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Resumo

A cardiopatia chasica, causada pelo Trypanosoma cruzi, possui multipla origem, sendo
ainda desconhecida a génese do problema cardiaco decorrente dessa doenca. A
fisiopatologia da doencga de Chagas pode ser dividida em duas fases, aguda e cronica.
Na fase aguda ocorre uma grande expansao do nimero de parasitos, com ativagdo do
sistema imune e inducao de uma intensa miocardite. Essas alteragdes podem induzir a
arritmias complexas, e levar a morte. A despeito desses fatores, pouco se conhece sobre
a génese dos problemas cardiacos durante a infecg@o pelo Trypanosoma cruzi. Por esse
motivo, decidimos estudar a fase aguda da doenga de Chagas em modelo murino, bem
como avaliar a influéncia da cepa no estabelecimento da cardiopatia. A curva de
parasitemia dos animais infectados com a cepa colombiana apresentou um carater
transitorio, sendo que com 81 dias pos-infeccao (dpi), j4 ndo foram mais detectados
parasitos na circulacdo. A producdo de MCP-1, IFN-y e TNF-a seguiu um perfil similar
ao da curva de parasitemia, sendo observada uma inflamacao cronica aos 170 dpi. A
infec¢do causou um aumento na duracdo do completo QRS, bem como alternancia de
onda P e complexo QRS, com aumento da freqiiéncia cardiaca. Também foi observado
hipertrofia cardiaca aos 30 dpi. J& aos 15 dpi, a ecocardiografia evidenciou uma reducdo
na funcionalidade do coracdo. Adicionalmente a capacidade contratil do midcito foi
atenuada tanto no ventriculo direito quanto no esquerdo (VD e VE), aos 15, 30 e 45 dpi.
Os resultados eletrocardiograficos evidenciaram que existe um remodelamento da
eletrofisiologia do midcito cardiaco. Por esse motivo caracterizamos diferentes
componentes i0nicos dos VE e VD. Tanto para o VD quanto para o VE com 15 dpi,
observamos uma reducao na corrente de calcio do tipo L (Icar), porém sem alteragdo no
tempo necessario para repolarizacao do potencial de agao (PA) no VE. Considerando-se
apenas o VE, a corrente de potdssio transiente rapida (I;,) e o retificador de entrada (Ix;)
ndo foram alterados. Contudo, tanto o VE quanto o VD apresentaram uma redu¢do na
Icar € Iio @a0s 30 dpi, bem como um aumento no tempo necessario para repolarizagao do
PA, seguido de um aumento, apenas no VE, da Ix;. Além disso, observamos que a
producdo basal de 6xido nitrico em células do VE de animais aos 30 dpi encontra-se
aumentada e a inibicdo dessa producdo resultou em um recobro da Ic,r.
Adicionalmente, a inibi¢do de um passo upstream na via, a PI3Kinase, também
recuperou parcialmente a Ic, .. Também estudamos a dindmica intracelular de calcio do

VE em animais aos 30 dpi. Observamos, contudo, que ndo existe uma redu¢dao na
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liberagdo transiente de calcio, bem como em seu estoque intracelular do ion. A
manuten¢do da liberagdo de calcio foi observada mesmo com um aumento do tempo
para o pico do transiente e da recaptura de calcio, além de ter sido observado um
desacoplamento entre o receptor de rianodina e o canal de célcio do tipo L. Além disso,
a freqiiéncia ¢ a amplitude das sparks de calcio ndo foram alteradas, fato que indica que
outros mecanismos estdo envolvidos no controle do receptor de rianodina durante a
infeccdo. Uma via envolvida na reducdo da capacidade contratil do VE ¢ a do IFN-y.
Quando avaliamos o encurtamento celular do midcito isolado do animal IFN-y”" com 15
e 26-28 dpi, o VE apresentou funcao contratil similar a do controle. Entretanto, o VD do
camundongo IFN-y'/ " infectado apresentou uma atenuagdo no encurtamento celular,
maior do que a observada no animal controle infectado, indicando que o VD e o VE sao
modulados por vias distintas. Os pardmetros avaliados nos animais infectados com a
cepa Y apresentaram resultados bem distintos daqueles observados nos infectados com
a cepa colombina. Quando avaliamos a funcionalidade do coragdo, observamos uma
redugdo parcial e transitoria da fungdo cardiaca, sem, contudo, ocorréncia de hipertrofia.
Os animais infectados com a cepa Y apresentaram uma alteragcdo transitoria das
propriedades elétricas dos miocitos isolados do ventriculo esquerdo, sendo que foi
observada atenuagao nos 15 e 30 dpi, com recobro dos valores aos 45 dpi. Aos 15 dpi
ocorreu um aumento do tempo para repolarizacdo do PA, redugdo da I, e reducao da
Icar. Essas alteragdes ndo foram mais observadas com 45 dpi. Os mecanismos
envolvidos na modulagdo negativa dessas correntes aos 15 dpi envolvem a producdo de
superoxido produzida pela nicotinamida e adenina fosfato oxidase do tipo 2, ja que
quando utilizamos o animal knockout para essa enzima ndo observamos as alteragdes
relatadas acima. Finalmente, observamos que uma reducdo na atividade colinérgica do
coracdo ndo ¢ capaz de gerar as alteracdes elétricas observadas em nosso estudo. Sendo
assim, nossos resultados sugerem que o estabelecimento de uma fase cardiaca cronica
manifesta ou ndo na doenca de Chagas, ira depender da cepa, sendo que essa ira

determinar uma miocardite cronica ou transitoria.
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, cardiomiocito, hipertrofia, insuficiéncia cardiaca,

corrente de potassio, dindmica intracelular de célcio, superoxido, oxido nitrico,

interferon-y
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Abstract

Cardiomyopathy observed during infection by the flagellated protozoan Trypanosoma
cruzi has unknown mechanism concerning your genesis. Chagas’ disease is separated in
two distinct phases, acute and chronic. In the acute phase it is observed a large number
of parasites on blood stream, following activation of immune system which induces
severe miocarditis. These alterations in many cases could lead to occurrence of severe
arrhythmias, leading to death. Despite of the great importance of Chagas’ disease in the
Latin American, few is known about the mechanisms involved in the establishment of
this disease. Based on that, we decided to evaluate the acute phase of Chagas’ disease in
murine model, as well as the influence of strain type in the cardiomyopathy
development. Following infection and control of parasitemia with colombian strain of
Trypanosoma cruzi, after 81 days, it was not possible to find parasites in the blood
stream. The production of MCP-1, IFN-y and TNF-a followed a similar profile of
parasitemia curve, however it was possible to see a chronic inflammation at 170 days
post-infection (dpi). At first we evaluated the electrocardiogram at 30 dpi. The infection
caused an increased in the QRS interval, besides a P wave and QRS complex alternance,
with increased heart frequency. Additionally, we observed heart hypertrophy and
reduced heart performance at 30 and 15 dpi, respectively, as determined by
echocardiography. When we evaluated the isolated cardiomyocyte function, by the
shortening index, it was observed a significant reduction in cardiomyocyte shortening at
15, 30 and 45 dpi, in the left and right ventricles (LV and RV). Taking into account the
electrocardiographic results, it is possible to realize that there is an electrical remodeling
in isolated cardiomyocyte. Thus, we decided to determinate the cellular basis of this
phenomenon. In the LV and RV, at 15 dpi we observed a reduced L-type calcium
current (Ic,). In the LV, at 15 dpi, we did not observe any change in the action
potential (AP), inward potassium current (Ix;) and transient outward fast potassium
current (I;,). However, at 30 dpi, in the LV and RV we observed a reduced Ica 1, I1o and
an increased time to AP repolarization, as well as and increased in Ix;, only in the LV.
Besides, we demonstrated that LV has an increased production of nitric oxide at 30 dpi,
and inhibition of nitric oxide synthase recovered Ic,r in LV at 30 dpi. Additionally,
upstream inhibition in this pathway, the PI3kinase, partially recovered Ic,r. Trying to
better understand the molecular basis of cardiomyocyte dysfunction, we evaluated the

intracellular calcium dynamics in LF at 30 dpi. However, we did not observe any
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reduction in calcium transient neither in the SR load. We did not observe alterations in
calcium spark frequency and amplitude. In our study we postulate that LV dysfunction
is determinated, at least in part, by IEN-y. LV function in isolated myocyte from IFN-y”"
was preserved at 15 and 26-28 dpi. However, RV shortening of myocyte from IFN-y”"
infected mice was reduced depend on infection time. This is an indicative that LV and
RV are differentially modulated. We performed some experiments in mice infected with
Y strain of Trypanosoma cruzi. Echocardiography revealed a partial and transitory
reduction in heart function, however without hypertrophy. When we evaluated Icar, Lo
and AP in LV in this group, we observed a reduction in I¢,1 and I, and an increase in
AP duration at 15 dpi. However, at 30 and 45 dpi we observed either a partial or a
complete recovery of all parameters studied, respectively. The mechanism(s) involved
in alteration of Ic,1, I, and AP waveform at 15 dpi was/were attributed to increased
production of superoxide, since when we used knockout mice to NADPH-oxidase type
2, we did not observe any alteration . At last, we demonstrated that reduced cholinergic
function in heart is not able to induce electrical remodeling basically in the same way as
observed in our experimental model. Taking all together, our results demonstrate that
the establishment or not of a cardiac chronic phase in Chagas’ disease, is dependent on
Trypanosoma cruzi’s infective strain, which will determinate a chronic or transitory

myocarditis.

Key-words: Trypanosoma cruzi, cardiomyocyte, hypertrophy, heart failure, potassium

current, intracellular calcium dynamics, superoxide, nitric oxide, interferon-y
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Fisiologia do Coracéo

Aspectos macroscopicos - mecanicos e elétricos

A atividade contratil do coragdo impulsiona o sangue através do corpo,
proporcionando a distribui¢do de nutrientes e e enderegamento de residuos do
metabolismo para os sistemas excretores. Estas funcdes de transporte sdo possiveis
gragas a atividade contratil do coracdo, 6rgdo que pode ser entendido como uma bomba
muscular oca, provida de valvulas dinamicas, que move o sangue através de um circuito
continuo, denominado circulagdo sanguinea (Katz, 1992).

O coragdo ¢ dividido em duas partes: o dapice, que contém as paredes
ventriculares; e a base, a qual contém a maioria das artérias e veias que permitem a
entrada e saida de sangue. A circulacdo coronariana, responsavel pelo fluxo sanguineo
que irriga as células cardiacas, também ¢ um importante aspecto da fisiologia do 6rgao,
sendo que defeitos associados a esse sistema podem acarretar o desenvolvimento de
patologias (Fuster et al., 1998).

A funcionalidade do coracdo ¢ regulada e mantida gracas a um sistema
especializado em originar e conduzir o estimulo elétrico, o qual permite regular a forca
e a freqiiéncia dos batimentos cardiacos. Este sistema ¢ composto pelo nodo sino-atrial,
pelas vias atriais internodais, pelo nodo atrio-ventricular, pelo feixe de His e suas
ramificagdes, e pelo sistema de Purkinje. Nesse complexo sistema, o nodo sino-atrial ¢
responsavel pelo inicio do sinal elétrico, e os demais componentes sdo responsaveis por
conduzir tal sinal pelo coracdo. Esse tipo especializado de células possui sua fisiologia
adaptada a geracdo e condugdo de sinais elétricos, em detrimento da fun¢do contratil
(Katz, 1992).

