na fase crénica inicial, a amplitude do
transiente encontra-se aumentada. Dois achados interessantes demonstram
superexpressdo da NCX (Hasenfuss et al, 1999) durante a infec¢do por T. cruzi,
contribuiria, no processo descrito acima, para a reducgdo do transiente de calcio. Outros
trabalhos também demonstram a capacidade de ROS em aumentar 0s niveis desse
transportador (lwamoto et I, 1996; Hilgemann et al, 1991). Apesar disso, ROS foi
demonstrado como capaz de induzir o aumento na concentragdo intracelular de Na* pelo
aparecimento da corrente tardia de sodio (Wagner et al, 2013; Kassmann et al, 2008),
fator que reduz a eficiéncia da troca no sentido normal e favorecendo o sentido reverso

do funcionamento do trocador, o que poderia contribuir para os resultados observados
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nesse trabalho para os animais WT_15dpi na modulacdo da amplitude do transiente de
calcio.

De maneira geral, esses dados sugerem que a modulacdo da dindmica de célcio
depende ndo apenas do aumento na producdo de ROS ou NO, mas sim da proporgédo
entre essas moléculas, a quantidade e o tempo de exposicdo, fatores que podem variar
dependendo da cepa utilizada, parasitemia e resposta imune do hospedeiro.

Outro componente importante para 0 manejo do calcio no cardiomiocito é a
recaptacao desses ions para 0 SR ap6s o evento de contracdo celular. Esse fendbmeno é
importante tanto para a manutencdo dos niveis apropriados de Ca®* no reticulo quanto
para possibilitar o processo de relaxamento (Bers, 2001). A recaptacdo do célcio para o
SR ¢é realizada basicamente pela SERCA, e uma forma de se medir indiretamente sua
atividade € através da taxa de decaimento do transiente, uma vez que sua participacdo
nesse processo € majoritaria. Em nosso modelo, nao foi possivel observar alteracdo da
taxa de decaimento do transiente em nenhum dos grupos estudados, demonstrando que
pelo menos na fase aguda da Doenca de Chagas, ndo ocorre alteracdo da funcéo dessa
proteina. Apesar disso, Roman-Campos et al, (2012) demonstrou efeitos opostos de
reducdo e aumento na atividade da SERCA, nas fases aguda e cronica da Doenca de
Chagas, utilizando a cepa colombiana de T. cruzi. Além disso, ROS ja foi mostrado
como capaz de modular (diminuindo) a atividade da SERCA.

A partir dos resultados encontrados para os efeitos de ROS e NO nas
propriedades elétricas dos cardiomidcitos e no manejo intracelular de célcio durante a
infeccdo, resolvemos entdo avaliar como essas moléculas participam na modulagdo da
funcdo contrétil. Foi observado uma reducdo na fracdo de encurtamento dos
cardiomidcitos provenientes dos animais infectados, WT_15dpi e PHOXKO _15dpi, em
relacdo aos controles. Considerando os camundongos PHOXKO _15dpi, essa reducdo na
fracdo de encurtamento estd coerente com a grande reducdo observada no transiente de
calcio, o que sugere uma menor concentracdo relativa de célcio durante a sistole celular
em relacdo a concentracdo na diastole, principalmente associado & uma maior
concentracdo diastolica de célcio esperada nessas células, como ja discutido. De forma
interessante, essa reducdo também é observada nos animais WT_15dpi, com magnitude
semelhante aos controles, apesar do transiente de calcio nesse grupo sofrer apenas uma
leve reducgéo, néo significativa para o nivel de significancia adotado. Entretanto, outros
fatores podem contribuir para a reducgdo da fracdo de encurtamento da célula, observado