A funcdo de marcapasso cardiaco, provida pelo nodo sino-atrial, permite que o
coracao funcione de forma ciclica, fendmeno denominado ciclo cardiaco. Este evento ¢
dividido em duas fases. Uma denominada diéstole, na qual as camaras cardiacas sao
preenchidas com sangue; € a outra, denominada sistole, em que o sangue ¢ ejetado do
coragdo para a circulagdo sanguinea (Katz, 1992).

O ciclo mecanico do coracdo estd associado ao seu ciclo elétrico, que ¢ regido
pela atividade marcapasso do nodo sino-atrial. A onda resultante da atividade elétrica
das células excitdveis cardiacas ¢ capaz de gerar um campo elétrico que se propaga
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pelas estruturas corpdreas, sendo sua atividade passivel de mensuragdo na superficie
corporea. Essa onda resultante medida na superficie corporea ¢ conhecida como
eletrocardiograma (ECG). O formato do ECG ¢ determinado por eventos elétricos
regionais do coracdo, que proporcionam a funcionalidade ciclica e sincronizada desse
orgdo. Uma figura representativa de um tragado tipico medido em camundongos ¢
apresentada na figura 1, em que os principais fendmenos associados ao ECG estao
evidenciados (ECG medido na derivacdo D2). A seguir ¢ apresentado um resumo de
cada uma das fases do ECG.

A onda P esta associada a ativacdo do nodo sino atrial e a despolarizagdo do
atrio direito. O segmento PR ¢ a ponte temporal entre a ativacdo atrial e a ativacao
ventricular. Durante esse periodo ocorre a ativacdo do nodo atrio-ventricular, do feixe
de His, dos ramos do feixe e do sistema de conducdo especializado intraventricular,
constituido principalmente pelas células de purkinje. E importante destacar que nesse
intervalo também ocorre a repolarizagdo do atrio esquerdo, onda que fica mascarada
pelos demais eventos que ocorrem de forma simultanea. A forma do intervalo PR difere
entre humanos e camundongos, provavelmente em funcdo da alta freqiiéncia cardiaca
observada nos murinos.

O Complexo QRS estd intimamente associado a despolarizacdo dos midcitos
ventriculares, tanto do ventriculo direito quanto do esquerdo. J4 o segmento ST tem
intima relacdo com a repolarizagdo das células do ventriculo direito e esquerdo. A
atividade elétrica ¢ relacionada diretamente com a mecanica, sendo o segmento QT
denominado “sistole elétrica”, e o segmento TQ denominado “diastole elétrica” (Zipes

etal., 2006).



Voltagem

Tempo

Figura 1: Eletrocardiograma normal de camundongo. Tragado representativo de um
eletrocardiograma de camundongo, evidenciando os principais eventos elétricos, como a

onda P, complexo QRS e a onda T.

Conforme relatado, a atividade elétrica de diferentes regides do coragdo delimita
o formato e o tempo de propagacdo de cada uma das ondas que compdem o ECG.
Sendo assim, alteragdes na forma, mecanica e eletrofisiologia das diferentes células que
compdem o coragdo podem ser observadas no ECG. Por exemplo, a hipertrofia
ventricular esquerda estd associada a uma maior amplitude do complexo QRS. Além
disso, a alternancia de amplitude nesse mesmo complexo indica taquicardias
supraventriculares ou ventriculares. Por ultimo, disturbios de repolarizacdo ventricular

refletem em um aumento da duracao do intervalo QT e QRS (Zipes et al., 2006).



Aspectos celulares do midcito cardiaco

A fisiologia contratil da célula cardiaca se deve a movimentagdo de ions através
da membrana plasmatica, que permite que ocorram mudancas no potencial de repouso
da célula cardiaca, desta forma favorecendo a ocorréncia da contracdo celular,
decorrente da geracao do potencial de agao (PA).

O fluxo de ions através dos canais permite que estruturas especializadas dentro
das células sejam ativadas e ocorra a liberagdo de calcio a partir de estoques
intracelulares. O calcio liberado ¢ responsavel pela ativagdo da maquinaria contratil da
célula, que, ao trabalhar de forma cooperativa, permite a deflagracdo da contragao
celular. Para a finalizagao do processo contratil o calcio ¢ recapturado e extruido por
sistemas especializados, os quais permitem que a contragdo celular seja encerrada (Bers,
2001).

O fenomeno acima descrito, em que o PA ¢ capaz de induzir a célula a aumentar
de modo transiente os valores de calcio no citoplasma durante o processo de sistole, ¢
denominado de Acoplamento Excitagdo Contra¢do (AEC). Este acoplamento ¢ um dos
principais mecanismos responsaveis pelo funcionamento adequado da contratilidade
celular. A fisiologia do sistema AEC pode ser regulada de diversas formas, mas
principalmente pela ativagdo de segundos mensageiros. Esses sao produzidos, direta ou
indiretamente, pela ativagdo de receptores presentes na membrana sarcoplasmatica.
Desordens no AEC, bem como dos componentes celulares e intracelulares que o

regulam, podem acarretar diversas doengas, muitas delas letais (Bers, 2001).

Ultraestrutura da célula cardiaca e maquinaria contratil da célula

As propriedades mecanicas da célula muscular devem-se a um especializado
sistema de membranas e compartimentos intracelulares, organizados de forma a permitir
uma comunicagdo sincronizada entre as partes da célula. A figura 2 ilustra os principais
componentes da maquinaria contratil da célula muscular cardiaca.

A figura 2A representa um cardiomiocito isolado. E possivel perceber a presenca
de estrias espagadas regularmente (~2 um). Uma ampliacdo de uma dada regido da

célula isolada ¢ representada na figura 2B. Na figura 2B percebe-se que a organizagdo



espacial das proteinas que constitui o sarcomero favorece a interagdo entre proteinas
especificas. As principais proteinas presentes nesta organizacdo sao duas: miosina e
actina, que interagem entre si, favorecendo a ocorréncia da contra¢do. Os filamentos
finos, constituidos por actina, tropomiosina, troponina (do tipo C, I e T), e os filamentos
espessos, constituidos pela miosina (corpo e cabega), e a proteina C ligada a cauda da
miosina.

Na figura 2C podemos perceber um detalhe estrutural maior da interagdo entre
as proteinas da maquinaria contratil, que participam da contra¢do celular. Em (Ci) as
proteinas estdo no estado de preenchimento ventricular (distensdo do midcito cardiaco),
e na (Cii) na fase de ejecdo ventricular (encurtamento do midcito cardiaco).
Estruturalmente, a miosina ¢ composta por duas partes: cauda, que se ancora a proteina
C, para formar os filamentos espessos; e a cabega, que possui o sitio catalitico para
ATP, que ¢ capaz de interagir com a actina. A actina, por sua vez, possui uma
organizacdo mais complexa com outras proteinas. Os filamentos de actina sdo
ancorados em uma ‘cordao’ de proteinas, que tem como fung¢do estruturar e esconder o
sitio de interacdo da actina com a miosina. O ‘cordao’ ¢ composto por tropomiosina.
Ancorado em tal corddo, hd uma organizada estrutura de diferentes troponinas, as quais
possuem fungdes distintas. A troponina T (TnT) ancora-se na cadeia de tropomiosina.
Ancorada na TnT, estd a Troponina C e I (TnC, Tnl), sendo que a TnC possui um sitio
sensivel a variagdes na [Ca]i (Morimoto, 2008, Schaub et al., 1998).

Uma importante proteina associada a maquinaria contratil ¢ a titina. Essa
proteina se estende até metade do sarcomero, do disco-Z até a linha-M. A molécula de
tinina contém regides que sao extensiveis € ndo extensiveis, sendo que a regido nao
extensivel funciona como andaime para proteinas associadas, e serve para ligar o disco-
Z alinha-M. A regido extensivel da titina estd principalmente localizada na banda-I, que
permite a variagdo fisioldégica no comprimento do sarcomero cardiaco (1,8-2,3 pm). A
regido extensivel da titina contém a regido PEVK (rica em prolina, glutamato, valina e
lisina), uma regido em tanden repetitiva de imunoglobulina (Ig) e uma regido ajustavel
N2B. Essas trés regides formam a regido “spring - extensivel”, contribuindo para o
importante papel que a proteina possui para ajustar o comprimento do sarcomero

saudavel (Hanft et al., 2008).



Figura 2: Principais componentes da maquinaria contratil da célula muscular
cardiaca. (A) Cardiomiocito isolado do ventriculo esquerdo de camundongo. (B)
Representacdo esquemadtica da estrutura do sarcomero. A tropomiosina forma uma o-
hélice em dupla fita espiralada encaixando-se na dupla fita de actina através da
polimerizacao da cabeca-cauda. O complexo troponina se liga a uma regido especifica
de cada tropomiosina e ¢ distribuida a intervalos regulares de 38 nm nos filamentos
finos. A cadeia pesada de miosina (MyHC) tem o dominio da cabe¢a em formato
globular contendo os sitios de interacdo com a actina, com atividade ATPasica. A
proteina C ligante a miosina, ¢ uma proteina associada ao filamento espesso, que forma
7-9 tiras transversas a um intervalo regular de 43 nm na zona-C, que ¢ contida pela
banda-A. Titina ¢ uma proteina gigante constituida de trés miofilamentos distribuida ao
longo do sarcomero, do disco-Z até a linha M. (Adaptado de Morimoto, 2008.) (C)
Representacdo em detalhe da interag@o actina-miosina, durante a didstole (C(i)) e sistole
(C(i1)), evidenciando o principal movimento associado a cada proteina motora

(Adaptado de Hanft et al., 2008).

No repouso, quando a concentragio de calcio intracelular é baixa (~107 M), o
sitio da TnC sensivel ao calcio esta desocupado. Nesta condig¢do a interagdo entre Tnl e
TnC ¢ fraca, favorecendo a interacdo de Tnl com actina. Isto favorece a configuracdo do
complexo troponina-tropomiosina de tal forma a esconder o sitio ativo da actina, que
interage com a miosina. Quando a [Ca]i aumenta (10°~10" M), o Ca®" se liga ao seu
sitio na TnC. Esse fendomeno favorece a interagdo da TnC com Tnl, a qual desestabiliza

a interacao da Tnl com a actina. A interagdo TnC-Tnl desloca a Tnl do sitio ativo da



actina, retirando o impedimento estérico, que ocorre em baixas concentragdes de calcio.
Dessa forma, a miosina pode-se ligar a actina, ativando a atividade ATPasica da
miosina, sendo dessa forma deflagrada a contracdo, através do fendmeno da

cooperatividade (Bers, 2008).

Potencial de acdo e Canais 16nicos

Os fenomenos mecanicos da célula cardiaca descritos anteriormente, sdo
intimamente dependentes das propriedades elétricas dos cardiomiocitos.

A excitabilidade celular ¢ um fendmeno altamente dependente de estruturas
presentes na membrana celular, denominadas canais i6nicos. Eles sdo proteinas integrais
de membranas, que possuem como propriedade basica permitir a passagem de ions entre
o interior e exterior celular, bem como a transi¢do de ions entre diferentes
compartimentos intracelulares (Hille, 2001).

A capacidade dos canais i0nicos permitirem o fluxo de ions ¢ modulada de
diferentes formas, as quais permitem classifica-los em canais sensiveis a: 1) voltagem,
2) moduladores quimicos, 3) estiramento, ¢ ndo dependente de modulagao (Hille, 2001).

Os canais sensiveis a voltagem possuem caracteristicas biofisicas peculiares, que
sd0 0s processos cinéticos de ativagdo e inativagdo. A ativacao pode ser definida como o
processo pelo qual o canal sai de um estado ndo condutor de ions para um estado
condutor. J4 o processo de inativagdo ¢ caracterizado pela diminui¢cdo da condu¢do do
ion pelo canal, mesmo na presenga de um estimulo. Diferencas nas cinéticas, tanto de
ativacdo como de inativacao, caracterizam os canais, fazendo com que cada um possua
uma caracteristica biofisica distinta (Hille, 2001).

O PA cardiaco, em termos de formato, esta intimamente relacionado com os
comportamentos distintos, dependentes do tempo e da voltagem, de diferentes familias
de canais ionicos. A figura 3 (Nerbonne e Kass, 2005) resume a participagdo dos
diferentes canais nas diferentes fases do PA. Outra caracteristica do PA ¢ que ele ndo ¢
homogéneo em todas as células cardiacas, sendo que esta heterogeneidade ¢ dependente
da expressdo diferenciada de canais i6nicos nas varias regides que constituem o
coragao. Porém, apesar dos diferentes formatos do PA, as fases que o constituem sao
basicamente as mesmas, conforme indicado pela figura 3. Resumidamente, as fases do

PA podem ser assim caracterizadas, de acordo com Nerbonne e Kass (2005):



Fase 0: despolarizacdo da célula cardiaca, caracterizada pela abertura dos canais
de sddio e inicio da abertura dos canais de potéssio transiente rapidos (I, ) (em nosso
estudo chamaremos I, rde ;. A o r também participa ativamente da fase 1 do PA.

Fase 1: a despolarizagdo causada pela abertura dos canais na fase 0, permite com
que os canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L (Ic,1), mais freqiientes, e do
tipo T (Ica1), menos freqlientes, sejam ativados. A entrada do calcio por estes canais €
responsavel pela ativacdo da maquinaria contratil da célula. Nessa fase contribuem de
forma mais ativa a Iy, 1.

Fase 2: a ativag¢do da corrente de calcio iniciada na fase 1 é mantida na fase 2, o
que caracteriza o platd do PA. Além disso, nesta fase outros canais de potassio
dependentes de voltagem, mas com uma cinética de ativacao mais lenta, comecam a ser
ativados, contribuindo para a repolarizagao.

Fase 3: a corrente de célcio ¢ inativada e agora, as correntes de potassio restantes
contribuem para o final da repolarizagdo do PA. Nesta fase, os canais de potassio do
tipo retificadores de entrada (Ix;) apresentam papel fundamental, j& que eles sdo
ativados por hiperpolarizacgao.

Fase 4: esse estagio equivale ao potencial de repouso da célula. Nessa fase,
contribuem ativamente os Ix; € os canais de potassio sensiveis a ATP.

'\F’haso 1

e

Phase 0

Phasa 4 T

Figura 3: Potencial de acdo cardiaco tipico e suas correntes. Principais fases

responsaveis pelo formato do potencial de acdo no endocardio de coracdo de cdo. Na



parte inferior, principais correntes envolvidas no formato do potencial de agdo cardiaco,

bem como a fase do PA em que elas atuam. Extraido de Nerbonne e Kass (2005).
A Tabela 1 resume a participagdo dos canais idnicos, bem como as suas
respectivas cinéticas de ativagdo e inativacdo, além do principal local do coracdo em

que sdo encontrados.

Tabela 1: Canais i0nicos presentes no coragao e algumas propriedades cinéticas

Canal Ativacao Inativacgao Localizacao
Nav Ina* Muito Répido Répido A, P,VNSANAV
Cav Ly Rapido A,P,V.NSANAV
Lea(m) Rapido A,P,NSA NAV
Kv(Ito)  Ito,f* Répido Répido APV
Ito,s Répido Intermediario A%
Kv(Ik) Ikr* Médio Muito lento A,P,VNSA NAV
Iks Muito lento Lento AP,V NSA
Ik,slow1* Muito rapido Lento AV
Ik, slow2* Répido Muito lento AV
Iss* Lento Nao inativa A,V.NAV
Ik1* - - AP,V

A, atrial; P, purkinge; V, ventricular; NSA, nodo sinoatrial; NAV, nodo atrioventricular;

* encontrado em camundongos. Adaptada de Nerbonne e Kass (2005).

Estrutura basica dos canais ibnicos dependentes de voltagem

Como o proprio nome sugere, os canais 10nicos dependentes de voltagem
possuem regulacdo de seus processos cinéticos dependente da variacdo do potencial

elétrico da membrana celular. A grande maioria dos canais ¢ constituida por uma
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subunidade alfa, unidade formadora do poro e detentora do sensor de voltagem,
podendo ou ndo possuir subunidades auxiliares, que permitem a modulacao da atividade
do canal (Hille, 2001).

Cada subunidade alfa ¢ constituida por 4 dominios, que sdo formados por 6
segmentos transmembrana (S1 a S6). O segmento 4 (S4) possui o sensor de voltagem,
carregado positivamente. Este segmento ¢ o principal responsavel pelo funcionamento
dependente de voltagem dessa familia de canais idnicos. Entre os segmentos S5 e S6
ocorre a formacao de uma alca, sendo que ela ¢ responséavel pela formacao do poro e do
filtro de seletividade, o qual é o principal responsavel pela especificidade do canal para
um determinado ion, porém outros fatores auxiliam na seletividade do canal, como o ion
envolvido no transporte. A figura 4 ilustra a estrutura basica de um canal i6nico e suas

principais estruturas moleculares.

extracelular

intracelular

extracelular

intracelular

Figura 4: Canal de sodio voltagem-dependente. (A) (esquerda) Desenho
representativo de um canal de sédio purificado, como se fosse visto do meio
extracelular ¢ do espaco intramembrana, evidenciando seus 4 dominios. (direita)

Diagrama dos segmentos transmembrana de um Unico dominio de um canal voltagem
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dependente. A al¢a entre os segmentos S5-S6 forma o filtro de seletividade do canal.
(B) (esquerda) O segmento S4 no domino IV do canal Na, desenhado como uma a-
hélice. Esse segmento ¢ unico, pois possui sete cargas passiveis de sensibilidade a
variacdo de voltagem. (direita) O seguimento S4 desenhado como um cilindro com um
anel de cargas positivas, gracas as cargas do aminoacido arginina, a qual ¢ neutralizada
por cargas de aminoacidos dos segmentos transmembrana que a rodeiam. Mudangas no
potencial de membrana causam o movimento do seguimento S4 para fora, ou ao longo
da membrana em movimento espiral. Esse segmento e o responsavel pelo sensor de

voltagem do canal. (Adaptado de Catterrall, 2010).

Canais para Sodio

Existem, at¢é o momento, 10 tipos de canais para sodio, sendo que em
cardiomidcitos estdo presentes os Nav 1.1, 1.3, 1.4, 1.5 e 1.6 (Nerbonne e Kass, 2005),
sendo o que o mais encontrado no cardiomidcito ¢ o Nav 1.5.

A Ina € a responsavel pela despolarizagdo rapida da membrana da célula
cardiaca. Além disso, ele participa da fase de repolariza¢do do PA, ja que alguns canais
Nav 1.5 podem reabrir durante a fase de platd, gerando a corrente persistente de sodio
(Sakmann et al., 2000). Nav 1.5 é uma proteina de membrana glicosilada, com peso
molecular ao redor de ~220 kDa, com 2015 ou 2016 aminoacidos, sendo essa seqiiéncia
formadora da subunidade principal do canal, a subunidade a. Alguns dos dominios
citoplasmaticos (os linkers loops entre as subunidades ¢ o N ¢ C terminal) possuem
dominios que interagem com diferentes proteinas como, anquirina-G e calmodulina,
dentre outras, sendo que essa interagdo ¢ capaz de modular a biofisica desses canais. A
anquirina ¢ uma proteina importante, envolvida na organizagdo, transporte e
ancoramento dos canais i0nicos na actina e espectrina, proteinas do citoesqueleto
(Cunha e Mohler, 2006), sendo que alteragdes nessa proteina causam reducdo na
expressdo, trafego anormal para a membrana e reduzida densidade de corrente gerada
por Nav 1.5 (Lowe et al., 2008). Além disso, o sensor de calcio calmodulina pode
interagir com o Nav 1.5, o qual contribuiria para uma reducao da densidade de corrente
(Casini et al., 2009), porém esse ¢ um topico em aberto da literatura, com alguns dados

contraditorios. Além de interagir com essas proteinas, o canal Nav possui também
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subunidades [ (1-5), sendo que tal interagdo ¢ capaz de modular a fun¢do desses canais,
regulando a sua biofisica, presenga na membrana e localizacio (Meadowns e Isom,
2005). Além disso, centenas de variagdes genéticas tém sido implicadas ao gene do Nav
1.5 (SCN5A) em pacientes com diferentes cardiopatias, o que o torna um importante
alvo de estudos (Zimer e Surber, 2008; Keating e Sanguinetti, 2001).

As caracteristicas que favorecem a participagdo dos Nav 1.5 na origem do
potencial de agdo ¢ a magnitude da corrente gerada pela ativagdo desses canais (>200
nA, quando o usual ¢ algo ao redor de 1 a 10 nA em cardiomiocitos) além de possuirem
uma cinética de ativagdo (ordem de microssegundos) e inativacdo (ordem de

milisegundos) extremamente rapidas (Nerbonne e Kass, 2005).

Canais para Calcio

Nos cardiomidcitos, a corrente de calcio do tipo-L proporciona o principal
influxo de Ca®", sendo um versatil e universal mensageiro intracelular. O influxo de
calcio por esse canal inicia uma diversidade de processos, desde um importante papel na
eletrogénese e na regulacdo da contracdo celular, bem como participa da regulacdo da
expressdo génica (Benitah et al., 2010).

O principal tipo de canal de célcio presente nos cardiomiocitos de roedores de
pequeno porte adultos sdo os canais do Tipo L. Essa familia de canais possui diversas
subunidades regulatérias/auxiliares, das quais as mais conhecidas sdo a20, B2 e vy.
Existem basicamente 3 subfamilias de canais de calcio, sendo que as Cavl.x sdo as
responsaveis pelo fenotipo de corrente L e a Cav3.z forma a corrente denominada T. Tal
subdivisdo ¢, porém, controversa na literatura. A principal familia formadora da
corrente de Ca’” no midcito cardiaco corresponde ao fendtipo da Cavl.2 alC
(Nerbonne e Kass, 2005). O gene que codifica o Cavl.2 ¢ 0o CACNAIC ou a1C; (Bodi
et al., 2005).

Os aspectos funcionais das subunidades descritas foram principalmente
estudados em sistemas de expressao heteréloga. Quando a subunidade principal a-1C ¢
expressa juntamente com a o2 ocorre um aumento de duas vezes na corrente de
calcio, bem como aumento na corrente de ‘gating’. Além disso, essa subunidade auxiliar

altera as propriedades de abertura e fechamento do canal. Por esses motivos, sugere-se
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que tal subunidade possua papel importante na formagdo de canais funcionas na
membrana plasmatica. J& a subunidade beta, quando expressa em conjunto com alc,
causa um aumento na corrente, bem como acelera a cinética de ativagdo e inativacao.
Além disso, a subunidade beta estd envolvida na modulagdo adrenérgica dos canais de
calcio (Nerbonne e Kass, 2005).

Além das subunidades auxiliares, outras moléculas participam da modulacdo da
subunidade a-1C. Os dominios EF e 1Q, por exemplo, s3o sitios de interagdo com os
ions calcio e com o complexo Ca-calmodulina, que participa na modulagdo do processo
de inativagdo desses canais (Peterson et al., 1999; Peterson et al., 2000).