nesse e em outros trabalhos para a fase aguda da doenca (Roman-Campos et al, 2009).
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Outro trabalho de nosso grupo relatou aumento na assincronia da liberacdo de
calcio pelo SR como efeito da infeccdo aguda por T. cruzi. Nos cardiomidcitos normais,
0 sistema de tabulos T forma uma rede de invaginagOes transversais que se aproximam
espacialmente do sistema de membranas do SR, aproximando os canais de célcio tipo L
(LTCC, do inglés L-type calcium channel) preferencialmente localizados nessa regiao
dos RyRs pela formacdo das diades (Soeller & Cannell, 1999; Gaur & Rudy, 2011), o
que garante uma liberacdo praticamente sincrénica de célcio induzida pela Ic,.. ativada
durante 0 PA (Cheng et al, 1994). Alteracbes na quantidade dos componentes
envolvidos no evento de CICR, como numero de LTCC, RyRs, e proteinas regulatorias
como triadina, e junctofilina-2 podem influenciar significativamente o acoplamento
excitacdo contracdo e as propriedades contrateis da célula como um todo (Gaur & Rudy,
2011). Como exemplo existe relatos de que durante a insuficiéncia cardiaca, bastante
associada ao estresse oxidativo, o remodelamento do coragdo leva ao desarranjo dos
tibulos-T nas diades (Song et al, 2006). A alteracdo nas propriedades estruturais e
funcionais da diade ja foi associada a assincronia na liberacdo de célcio (Gaur & Rudy,
2011), o que constitui um substrato para a reducdo da contratilidade celular observada,
(ainda que a liberacdo assincrénica do célcio induza um transiente de calcio inalterado
ou levemente diminuido). E importante ressaltar que a incubagéo prévia com L-NAME
restaurou a fracdo de encurtamento nos animais WT_15dpi, mas ndo nos
PHOXKO_15dpi. Esse dado sugere que a reducao observada na fragdo de encurtamento
é dependente da concentracdo de NO de uma maneira complexa, de modo que em
concentragfes mais elevadas (como € esperado nos animais PHOXKO _15dpi), possam
ocorrer modificagfes duradouras em componentes envolvidos na liberacdo de calcio
e/ou miofilamentos, de modo que a inibicdo aguda das isoformas de NOS nédo seja
suficiente para reverter esse quadro.

Alem da fracdo de encurtamento, a cinética de contragdo e relaxamento também
foram analisadas. Em relacdo ao tempo necessario para se atingir o pico da contracdo,
ndo foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. Apesar disso, 0
processo de relaxamento celular é bastante modificado durante a fase aguda da Doenca
de Chagas: foi observado em ambos os grupos, WT_15dpi e PHOXKO _15dpi uma
reducdo na taxa maxima de relaxamento celular. Como discutido acima, esse fator
corrobora ainda mais com um possivel aumento na assincronia da liberacdo do calcio do
SR, 0 que atrasaria as fases inicias mais rapidas do relaxamento, reduzindo assim, esse

parametro. Ndo obstante, o0 L-NAME ndo foi capaz de restaurar a taxa maxima de
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relaxamento nas células dos animais PHOXKO15_ dpi, ainda que tenha sido eficaz para
0 grupo WT_15dpi, o que sugere novamente a participagdo do NO de forma dependente
de concentracdo na modulagdo desse parametro.

Em relacdo ao tempo para que se ocorra 90% do relaxamento, foi observado
uma aceleracdo nos animais PHOXKO em relacdo aos WT, o qual é revertido pela
incubagdo prévia dessas células com L-NAME. Esse fator pode ser associado a uma
maior disponibilidade de NO nesses animais, mesmo em condi¢do basal pela auséncia
da producédo de ROS pela NOX2,0 que confere um efeito lusitrépico positivo em fungéo
da reducdo da sensibilidade dos miofilamentos ao calcio advinda da fosforilacdo de Tnl
pela PKG, ativada pelo aumento na concentragdo de cGMP induzida por NO (Bers,
2001). Esse efeito lusitropico positivo ndo foi pronunciado nos animais
PHOXKO _15dpi, quando é esperado um aumento muito grande na concentracdo de
NO. Esses resultados sugerem que o efeito lusitropico positivo induzido pelo
mecanismo acima ndo apresenta dependéncia de concentracdo tdo pronunciada como
outros sistemas descritos, por exemplo, a nitrosilacdo direta dos RyRs pelo NO como
discutido nesse trabalho. Além disso, o efeito lusitrépco foi revertido nos animais
PHOXKO 15dpi pela incubacdo com L-NAME. Em conjunto esses argumentos
apontam para a hip6tese da participacdo do NO nesse processo, de maneira reversivel e
com baixa dependéncia de concentragéo.

Finalmente, nos cardiomiécitos PHOXKO _15dpi, foi observada uma taxa muito
elevada de eventos de contracdo arritmicos, independentes da estimulacdo de campo.
Essas arritmias se correlacionam muito bem com as alteragcbes observadas pelo
prolongamento no PA, com consequente aumento na taxa de eventos de pds-
despolarizacdo precoce e tardia, bem como da alternancia do PA, e demonstram que as
alteracdes na excitabilidade celular em nosso modelo podem desencadear disfuncdes
contrateis dos cardiomidcitos. Ainda, esse aumento na taxa de arritmias foi abolido pela
incubacdo prévia com L-NAME, evidenciando o papel da concentracdo de NO nesse
processo, como discutido anteriormente para a excitabilidade e manejo intracelular do
calcio.