Em fun¢do da importincia da I, em regular a contracdo e fisiologia celular do
miocito cardiaco, durante o estabelecimento de diferentes doencas cardiacas, ocorre
uma alteracdo dessa corrente. Pensa-se que durante um estado compensando de
hipertrofia, ocorre um aumento da Ic,1, a qual, quando normalizada pela capacitincia
celular, ¢ igual a da situacdo controle (Song et al., 2005; Gomez et al., 1997; McCall et
al., 1998), sendo que a transi¢do para insuficiéncia cardiaca ¢ acompanhada por uma
reducdo na densidade de corrente (Ming et al., 1994). Entretanto, esses dados ainda nao
sdo consenso na literatura (Gomez et al., 1997).

Diferentemente da In., a Icar € responsavel pela ativagdo do processo de
contracdo muscular (Gomez et al., 1997). A cinética de ativagdo dessa corrente ¢ mais
lenta que a das de soédio, sendo que para alcangar o pico, demora-se cerca de 10 a 20
milisegundos. Além disso, o processo de inativagdo também ¢ mais lento do que o que

ocorre com a In,, sendo que variagdes nele, mesmo que sutis, alteram o formato do PA.

Canais para Potéssio

Apesar de os canais de sédio e calcio possuirem uma razoavel heterogeneidade,
a familia de canais de potdssio apresenta a maior diversidade molecular até entdo
descrita para os canais i0nicos. Existe uma vasta gama dessa familia de proteinas
sintetizadas no coragdo, que contribuem para a formagdo das correntes macroscopicas.
Apesar dessa heterogeneidade, existem basicamente 3 tipos de correntes presentes no
coracdo: correntes transientes, que ativam e inativam rapidamente, correntes
retificadoras retardadas, com diferentes cinéticas de ativagdo e inativagdo, ¢ correntes

retificadoras de entrada (Nerbonne e Kass, 2005).

14



Correntes retificadoras de entrada

Nas células musculares cardiacas sdo encontradas principalmente trés correntes
retificadoras de entrada: Ix; (Kir 2), IKatp (Kir 6) e IKACh (Kir 3), sendo que nem
todos os subtipos sdo expressos no tecido cardiaco. Nos ultimos tempos, diferentes
pesquisas tém demonstrado que os papéis dessas correntes vao além da participagcdo no
controle do potencial de membrana, e contribuir para a fase final da repolariza¢dao do
potencial de acdo, sendo suas fungdes estendidas para um controle geral da estabilidade
elétrica da célula muscular cardiaca (Anumonwo e Lopatin, 2010).

Antigamente, o fendmeno de retificagdo observado era atribuido a um
mecanismo intrinseco do canal ou a uma retificagdo dependente de Mg**, entretanto em
um elegante trabalho realizado por Lopatin and cols (1994) demonstrou-se que esse
mecanismo ¢ um bloqueio dependente de voltagem, sendo o poro do canal bloqueado
por diferentes poliaminas, como espermina, espermidina, putrescina e cadaverina.
Estruturalmente, os Kir sdo formados por um tetramero, sendo cada um constituido por
dois segmentos transmembrana.

Os modelos animais transgénicos permitiram compreender melhor a
contribuicdo do Igx; na fisiologia do cardiomiocito, porém os resultados ndo sao
homogéneos, ja que diferentes modelos de transgenia sdo utilizados atualmente. Quando
considerado o camundongo, no animal com dominancia negativa para Ik, foi observado
um aumento da duragdo do potencial de agdo, bem como do intervalo QT, sem alteragao
na densidade de corrente das demais correntes de potassio. (McLerie e Lopatin, 2003).
Quando foi estudada uma linhagem de camundongo que supreexpressava Ik;, foi
observado que esses animais possuiam um encurtamento do potencial de agdo, bem
como um encurtamento da onda QT. Além disso, apresentaram contragdes prematuras,
bloqueio atrioventricular e fibrilagdo atrial (McLerie e Lopatin, 2004). Quando
consideradas doengas humanas associadas a alteracdes na fisiologia desse canal, tem-se
tanto doengas associadas a uma perda (sindrome do QT longo (Zhang et al., 2005)) ou

ganho (uma das variantes do QT curto (Priori et al. 2005)) de fun¢ao.
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Corrente de potéssio transiente de saida (I;,)

A corrente transiente rapida de potdssio possui papel fundamental,
principalmente na fase inicial de repolarizacdo, bem como na regido de platd do PA
cardiaco, importancia devida principalmente a sua rapida cinética de ativagdo, como
também elevada densidade de corrente, sendo que em camundongo a sua importancia
no processo de repolarizacdo do PA ha tempos ja ¢ conhecida (Benndorf e Nilius,
1988). Atualmente, sdo reconhecidas duas formas de corrente transiente de saida, a Ito
rapida (L) € lenta (I, s). Do ponto de vista molecular, a Iy, ¢ € constituida principalmente
pelo Kv 4.3 e 4.2 (Brahmajothi et al., 1999), com algumas variantes entre espécies
(Rota et al., 2007). Os dominios intracelulares (loops entre os segmentos 2-3, 4-5 ¢ o C
e N terminal) possuem intimeros pontos de fosforilacdo, bem como interacdo com ERK
e CAMKII, sendo importantes moduladores das propriedades biofisicas desse canal
(Niwa e Nerbonne, 2010). Diferentes subunidades auxiliares, tais como DDPP6, minK,
KChIP2 e BvBx também modulam as propriedades da I r. Por exemplo, a dele¢do da
KChIP2 praticamente elimina o fendtipo da I, s em ventriculo de camundongo, gerando
inimeras alteragdes no ECG desses animais, principalmente processos arritmicos (Kuo

etal., 2001).

Acoplamento excitagdo-contracao e seus componentes

O trabalho mecanico desempenhado pelo corag@o ¢ regido por um fino controle
da [Ca];, o qual varia espaco-temporalmente de forma regulada ao longo do processo da
contragdo. O mecanismo basico de ativagdo dessa maquinaria contratil ocorre,
inicialmente, pela ativagdo dos canais i0nicos presentes na membrana, principalmente
devido a ativagdo dos canais sensiveis a voltagem, sendo que a I, permite de forma
indireta a elevagio da concentragdo citoplasmatica de Ca®", sendo este o responsavel
pela ativacao da contracao celular (Bers, 2001). Existem diversas estruturas presentes
em tal processo que permitem com que ele funcione de forma coordenada e regulada,

apresentadas a seguir.
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Principais componentes do reticulo sarcoplasmatico

A principal organela que estoca o Ca; € o reticulo sarcoplasmatico (RS). No RS
sdo encontrados importantes receptores, canais e proteinas, que regulam a entrada e a
saida de Ca*" desse compartimento. O efluxo de Ca*" do RS durante a contragdo celular
ocorre através do canal/receptor de rianodina (RyR), presente na membrana da organela.
O RyR ¢ uma proteina (com massa molecular de 565 kDa) e se apresenta como um
tetramero (~2,2 MDa). Além disso, o RyR serve como ponto de ancoragem para
diversas outras proteinas presentes no RS, tornando-o, de certa forma, um complexo
macromolecular. Tanto no dominio citosdlico quanto no dominio voltado para o Iimen,
o complexo macromolecular RyR possui diversos pontos de regulagdo por: Célcio-
Calmodulina, proteina cinase A (PKA) e Oxido Nitrico (Bers, 2004).

Além do RyR, na membrana do RS ¢ encontrada uma bomba, denominada Ca*'-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico, do subtipo 2A (denominaremos de SERCA2A).
Tal bomba ¢ um dos elementos importantes na homeostase do célcio intracelular, e a
custa de ATP, promove a recaptura deste ion para dentro do RS durante o processo de
diastole. A SERCA2A apresenta aproximadamente 100 kDa, possui 10 dominios
transmembrana (ml-a-m10) e um sitio que ¢ alvo de uma fosfoproteina denominada
fosfolambana (PLB), que regula a sua atividade (Bers, 2004). A PLB ¢ um inibidor
enddgeno da SERCA2A. Essa fosfoproteina pode ser fosforilada pela PKA ou pela
calmodulina cinase II (CaMII). A fosforilagdo da PLB promove a sua dissocia¢do da
SERCAZ2A, tornando a atividade da bomba e a recaptura de calcio aceleradas (Haghighi,
Gregory e Kranias, 2004).

Trocador sodio-célcio

O trocador sodio-calcio (Inaxca) € um transportador que possui 9 segmentos
transmembrana, com um dominio intracelular (Blaustein, Lederer, 1999). Além disso, a
estrutura molecular do trocador possui diversos sitios para regulacdo bioquimica por
diferentes vias. O trocador ¢ capaz de ser regulado tanto pela [Ca]; quanto pela [Na];,

em sitios especificos (Reppel et al., 2007).
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O acoplamento excitacao-contracao

O AEC ¢ um processo no qual o componente elétrico dispara a maquinaria
contratil. Esse processo ¢ descrito de forma resumida a seguir.

O potencial de agdo que é propagado na membrana sarcoplasmatica chega até os
tubulos T, onde estdo presentes os canais de calcio do tipo L dependentes de voltagem.
Esses canais, pela ativagdo de seus sensores de voltagem, permitem que ocorra um
influxo de calcio do meio extracelular para o intracelular. O célcio ativa os receptores
RyR, que também podem ser vistos como canais idnicos que, quando ativados,
permitem que o calcio estocado no reticulo sarcoplasmatico seja liberado em favor de
seu gradiente eletroquimico. O calcio liberado ird ativar a maquinaria contratil,
deflagrando a contragdo celular.

Ap0s o processo de contragdo, o célcio precisa ser recapturado para que o ciclo
de contracdo cesse, € possa ser reiniciado posteriormente. Tal fungdo ¢ desempenhada,
inicialmente, pela SERCA2A, que as custas de ATP, consegue restabelecer o gradiente
eletroquimico para o calcio, bombeando o ion do citosol para o limen do RS. Esta
bomba ¢ responsavel por cerca de 70 a 90% da recaptura do Ca>" liberado no processo
de contragdo, variando de acordo com a espécie. Além disso, o trocador Na/Ca também
tem sua atividade estimulada no periodo de relaxamento (extrusao de calcio). Ele ¢
responsavel por 7-20% da extrusdo do ion calcio, dependendo da espécie. O restante do
calcio ¢ recapturado pelos transportadores mitocondriais, ou € transportado para fora da
célula pela bomba de Ca®" da sarcolema. Dessa forma, apos o processo de recaptura de
calcio, a célula esta novamente apta a realizar a contracao celular (Bers, 2008). A figura

5 ilustra o processo descrito.
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Figura 5: Transporte de Calcio, ativacdo dos miofilamentos e manuseio de Ca2+
pela mitocondria em miécito ventricular. O Fluxo de Ca** e o ciclo de Ca®",
induzindo liberagdo de Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico (SR) através do canal de
rianodina (RyR), ativa os miofilamentos. O Ca*" liga-se a troponina C (TnC) e, ao
favorecer a interagao da TnC com a troponina I (Tnl), faz com que a Tnl se desloque do
sitio ativo da actina, permitindo o deslocamento da tropomiosina (TmT) e da troponina
T (TnT), o que permite a interagdo miosina-actina. Apds a ocorréncia da contragdo, o
Ca”" ¢ recaptado principalmente pela bomba de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico (ATP),
a qual tem sua atividade modulada pela fosfolambana (PLB). Adicionalmente, o Ca*"
pode ser transportado para o interior da mitocondria via o transportador uniporte de
Ca*" e colocado no citoplasma pelo transportador antiporte Na/Ca (NCX). O sodio é
colocado para fora da mitocondria gracas a presenca de uma bomba eletroneutra Na/H
(NHX), e os H' sdo exportados pela cadeia transportadora de elétrons, sendo essa
extrusdo acoplada a geracio de ATP. O aumento no Ca’" mitocondrial ativa
desidrogenases que provem espécies reduzidas (NADH) para estimular a sintese de
ATP. O gradiente potencial estabelecido pela mitocondria ¢ mantido gragas ao auxilio
do poro de permeabilidade transitéria mitocondrial, que ¢ composto pelo canal aniénico

dependente de voltagem (VDAC), translocador de nucleotideo adenina e ciclofilidina D
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(Adaptado de Bers, 2008). O inset representa o acoplamento eletromecanico existente
na célula cardiaca. A onda inicial, o potencial de agdo, causa um aumento transitorio na
[Ca®"}], seguido pela contragdo celular. Cessado o estimulo elétrico, a liberagdo de Ca**
¢ findada, e a [Ca®']; retorna para os valores basais, gragas & atuagdo das bombas e
transportadores de Ca®’, permitindo assim o relaxamento do midcito ventricular

cardiaco. (Adaptado de Bers, 2002).