Conforme ja mencionado, os animais PHOXKO15 dpi apresentaram propensdo
a arritmias. A partir desses resultados, resolvemos realizar um eletrocardiograma para
avaliar se essa propensdo a arritmias observada a nivel celular realmente acomete o
coracdo de forma significativa. Os animais PHOXKO_15dpi apresentaram uma taxa de

arritmias muito grande comparado tanto aos grupos controle WT e PHOXKO, quanto
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quando comparados ao grupo WT_15dpi, ainda que os animais WT_15dpi apresentem
maior proporgdo dessas arritmias quando comparado aos controles. Esses resultados
corroboram nossa hipotese anterior de que os camundongos PHOXKO infectados
morrem em funcéo do desenvolvimento de arritmias severas. E importante ressaltar que
a propensao as arritmias observadas a nivel celular provavelmente subestimam a
propensdo real do desencadeamento das arritmias cardiacas, pois excluem fatores
relacionados ao remodelamento anatdmico e funcional do tecido muscular cardiaco e do
sistema de conducéo elétrica. De fato, 0 aumento de fibrose no tecido cardiaco (Roman-
Campos et al, 2012) pode ser relevante, por exemplo, no estabelecimento de fenémenos
de reentrada cardiaca. Além disso, de Carvalho et al, 1992 mostrou alteracdo na
distribuicdo das jungdes gap (principal componente responsavel pela comunicagao
elétrica célula a célula) em células infectadas com T. cruzi, o que poderia contribuir
paraa geracdo de arritmias e distarbios de conducéo.

Uma observacdo interessante publicada por Santiago et al, (2012) é a de que o
tratamento com o inibidor especifico da iINOS ndo provocou melhora na mortalidade
dos camundongos PHOXKO infectados. Entretanto, como discutido anteriormente,
existem evidéncias de que nao apenas a INOS, mas todas as isoformas de NOS tem seus
niveis aumentados durante a infecgdo por T. cruzi. Dessa forma, ainda que a iINOS tenha
sido inibida, esse fator ndo necessariamente confere a protecdo as arritmias observadas
nesses animais. Em concordancia com essa assertiva, a localizacdo das NOS no
citoplasma € um importante fator determinante do destino do NO, uma vez que essa
molécula é extremamente reativa, ndo sendo capaz de se difundir por longas distancias
até encontrar um alvo (Massion et al, 2013). Apesar disso, outros trabalhos demonstram
uma melhora, em um modelo canino de insuficiéncia cardiaca (Chen et al, 2002), ap6s a
inibicdo de INOS. Essas evidéncias em conjunto sugerem a participacdo diferencial e
complementar das diferentes isoformas de NOS na geracdo e propagacao das arritmias
cardiacas, bem como na funcéo contrétil do coracéo.

Durante os ensaios de contratilidade celular, podemos constatar uma reducdo na
fracdo de encurtamento dos cardiomidcitos isolados de camundongos PHOXKO_15dpi
quando comparados aos controles, bem como uma aceleracdo da taxa de relaxamento
(efeito lusitropico positivo). Dessa forma, buscamos avaliar se as alteragbes mecéanicas
observadas a nivel celular refletiam alteragdo na funcdo cardiaca no 6rgdo como um
todo, utilizando a técnica de coracao isolado montado em um sistema de Langendorff de

fluxo constante. De forma surpreendente, ndo foram encontradas diferencas
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significativas na pressdo sistolica em nenhum dos grupos estudados, ainda que uma
reducdo na contratilidade celular tenha sido observada dentre os animais infectados.
Entretanto, uma possivel explicacdo para esse fendmeno é o aumento da frequéncia
cardiaca intrinseca do coracéo observada nos animais PHOXKO _15dpi em relacédo aos
controles e nos animais WT_15dpi em relacdo aos animais WT. Esse aumento na
frequéncia pode refletir no aumento da forca de contracdo independente do mecanismo
de Frank-starling, conhecido como relagéo forga-frequéncia (FFR, do inglés, force-
frequency relationship) e dessa forma, camuflar a reducdo na contratilidade celular
observada.

Esse aumento na forca de contracdo pode estar associado principalmente a 4
mecanismos: aumento de lc,, cOm consequente aumento da concentracdo de célcio
diastdlico (em funcdo do aumento de calcio via Ic,.. e tempo reduzido entre os ciclos de
contracdo para extrusdao do calcio do citoplasma), concomitante ao aumento no
contetido de calcio do SR (devido ao aumento na concentracao diastélica de célcio e em
funcdo do aumento na taxa de recaptacdo do calcio pela SERCA aparentemente
associado a fosforilacdo do fosfolambam pela CAMKII) e por fim, o acimulo de sédio
intracelular, o qual desvia a atividade do NCX para seu sentido reverso, minorando
ainda mais a extrusdo do célcio (Wu et al, 2012; Bers, 2001). Muitos estudos apontam
uma FFR negativa em ratos e camundongos, entretanto, a classica FFR positiva ja foi
demonstrada e revisada para ambos os modelos (Bers, 2001; Wu Y1,2012).