Doencas Cardiacas

As doengas cardiovasculares (DVCs) emergiram como doengas cronicas
prevalentes em muitas partes do mundo e agora, ao longo do séc XXI irdo se tornar a
principal causa de invalidez e morte em todo o globo. Dados epidemiologicos mostram
que no comego do séc XX, as DVCs eram responsaveis por menos de 10% de todas as
mortes em todo o mundo. Ja no comego do século XXI, as DVCs eram responsaveis por
pelo menos metade de todas as mortes no mundo desenvolvido e por 25% no mundo em
desenvolvimento (OMS, 2002). Além disso, por volta de 2020, as DVCs serdo
responsaveis por extinguir 25 milhdes de vidas a cada ano e que a doenga cardiaca
coronariana superara as doengas infecciosas como a causa numero 1 de morte e de
invalidez. Dentre as doencas cardiacas, podemos dizer que a cardiomiopatia
hipertréfica, miocardite e a insuficiéncia miocardica, sdo 0os mais recorrentes na origem

de problemas cardiovasculares (Zipes et al., 2006).

Hipertrofia do midcito cardiaco

Hipertrofia cardiaca ¢ uma resposta do miocardio aos varios estimulos,
patolégicos e fisioldgicos, mecanicos e hormonais, que causam uma sobrecarga de
trabalho ao coragdao. O mecanismo basico de adaptacao do coragdo, quando sujeito a
uma sobrecarga de trabalho, ¢ causar um aumento na sua massa muscular.
Cardiomiocitos expandem seu tamanho e aumentam sua sintese de proteinas através da
inicializacdo de uma resposta hipertrofica (Selvetella e Lembo, 2005). O aumento da
carga no coracao causa a liberagdo e secrecdo de mediadores neurohumorais, fatores de

crescimento e citocinas, que contribuem para o aumento da massa cardiaca. Diversas
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moléculas tém sido descritas como possuidoras de papéis importantes na modulagdo do
remodelamento cardiaco observado no quadro de hipertrofia. Entre essas moléculas,
pode-se destacar angiotensina II, endotelina-1, fator bésico de crescimento do
fibroblasto, interleucina-6, dentre outros (Tarone e Lembo, 2003; Lips, et al., 2003).
Existem diferentes vias envolvidas na ativagdo da resposta hipertrofica, formando uma
complexa rede de estimulos, que culminam na resposta final de crescimento da célula

cardiaca. Um sumario dessas respostas ¢ apresentado na figura 6.
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Figura 6: Estimulos que induzem a hipertrofia em célula muscular cardiaca. A
sinalizagdo que inicia o processo ¢ mostrada no exterior celular, sendo os intermediarios
que transduzem esse final constituido por varias cinases e fosfatases, que sao ilustradas
no meio da figura. O nucleo € o efetor final, e est4 representado na parte inferior. ANP,
peptideo natriurético atrial; Ang II, angiotensina II, BNP, peptideo natriurético do tipo
B; CaMK, cinase dependente de calmodulina; CDK, cinase dependente de ciclina;
DAG, diacilglicerol; EGF, fator de crescimento epidermal; Endo-1, endotelina-1; ERK,
cinase regulada por sinal extracelular; FGF, fator de crescimento de fibroblasto; FGFR,
receptor do FGF; GC-A, guanil cliclase-A; GPCR, receptor acoplado a proteina-G;
GSK3p, glicogenio sintase cinase; 3-f HDAC, deacetilase de histona; [kB, inibidor do
NF-kB. IGF-I fator-1 de crescimento similar a insulina; IKK, inibidor da NF-«B; IP3,
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inositol-1,4,5-trisfosfato; JNK, cinase c-Jun N-terminal; MAPKKK, proteina cinase
cinase cinase ativadora de mitogeno; MAPKKKK, MAPKKK cinase; MEF, fator
ativador do midcito; MEK, proteina cinase cinase ativadora de mitégeno; mTOR, alvo
de mamiferos da rapamicina; NFAT, fator nuclear de células T ativadas; NF-kB, fator
nuclear xB; NIK, cinase indutora de NF-«xB; PDK, cinase dependente de
fosfoinositideo; PI3K, cinase-3 fosfatitilinositol; PKB, proteina cinase B; proteina
cinase C; PKD, proteina cinase D; PLA2, fosfolipase A2; PLC, fosfolipase C; Pol II,
polimerase II de RNA, RKT, receptor tirosino-cinase; TAK, TGF-p, cinase ativada;
TGF-b, fator-b de transformac¢do do crescimento; TGFR, receptor TGF; TNF-a., fator-
o de necrose tumoral; TNFR, receptor do TNF-a. Adaptado de Heineke e Molkentin
(2000).

Miocardite

A miocardite ¢ um processo inflamatdrio, cuja origem pode ser microbiana (por
protozoarios - como o Trypanosoma cruzi -, viral, bacteriana ou fungica) ou de causa
idiopatica. De uma forma geral, a entidade inflamatoria se aloja no tecido cardiaco,
gerando a ativagdo da resposta humoral e celular do sistema imunoldgico do hospedeiro.
A ativacdo da imunidade inata, que ¢ uma resposta inicial (melhor discutida
posteriormente), ou da imunidade adaptativa, em uma resposta inflamatoria cronica,
leva a ativacdo de diferentes tipos celulares, culminando com a produgdo local de
moléculas citotoxicas, que tem como objetivo final, encerrar a infec¢do localizada.
Dentre as moléculas produzidas, temos as citocinas, sendo que muitas delas vém sendo
estudadas por diferentes grupos (Kolattukudy et al., 1998, Goldhaber et al., 1996,
Krown et al., 1996). Evidéncias mostram que essas moléculas sdo capazes de modular
diretamente a funcao da célula muscular cardiaca, podendo deprimir ou potencializar a
funcdo contratil do cardiomidcito, provavelmente por interferirem na dinamica
intracelular de calcio (Roman-Campos et al., 2009, Goldhaber et al., 1996, Krown et al.,
1996). A miocardite pode induzir diferentes alteragcdes na fisiologia cardiaca, levando a
infarto, microaneurismas, taquicardia ventricular, dentre varias outras mainifestagoes.

A manifestacdo de cada uma dessas caracteristicas patologicas dependerda do

grau da miocardite que pode ser: fulminante, associada a uma disfungdo ventricular
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grave; subaguda, caracterizada por uma reducdo moderada da fun¢do do miocardio;
cronica persistente, com fungdo ventricular normal e cronica ativa, que se assemelha a
subaguda quanto a disfuncdo ventricular, com a distingdo que ja estd instalada hd um
longo periodo, que geralmente culmina com a instalacdo de uma cardiopatia nao
dilatada (Zipes et al., 2006). Apesar da importancia da miocardite como origem de
importantes processos descompensatorios da fungao ventricular, pouco se conhece sobre
a evolugdo e participagdo da miocardite no remodelamento celular dos midcitos

cardiacos.

Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ o estado fisiopatologico em que o coracdo ¢
incapaz de bombear sangue em quantidade suficiente para suprir as necessidades
metabolicas dos tecidos ou s6 pode fazé-lo a elevadas pressdes de enchimento. Além
disso, ela ¢ uma sindrome clinica complexa, que pode decorrer de qualquer transtorno
estrutural ou funcional cardiaco que prejudique a capacidade dos ventriculos de se
encherem de sangue ou de ejetarem o sangue. A insuficiéncia é causada freqlientemente,
porém ndo em todos os casos, por um defeito na contracdo do miocardio; ou seja, por
insuficiéncia miocardica. A insuficiéncia cardiaca pode ser causada por morte de
miocitos, disfun¢ao dos miocitos, remodelamento ventricular (incluindo remodelamento
de matriz), ou a combinagdo desses fatores. A insuficiéncia do miocéardio pode estar
associada a disfuncdo sistolica, disfungdo diastdlica ou, mais comumente, a ambas
(Zipes et al., 20006).

O coragdo ¢ um oOrgdo com uma capacidade finita de manter o desempenho
cardiaco na presenga de uma sobrecarga hemodinamica. Quando essa sobrecarga ¢
mantida cronicamente, os mecanismos adaptativos passam a ser nao adaptativos,
culminando com a instalagao da IC.

Apesar de controvérsias existentes acerca da insuficiéncia miocardica presente
na IC, ¢ consenso que existe uma reducdo da capacidade contratil da célula cardiaca.
Existem diversos mecanismos propostos para explicar a redugdo da capacidade contratil
do miocardio, bem como uma desaceleragdo do relaxamento. Dentre os diversos
estudos, um dos dados menos controversos ¢ que existe uma reducdo tanto da expressao

quanto da atividade da SERCA2A (Vanderheyden et al., 2008; Gwathmey et at., 1987),

23



o que auxilia a explicar o retardo no processo de relaxamento da célula cardiaca. Além
disso, outro achado importante ¢ que existe uma superexpressao da Inaxca (Hasenfuss et
al., 1999), o que causa um aumento da competicdo do calcio liberado no relaxamento
entre Inaxca € SERCA2A, desta forma contribuindo para uma redugdo, a longo prazo, do
contetido do reticulo sarcoplasmatico de Ca”", outro fato bem caracterizado em modelos
de IC (Terracciano et al., 2004; Denvir et al., 1995). Além das caracteristicas alteragdes
na dindmica de célcio presentes na IC, existem também alteragdes, principalmente nas
correntes de potassio do tipo I, e Ik, as quais estdo reduzidas na IC, sendo que elas
contribuem para um aumento do tempo para repolarizagdo do PA observado na grande
maioria dos modelos de IC (Beuckelmann et al., 1993; Knollmann et al., 2000; Roman-
Campos et al., 2010), porém nao obrigatoriamente se observa uma alteragdo na da I, e

do PA em IC (Roman-Campos et al., 2009).

Oxido Nitrico x Insuficiéncia Cardiaca

Embora muitos estudos demonstrem uma relagdo entre uma expressao/atividade
alterada da eNOS e disfuncdo contratil no coracdo, uma ligacdo concreta entre doenca e
eNOS ainda ¢ controversa (Massion et al., 2003). Isso se deve ao fato de que a delegdo
do gene da eNOS em modelo murino ndo produz efeito significativo no remodelamento
ventricular apds infarto do miocardio (Scherrer-Crosbie et al., 2001), enquanto que uma
superexpressdo de eNOS mostrou-se benéfica (Jansses et al., 2004).

Diferentemente do proposto acima, estudos recentes t€ém demonstrado que
inibicdo de nNOS pode diferir entre coracdes saudaveis e apresentando quadro de
insuficiéncia cardiaca. Tanto a atividade quando a expressdo da nNOS estdo aumentadas
em diferentes modelos de injuria cardiaca (Dawson et al., 2005), inclusive na IC (Damy
et al., 2004).

Ja para a forma induzida da NO, a iNOS, os estudos sdo mais recentes e ainda
poucas conclusdes podem ser tiradas sobre sua contribuicdo para o estabelecimento do
remodelamento cardiaco na IC. Um dos dados mais consistentes sobre a participagdo da
iNOS ¢é que ela esta superexpressa/ativa (Liu et al., 2005; Zhang et al 2007) na doenca
em questdo, € que a inibigdo especifica de sua isoforma por S-metilisotiolureia

melhorou a func¢do cardiaca, em um modelo canino de IC (Chen et al., 2002).
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Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), uma zoonose causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, ¢ encontrada desde o sul dos Estados Unidos até a provincia de Chubut, na
Patagdonia Argentina. Em virtude de sua alta prevaléncia, morbidade e mortalidade, a
DC constitui um dos mais graves problemas médico-sociais das Américas do Sul,
Central e do México. Atualmente estima-se que 10 milhdes de pessoas estejam
infectadas com o T. cruzi, sendo que a sua maioria reside na Americana Latina, onde ¢
uma doenga endémica. Adicionalmente, mais de 25 milhdes de pessoas vivem em areas
de risco. Além disso, em 2008 cerca de 10.000 pessoas morreram em decorréncia da
infec¢do por T. cruzi. (OMS, 2010). Em 1993, foi estimado pelo Banco Mundial, o
impacto socioecondmico da DC nas Américas. Ela causa um onus a vida do trabalhador

maior do que todas as outras doengas tropicais em conjunto.

Agente etioldgico da doenga de Chagas (Trypanosoma cruzi), seu vetor invetrabrado

(Triatoma infestans) e ciclo de vida

Do ponto de vista taxondmico, O T. cruzi pertence ao reino Protozoa, filo
Euglenozoa, classe Kinetoplastidea, ordem Trypanosomatida, familia
Trypanosomatidae, genero Trypanosoma.

O agente etioldégico da DC ¢ transmitido ao homem, principalmente por seu
hospedeiro invertebrado hemat6fago, conhecido popularmente como barbeiro. Ele
pertence a classe Insecta, ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, em que estdo agrupados os vetores do Trypanosoma cruzi, que sdo
separados dos outros reduviideos por seu hematofagismo. As principais espécies
associadas a transmissdo de T cruzi, sdo Triatoma infestans, Panstrongylus megistus,
Rhodnius prolixus, Triatoma brasiliensis, Triatoma rubrosfasciata e Triatoma sordida,
sendo o primeiro o mais importante (Brener at al., 2000).

O ciclo natural de T. cruzi, que envolve o ser humano como hospedeiro, ¢
resumido na figura 7. Um inseto infectado, membro da subfamilia Triatominae, se
alimenta do sangue do hospedeiro vertebrado (no caso, o homem), eliminando durante o

repasto fezes proximas ao local. As fezes contém T. cruzi, na forma epimastigota e
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tripomastigota metaciclica. Essas entram no hospedeiro vertebrado através da ferida
aberta durante a alimentagdo do inseto. Dentro do hospedeiro, o T. cruzi em sua forma
tripomastigota ¢ capaz de parasitar diferentes células. No interior das células, se
diferenciam em amastigotas, iniciando o processo de replicacdo. Em seguida, apos
determinado nimero de ciclos de crescimento, de forma sincronizada, se transformam
em tripomastigotas, causando a lise da célula infectada e liberando no intersticio ou na
circulagdo sanguinea T. cruzi em sua forma tripomastigota, na sua grande maioria. Esses
sdo capazes de infectar outras células, ou reiniciar o ciclo, quando um Triatominae nao

infectado pica o hospedeiro vertebrado infectado (Andrade e Andrews, 2005).

Vetor Reduviidae

Epimastigota e
tripomastigota metaciclico

w circulagdo sanguinea

¥
v

-_— . ]
)

~

Tripomastigota na

Tripomastigota
metaciclico

Tripomastigota Invasdo celular

Figura 7: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Adaptado de (Andrade ¢ Andrews,
2005).

Apesar de ndo existir uma classificagao filogenética para a diversidade biologica
encontrada em T. cruzi, existe a tentativa de agrupa-los de acordo com a evolugdo de
seu ciclo e suas caracteristicas no seu hospedeiro vertebrado, bem como o seu padrio
isoenzimatico. Essas atribui¢des permitiram a criagao de trés grupos, ou zimodemas 1, 2
e 3. Em fungdo da falta de reprodugdo sexuada nesse grupo, que se faz principalmente
por divisdo binaria, a diversidade biologica de seus grupos pode ser atribuida
principalmente pela evolucdo independente de multiplas linhas clonais, gerando assim

distintas cepas de T. cruzi (Brener at al., 2000).
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Resposta imune a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi

A maioria do conhecimento bésico sobre a interagdo do parasito e a resposta
imunolédgica do hospedeiro vertebrado deve-se a diversos modelos murinos, que até
certo ponto apresentam um paralelismo com o sistema imune de humanos. De forma
semelhante a outras infecgdes, o T. cruzi leva a ativagdo de distindos componentes do
sistema imune, com ativacdo seqlienciada da resposta imune inata e adaptativa, em seus
componentes humoral e celular.

A resposta imune inata humoral iniciada por T. cruzi deve-se principalmente a
ativacdo da via alternativa do complemento. Entretanto, a forma infectiva do parasito (a
tripomastigota) ¢ capaz de evadir-se dessa resposta, sendo imune a ela. Essa habilidade
estd associada a expressdo de diferentes proteinas na superficie do parasita, com
propriedades de desestabilizar a C3-convertase depositada, inativando dessa forma a via
alternativa do complemento. Esta tal habilidade proporciona ao parasita a capacidade de
infectar com sucesso diferentes células do hospedeiro (Rimoldi et al., 1988).

O controle do crescimento do parasita no hospedeiro vertebrado deve-se
principalmente a ativacdo de diferentes células do sistema imune, que sdo capazes de
sintetizar diferentes moléculas com habilidade de controlar a reproducdo do parasito no
hospedeiro. Quando o T. cruzi infecta os macrofagos do hospedeiro, esse secreta a
interleucina-12, que ¢ capaz de ativar células NK (natural killer) a produzirem a
citocina IFN-y (Aliberti et al.,, 1996). Esta age potencializando a resposta
antimicrobicida de macrdfagos, contribuindo para a eliminagdo do parasita. Além disso,
o TNF-a produzido pelos macrofagos atua sinergicamente a atividade da IL-12 e IFN-
Y. A principal funcdo do IFN-y na fisiologia do macréfago durante a infec¢do deve-se a
sua habilidade em estimular essa célula a produzir 6xido nitrico (Gazzinelli et al., 1992),
o qual é um importante microbicida, com atividade toxica sobre o T. cruzi. Nesse caso,
essas moléculas sao produzidas no sitio da infeccao. Entretanto, a produgdo cronica e
exacerbada de NO pode gerar dano tecidual ndo especifico (Fukai, 2009), constituindo-
se um importante mecanismo envolvido no desenvolvimento da cardiopatia observada
na fase cronica da doenca de Chagas. Adicionalmente, a produgdo de diferentes
atratores moleculares (as adressinas - moléculas de adesao como ELAM, VCAM e

ICAM, dentre outras), favorece a migracdo dessas células para diferentes sitios de
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infec¢do, desenvolvendo assim uma resposta inflamatéria em diferentes orgdos do
hospedeiro (Laucella et al., 1996; Souto et al., 2010).

Apds a ativacdo da imunidade inata, ¢ necessario que ocorra uma reducdo da
resposta inflamatéria do hospedeiro ao parasito, para que os danos inespecificos
causados pela resposta ao parasito sejam reduzidos. Essa resposta ¢ regulara pela
producgdo de diferentes citocinas antiinflamatorias, como a IL-10 e TGF-B (Howard et
al., 1993). Elas, sdo capazes de reduzir a produgdo de 6xido nitrico pelos macrofagos,
modulando dessa forma a resposta imune celular inata (Gazzinelli et al., 1992).
Importante de ser mencionado que o TGF-, por ser produzido por uma gama de células
ndo linféides, constituindo-se um importante mecanismo para o controle da replica¢ao
de T. cruzi em células que nao linfoides.

A resposta imune adaptativa ¢ uma resposta complexa originada no hospedeiro,
que, associada a apresentacdo de antigeno, tenta propiciar uma resposta mais especifica
ao patdégeno em questdo, com a produgdo de anticorpos pelos linfocitos B ( no caso da
infec¢do pro T. cruzi anticorpos liticos) e a diferencia¢do de células T CD 4 ¢ T CD 8
para o reconhecimento de células infectadas do hospedeiro que precisam ser eliminadas.
A resposta imune adaptativa celular, resumidamente, ocorre quando células dendriticas
estimulam células T naive a se diferenciarem em células T CD4 Thl e Th2, que
possuem perfil especifico de producao de citocinas. No curso da doenga de Chagas,
ocorre uma resposta do Tipo Thl, com produgao principalmente de IL-2, TNF-a e IFN-
y. Além disso, ocorre a diferenciagdo de células T naive em células T CD8 com sua
ativacdo principalmente pela IL-2, que ¢ produzida majoritariamente por linfécito T
ativado por macréfagos. Cada uma das células estd envolvida em processos celulares
distintos. As células T CD4 estao envolvidas no reconhecimento de células do sistema
linféide infectadas pelo T. cruzi, devido ao reconhecimento do MHC-II. Ja as células T
CD8 estio envolvidas no reconhecimento de células ndo-linfoides, devido a
apresentagdo pelo MHC-I. As células T CDS8 sdo fundamentais, pois permitem ao
sistema imune reconhecer células que ndo do sistema linféide e que foram infectadas
por T. cruzi. Isso ¢ de suma importancia, tendo em vista a capacidade infectiva do
parasito ser estendida a basicamente todas as células do hospedeiro vertebrado (Brener
et al., 2000; para uma revisdo mais atual e completa ver Guitierrez et al., 2009). Cada
uma das células mencionadas produz mediadores quimicos especificos, tais como

diferentes citocinas e quimiocinas, que permitem a modula¢do do sistema imune para
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eliminar o parasito. A necessidade de ativagdo da resposta imune adaptativa ¢ de
extrema importancia, tendo em vista o carater cronico da infec¢do por T. cruzi.
Inicialmente, pensava-se que na fase cronica da infeccdo existisse uma completa
eliminagdo do parasito pelo sistema imune do hospedeiro, sendo que a inflamagao
cronica observada em diferentes modelos era atribuida, principalmente, a um carater
auto-imune da doenca de Chagas (Egman e Leon, 2002).