Por outro lado, a tensdo diastélica nos animais PHOXKO _15dpi e WT_15dpi foi
significantemente menor em relagio aos controles. A primeira vista esses resultados
podem parecer contraditérios, uma vez que os dados do transiente de calcio e
contratilidade celular, associado a superproducdo de NO apontam, em conjunto, para
um aumento na concentracdo diastélica de calcio nesses animais. Entretanto, essa
reducdo na tensdo diastélica pode estar associada a outro efeito classicamente associado
ao NO: a ativacdo da PKG via aumento na producdo de cGMP. A ativacdo dessa via ja
foi extensivamente associada a reducdo da sensibilidade dos miofilamentos ao calcio
(Lim et al, 2008; Massion et al, 2013). Dessa forma, ainda que a concentracdo de célcio
diastolica seja elevada nesses animais, a reducdo na sensibilidade a esse ion poderia
mais que compensar 0 aumento em sua concentracdo. E interessante lembrar que
mesmo os animais WT_15pi poderiam ter a reducdo na pressdo diastolica dependente

desse mecanismo, uma vez que, como mencionado anteriormente, a expresséo de todas
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as isoformas de NOS podem estar aumentadas durante a doenca (Roman-Campos et al,
2012), contribuindo para 0 aumento na concentracdo de NO e ativacdo dessa via.

Um achado interessante foi quanto a pressdo de perfusdo entre os grupos. Foi
observado um aumento desse parametro nos animais PHOXKO em relacdo aos animais
WT, o que sugere alteracdo na resisténca vascular total do sistema coronariano desses
animais em condi¢fes de ndo infeccdo, 0 que pode ocorrer pela diminuicdo na
quantidade de vasos, no calibre e/ou aumento do tonus vascular. Entretanto, a infecgéo
por T. cruzi aumentou significativamente a pressdo de perfusdo no grupo WT_15dpi em
relacdo aos WT, entretanto, nos animais PHOXKO 15dpi esse aumento ndo foi
significativo em relacdo aos animais PHOXKO, sugerindo que de alguma forma, o
aumento na vasoconstricdo associada a infeccdo foi contra balanceada, provavelmente
pela superdisponibilidade de NO, o qual possui efeito vasodilatador bem estabelecido.

Finalmente, quando voltamos nossa atencdo para os parametros hemodinamicos,
em concordancia com trabalhos anteriores, observamos uma redugdo na PAM dos
animais PHOXKO_15dpi em relacdo aos outros grupos WT, PHOXKO e WT_15dpi.
Essa reducdo da pressao muito provavelmente estd relacionada ao aumento na
concentracdo de NO com consequente reducdo da resisténcia vascular periférica. De
forma interessante, essa reducdo da PAM nao reflete reducdo da FC, o que novamente
aponta para uma reducdo da resisténcia vascular e/ou diminuigdo do volume de ejegéo
do coracdo, uma vez que a pressdo arterial pode ser descrita pela multiplicacdo do
débito cardiaco (volume de ejecdo do coracdo X frequéncia cardiaca) pela resisténcia
periférica. Nos animais WT_15dpi, entretanto, observou-se aumento na FC, o que,
devido a manutencdo da PAM, sugere reducdo da resisténcia periférica e/ou reducdo do

volume de ejecdo do coracdo durante a fase aguda da infec¢do por Chagas.
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7- CONCLUSOES

Durante o desenvolvimento desse trabalho investigamos as alteracbes na
contratilidade, excitabilidade e manejo intracelular de célcio dos cardiomidcitos, bem
como a funcéo elétrica e contratil do coracdo como um todo durante a fase aguda da
Doenca de Chagas, buscando entender como tais alteracbes séo influenciadas pela
producdo e balango entre ROS e NO. De maneira geral, podemos concluir que a
concentracdo dessas moléculas, bem como o balanco da producdo entre elas estdo
associadas com a alteracdo na funcdo de diversos componentes envolvidos na
excitabilidade e contratilidade celular, bem como no acoplamento excitacdo contracéo.
Essas alteracBes podem determinar uma predisposicdo ou ndo a arritmias cardiacas
severas e disfuncdes contrateis, que eventualmente podem evoluir para quadros de
insuficiéncia cardiaca, sinais clinicos comumente associados a essa doenca. Dessa
forma, esse trabalho prové novas perspectivas no desenvolvimento de abordagens mais
especificas e precisas para o tratamento e/ou melhora na satde dos pacientes acometidos
pela Doenca de Chagas.
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