O carater auto-imune da DC foi atribuido, principalmente, a deteccdo de
diferentes auto-anticorpos detectados durante o curso temporal da DC (Borba e Sterin-
Borba, 1996, Cunha-Neto et al., 1995). Contudo, essa hipdtese vem sendo colocada a
prova, ja que técnicas modernas de biologia molecular permitem, atualmente, através do
PCR, detectar-se a presenca do parasito no sangue, bem como em diferentes 6rgaos, p.
ex., 0 coracdo (Anez et al,, 1999). Tal apresenta¢do continua de antigenos observada na
DC pode explicar a inflamag@o cronica observada na doenga, que em associacdo com
outros fatores, contribui para o estabelecimento da cardiopatia dilatada observada no
estagio final da doenca. Um resumo simplificado da ativagao da resposta imune inata e

0 sua conexao com a ativacao da resposta imune adaptativa ¢ apresentado na figura 8.

Figura 8: Principais componentes da resposta imune inata e adaptativa. O T. cruzi
(retdngulos pretos), quando parasita seu hospedeiro, infecta os macréfagos (Mac),
recrutando células natural killer (NK), sendo que outras células ndo ilustradas também
sdo recrutadas. Esse processo de interacdo Mac-NK envolve a produgdo/secre¢do de
IFN-y,TNF-a, IL-12 ¢ outras moléculas. O IFN-y produzido pelas NK potencializa a
resposta microbicida do Mac, levando a uma elevada producdo de oOxido nitrico,
induzindo a morte de alguns T. cruzi que parazitam os Mac (retangulos brancos). Esses

estimulos levam a uma resposta do Mac, que comega a produzir em grande quantidade

29



moléculas MHC da classe II (retangulos continuos na membrana do Mac) e I
(retangulos pontilhados na membrana do Mac). Assim o Mac pode interagir com TCDS8
e TCD4, com uma resposta do tipo Thl. A origem das células TCD4 e TCDS8 sao
distintas. Essa intera¢do potencializa ainda mais a resposta do Mac contra o T. cruzi.
Os componentes ilustrados nesta figura representam a resposta inflamatéria basica
envolvidas na ativacdo da resposta imune inata e adaptativa durante a infec¢ao por T.
cruzi. Os componentes envolvidos no controle da inflamagao, como IL-10 e TFG-f, ndo

sdo apresentados neste esquema. Adaptado de (Brener et al., 2000).

Um detalhe importante envolvendo os diferentes modelos de camundongo
utilizados no estudo da DC esta no carater especifico de diferentes linhagens. Esta bem
demonstrado que, dependendo da linhagem utilizada, um determinado fendtipo sera
observado. Isso se deve principalmente a habilidade de uma determinada linhagem
produzir uma resposta imune diferencial em relagdo a outra. Por exemplo, camundongos
C57BL6 possuem uma producdo inicial maior de IL-2 quando comparados ao
camundongo C3H, o que confere ao primeiro uma maior resisténcia a infeccao (Zhang e

Tarleton , 1996).

Aspectos cardiacos da infeccdo por T. cruzi: manifestacdes da fase aguda e cronica e

influéncia da cepa

A doenga de Chagas pode ser dividida basicamente em duas fases: aguda e
cronica. Na fase aguda da DC ocorre uma grande expansao do niimero de parasitos na
circulacdo sanguinea, bem como o numero de ninhos observado no tecido cardiaco.
Apds o controle da parasitemia, realizada gracas a um processo sinérgico entre
imunidade inata e adaptativa, ocorre uma reducao significativa do numero de parasitos
circulantes, sendo dificil sua detec¢do por métodos classicos. Para a deteccdo de
parasitos nessa fase da infec¢do, geralmente ¢ necessario a utilizacdo de técnicas de

biologia molecular.
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Fase aguda

A mortalidade associada a fase aguda ¢ reduzida. Considerando os aspectos
cardiopatologicos da fase aguda, ocorrem diversos processos que podem originar um
remodelamento eletromecanico no coragao. Nessa fase ¢ possivel se detectar um
infiltrado inflamatorio mononuclear, congestao aguda e edema (dos Santos et al., 2001).
A principal conseqiiéncia do intenso infiltrado inflamatério observado na fase aguda ¢
sua capacidade em originar uma intensa miocardite difusa, que pode originar dano ao
mibcito cardiaco, bem como ao sistema de vasos e inervagdo do coracdo. Apesar da
associacao entre n.° parasitos e miocardite parecer Obvia, diferentes dados da literatura
demonstram que ndo existe uma relagao clara nesse aspecto, sendo que alguns pontos
atribuidos a essa falta de correlacdo sejam a resposta imune diferencial associada as
diferentes cepas de T. cruzi, bem como ao tropismo preferencial apresentado pelas
diferentes cepas por tecidos especificos (Souza et al., 1996). Além disso, na fase aguda
¢ observada uma desnervagdo do sistema autondmico do coragdo, principalmente
relacionada a uma destruicdo dos neurdnios parassimpaticos e simpaticos (Machado e
Ribeiro, 1989;). As manifestacdes clinicas caracteristicas da DC na fase aguda sdo a
taquicardia, a ligeira hipertrofia ventricular, e as altera¢gdes marcantes no ECG, como
alternancia de onda P (dissocia¢do atrio-ventricular), distirbios de repolarizagao,
arritmias diversas, dentre outras (Brener et al., 2000).

Do ponto de vista celular, pouco se sabe sobre as possiveis alteragdes
eletromecanicas que possivelmente ocorrem na DC na fase aguda. Considerando as
alteragdes mecanicas do midcito ventricular, alguns trabalhos ja demonstram uma
reducdo na capacidade contratil do midcito de animais infectados (Roman-Campos et
al., 2009; Fernandez-Culasso et al., 1991), porém os mecanismos celulares associados a
reduzida fun¢do da célula muscular cardiaca ainda ndo sdo conhecidos. Do ponto de
vista das alteracoes da atividade elétrica dos midcitos cardiacos na fase aguda, pouco ¢
conhecido. Um dos poucos relatos da literatura indica que ocorre um remodelamento
elétrico da célula muscular cardiaca, com alteragdes marcantes na condutancia ao
potassio, que resultam em alteragdes no potencial de acdo cardiaco (Paciorretty et al.,
1995). Em um outro modelo de estudo, células musculares cardiacas agudamente
infectadas em cultura com Trypanosoma cruzi demonstraram um aumento no

automatismo da célula (Aprigliano et al., 1993). Interessantemente, em outro estudo foi
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observada uma redu¢do na conexao célula-célula (principalmente redugdo de conexina)
de animais infectados com T. cruzi, sendo que esse poderia ser um dos substratos para
os problemas de condugdo ventricular encontrados recorrentemente na doenca de
Chagas (de Carvalho et al., 1992). Além disso, ¢ suposto um importante papel no
remodelamento da dindmica de célcio intracelular de células do hospedeiro, dentre elas,
o midcito ventricular (Tardieux et al., 1994, Barr et al., 1996 ). Porém, dados diretos, até

0 momento, ndo sdo encontrados na literatura, no que se refere a modelos de infectados.

Fase cronica

A manifestagdo cardiaca observada na fase cronica da DC ¢ um dos principais
problemas decorrentes da infec¢io por T. cruzi. Ao redor de 30-40% das pessoas
infectadas irdo desenvolver, ao longo dos anos, o quadro sintomatico e fisiopatologico
da fase cronica da DC (OMS, 2010). Nessa fase da doencga, a detec¢do do parasito no
hospedeiro se torna dificil. Entretanto, ¢ possivel a deteccdo de uma inflamagao cronica
no tecido cardiaco, a despeito de um baixo ntimero de T. cruzi no 6rgao em questdo. As
alteracdes marcantes observadas nessa fase da doenca sdo o aspecto volumoso do
cora¢do, em fungdo da dilatagio de ambas as camaras cardiacas, com eventual
prevaléncia do ventriculo direito, com hipertrofia do musculo cardiaco (Brener et al.,
2000; Andrade et al., 1978). O infiltrado inflamatorio observado ¢ predominantemente
mononuclear difuso, sendo observado em conjunto uma fibrose profunda, tanto nas
células ventriculares como no sistema condutor (Postan et al., 1986; Andrade et al.,
1978). Além disso, ¢ observado na interface fibrose infiltrado inflamatério/célula
muscular cardiaca um comprometimento das células musculares, com alteracdo de sua
forma. Além de o infiltrado inflamatorio ser recorrente na vizinhanga das células
musculares, ¢ possivel encontrar o mesmo infiltrado ao longo de todo o tecido
excitocondutor do coragdo, o que pode contribuir para as constantes alteragdes elétricas
encontradas nessa fase da patologia, como bloqueio total/parcial de ramo direito e
parcial de ramo esquerdo, bem como atrofia do nodo sinusal e destrui¢ao difusa do nodo
atrio-ventricular (Brener et al., 2000). Uma outra caracteristica importante dessa fase da
DC ¢ que em muitos modelos ocorre recobro da neurogeneracdo observada na fase
aguda (Machado e Ribeiro, 1989; Machado et al., 1987). As alteracdes no sistema

condutor do coracdao na fase cronica, bem como possiveis alteracdes das propriedades
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elétricas do miocito cardiaco, contribuem de forma conjunta para a taquicardia
ventricular sustentada, causada principalmente pelo fenomeno de reentrada (Scanavacca
e Sosa, 1994). Apesar da importancia desse fendmeno para as mortes associadas a essa

fase da doenga, pouco se sabe sobre as bases celulares de sua génese.

Influéncia da cepa

Em fungdo das -caracteristicas genéticas e biologicas (p. ex. tropismo
preferencial por determinado tecido) que constituem as diferentes cepas de T. cruzi, os
resultados obtidos em modelos utilizando camundongos podem ser bem distintos.
Considerando as 3 zimodemas, quanto ao curso temporal da infeccdo a I apresenta o
pico da parasitemia ao redor do 10° dia pos-infeccao, a II ao redor de 20 dias, e a III ao
redor de 30-40 dias pds infec¢do (Brener et al., 2000). Como exemplo da zimodema I
tem-se a cepa Y, da Il a 21 SF e da III a cepa colombiana.

Como caracteristica da zimodema I tem-se lesdes miocéardicas inflamatorias na
fase aguda, com tropismo dessa cepa para células do tecido cardiaco e nervoso,
principalmente. Nos modelos utilizando essa cepa, foi observada intensa degeneracdo
do sistema nervoso autondmico, principalmente do componente parassimpatico. Ja para
as cepas da zimodema III, tem-se nitido miotropismo na fase aguda, com lesdes
miocérdicas proeminentes (Brener et al., 2000).

Uma caracteristica importante de um estudo realizado com a cepa colombiana
foi que esse modelo desenvolveu progressiva hipertrofia, com dilatacdo da camara
ventricular direita, similar ao que ocorre no homem (Kumar et al., 1969). Essa

caracteristica ndo foi observada em outras cepas de T. cruzi.

Estresse oxidativo e Infeccdo por T. cruzi

A producdo de espécies reativas de oxigénio em condi¢des ndo estressantes
ocorre, normalmente, na grande maioria das células do hospedeiro vertebrado,
. . A . , . *_ .. .
principalmente devida ao escape de anio superoxido (O, °) principalmente da cadeia

transportadora de elétrons e enzimas microssomais com atividade redox (Fisher, 2009).
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O O, possui um importante papel no controle da homeostase celular,
promovendo altera¢dao no estado redox de diferentes proteinas, podendo modular a sua
fosforilacdo, culminando assim no controle da proliferagdo e sobrevivéncia celular
(Forman et al., 2004). Porém, durante infec¢ao por algum agente microbiano, como por
exemplo durante a infec¢@o por T. cruzi, ocorre um aumento generalizado em diferentes
células do hospedeiro vertebrado, com o objetivo de eliminar o parasito (Alvarez et al.,
2004), sendo que esse aumento exagerado pode desempenhar um efeito deletério nas
células do proprio hospedeiro (Bendall et al., 2002).

Devida a importancia da sinalizagdo por O, ", ocorre uma compartimentalizagio
da sua produgdo, na tentativa de delimitar a acdo dessa substancia (Fisher, 2009). A
geracao de superoxido pelas diferentes células do hospedeiro diferencia-se quanto ao
tipo celular. Em células fagociticas, a producdo de superoxido tem como fungdo
primaria eliminar o parasito, j& nas demais células tem como principal objetivo ativar
diferentes rotas de sinalizagdo (Fisher, 2009). Alguns dos principais componentes
envolvidos na producao de superoxido sdao as proteinas do complexo NADPH-oxidase,
sendo formado por NOXI-5, e duas adicionais DUOX (para oxidase dual, que ndo
possui evidéncia de importante papel no sistema cardiovascular). As NOX sdo
expressas em diferentes células, sendo sua expressdao regulada por distindas rotas de
sinalizagdo. Basicamente, as NOX sdao constituidas por um nucleo presente na
membrana dos diferentes compartimentos celulares, formado por uma glicoproteina (gp)
e uma outra proteina (p) (ausente em NOX-5). Além disso, diferentes componentes do
meio intracelular sdo recrutados durante a ativa¢do da atividade da NADPH-oxidase,
sendo esse estimulo variado, como bacterias opsonizadas, diferentes citocinas ou
lipopolissacarides de bactérias, sendo essas subunidades auxiliares necessarias para
atividade da NOX1-3 (Akki et al., 2009). Em células cardiacas, at¢ o momento foram
detectadas NOX-2 e 4, sendo a localizagdo da NOX-2 predominante na membrana
celular e em algumas organelas membranosas. J4 a NOX-4 ¢ localizada principalmente
na mitocondria, sendo constitutivamente ativa. A a¢do do superdxido (produgdo direta)
e do peréxido de hidrogénio (H,O,) (produgdo indireta) por NOX-2 envolve
participagdo de canais de cloreto do tipo 3 (CIC-3) (Hawkins et al., 2007) e aquaporinas,
respectivamente (Fisher, 2009). A difusao peroxido de hidrogénio (H,O,), porém, pode

ocorrer livremente pela membrana. A atuagdo, tanto de Oz*' quanto de H,O,, ¢
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modulada pela presenga de diferentes proteinas com papel antioxidante, como
superoxido dismutase, catalase e glutationa oxidase.

Apesar da importancia das NOX na geragio de O, durante a infecgdo por T.
cruzi, a maioria dos trabalhos estudou o papel do desacoplamento da cadeia respiratoria
de oxigénio na geragdo de O, . Esses estudos foram realizados por que ocorre um
remodelamento na matriz mitocondrial com a evolucao da infec¢do. Ha uma redugao na
quantidade dos niveis de ATP, atribuida principalmente a um escape de elétrons da
cadeia transportadora de elétrons, que sdo transferidos para o O, molecular,
contribuindo para uma produgdo constante de O, ~ (Vyatkina et al., 2004). Além de ser
observado um aumento na producdo de 0, na infec¢do por T. cruzi, tem-se que o
sistema natural antioxidante estd reduzido em modelo murino, como GSH ¢ MnSOD,
indicando que h4 um desbalango entre producao e neutralizacao das espécies reativas de
oxigénio (Gupta et al., 2009). A importancia do estresse oxidativo pdde ser avaliada em
modelo murino. Em um modelo de infecgdo por T. cruzi, quando os camundongos
foram tratados com uma substancia anti-oxidante (Fenil-N-tert-butilnitrona - PBN), foi
observada uma melhora na atividade da cadeia respiratoria, contribuindo para melhora
dos danos cardiacos observados na fase aguda (Wen et al., 2006). Adicionalmente, em
um modelo de rato, foi demonstrado que a privagdo de vitamina-E agravou o dano
cardiaco e a inervagdo cardiaca durante a fase aguda da doenca, o qual se correlacionou
com um aumento do parasitismo tecidual (Carvalho et al., 2006). Além disso, em
humanos infectados com T. cruzi, foi observada uma redu¢do no estresse oxidativo de
individuos tratados com vitamina-A (Macao et al., 2007)

Como mencionado anteriormente, sabe-se que durante a infecgdo por T. cruzi,
ocorre um aumento generalizado na produgdo de O, -, sendo o papel principal dessa
molecula eliminar o patogeno. Apesar da importancia do O, durante a infecgdo, o
papel que as diferentes fontes de O, possuem na patogénese da doenca de Chagas

ainda permanece desconhecido.
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JUSTIFICATIVA
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A doenga de Chagas ¢ uma morbidade que ainda aflige mais de 10 milhdes de
pessoas. Adicionalmente, mais de 25 milhdes de pessoas vivem em areas de risco. Além
disso, em 2008, cerca de 10.000 pessoas morreram em decorréncia da infec¢ao por T.
cruzi. A resposta imune decorrente da infec¢do por T. cruzi ¢ um processo que ainda
merece estudos, porém os mecanismos basicos envolvidos na eliminagdo do parasito
pelo hospedeiro vertebrado ja foram elucidados.

Desde o inicio das pesquisas sobre a doenca de Chagas, sabe-se que o
envolvimento do coracdo na fisiopatologia ¢ um dos principais responsaveis pelas
mortes observadas, tanto na fase aguda quanto na cronica. Apesar de ser a piora da
fun¢do cardiaca ao longo da infeccao, pouco se sabe sobre a génese da cardiomiopatia.
Poucos estudos até o momento foram realizados, avaliando a fun¢ao da célula cardiaca
em modelos animais infectados. Esse tipo de abordagem experimental permite avaliar
de fato, o que ocorre com as propriedades eletromecanicas da célula cardiaca ao longo
da infecgao.

Adicionalmente, uma correlagdo entre a origem dos problemas cardiacos e a
resposta imunoldgica pode ser uma importante informacdo sobre a habilidade do
sistema imune em modular a fisiologia do tecido cardiaco, sendo que resultados nesse

campo podem ser extrapolados para outras miocardites.
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OBJETIVOS
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Objetivo geral

Determinar as alteracdes eletromecanicas no midcito cardiaco na fase aguda da

doenca de Chagas e avaliar a influéncia de diferentes cepas (colombiana e Y) no

estabelecimento da cardiomiopatia Chagésica.

Objetivos especificos

Avaliar diferentes aspectos da func¢do cardiaca e do miocito cardiaco durante a infec¢do

de camundongos por T. cruzi, a saber:

O curso temporal e a taxa de mortalidade ao longo da infec¢do com a cepa
colombiana.

O curso temporal da producdo de IFN-y, TNF-a e MCP-1 ao longo da infecgao
com a cepa colombiana.

As alteragdes eletrocardiograficas dos animais infectados com a cepa
colombiana com 30 dias pos-infecgao.

A funcao e hipertrofia cardiacas de animais infectados com a cepa colombiana e
com acepa Y de T. cruzi, com 15, 30 e 45 dias pds-infecgdo.

O perfil de contratilidade de células do ventriculo direito e esquerdo com 15, 30
e 45 dias pos-infecgdo, de animais infectados com a cepa colombiana.

O potencial de acgdo, a corrente de potassio retificadora de entrada, a corrente de
potassio transiente de saida e a corrente de calcio do tipo L, em células
musculares do ventriculo direito e esquerdo de animais infectados com a cepa
colombiana, com 15 e 30 dias poés-infeccdo. Avaliar os mesmos parametros em
animais infectados com a cepa Y, porém apenas em células do ventriculo
esquerdo aos 15, 30 e 45 dias pds-infecgao.

A dinamica de célcio intracelular em células do ventriculo esquerdo de animais
infectados com a cepa colombiana com 30 dias pos-infec¢do, determinando o
transiente, a sincronia na liberacdo e os estoques intracelulares de célcio
Comparagao entre os resultados de eletrofisiologia celular do ventriculo direito e
esquerdo, dos animais infectados com a cepa colombiana.

Comparacgao entre os resultados de ecocardiografia e eletrofisiologia celular dos

animais infectados com a cepa Y e colombiana.
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O papel do IFN-y na disfun¢do contratil de células do ventriculo direito e
esquerdo de animais infectados com a cepa colombiana com 15 ¢ 30 dias pos-
infecgao.

A producao basal de 6xido nitrico, em células do ventriculo esquerdo de animais
infectados com a cepa colombiana com 30 dias pds-infec¢ao.

O papel da via PI3Kinase/Oxido Nitrico na modulacio da corrente de calcio do
tipo L em células do ventriculo esquerdo de animais infectados com a cepa
colombiana com 30 dias pds-infecgao.

O papel da produgdo de superéxido na modulagdo da eletrofisiologia celular
(potencial de agdo, a corrente de potassio retificadora de entrada, a corrente de
potéassio transiente de saida e a corrente de célcio do tipo L) de células
musculares do ventriculo esquerdo de animais infectados com a cepa Y com 15
dias pos-infeccao.

A influéncia da reducdo da expressdo da acetilcolinesterase na modulagcdo do
potencial de agdo cardiaco e da corrente de calcio do tipo L, bem como a

resposta -adrenérgica da corrente de célcio do tipo L.
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Grupos Experimentais

Para os experimentos envolvendo a cepa colombiana de T. cruzi foram utilizados
camundongos machos C57BL6 oriundos do biotério de experimentacdo animal da
FIOCRUZ/BH-MG. Para os experimentos envolvendo a cepa Y de T. Cruzi foram
utilizados camundongos machos C57BL6 cedidos pela professora Fabiana Simao
Machado, do Depto. de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas
Gerais. Para os experimentos envolvendo os camundongos machos C57BL6
knockdown (KD) para o transportador vesicular de acetilcolina (VAChT*P) (Prado et
al., 2006) e seus respectivos controles, os animais foram cedidos pela professora Silvia
Guatimosim do Depto. de Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de Minas
Gerais. Para os experimentos envolvendo a cepa Y de T. Cruzi e os camundongos
machos knockout (KO) para gp9lphox™ (Nox-2") (Pollock et al., 1995) e seus
controles, os animais foram fornecidos pela professora Leda Quércia do Depto. de
Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais IFN-y”"
(Dalton et al.,, 1993) foram mantidos e cedidos pelo professor Ricardo Tostes
Gazzinelli, do Depto. de Bioquimica e Imunologia da UFMG. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com a guia para utilizagdo de animais de
laboratorio e aprovados pelo Comité de Etica de Experimentagdo Animal da UFMG,

namero 31/08.

Infeccdo e manutencéo da cepa colombianae Y

Animais CS57BL/6 com 8 semanas de 1idade foram infectados
intraperitonealmente com 50 tripomastigotas da forma sanguinea da cepa Colombiana
(Frederici et al., 1964), uma cepa miotropica de T. cruzi. A parasitemia foi medida
através do sangue da calda em diferentes dias pds-infecgdo (dpi) pelo método de Brener
(Brener Z et al., 1962). Para a cepa colombiana foi realizada uma anélise da curva
cumulativa de mortalidade. A cepa colombiana de T. cruzi usada nesse estudo foi
mantida por passagens seriadas no centro de pesquisas Rene Rachou/FIOCRUZ (Belo

Horizonte, MG)
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A cepa'Y de Trypanosoma cruzi foi mantida in vivo por passagens sucessivas em
camundongos Swiss. Para a realizacdo dos experimentos, os camundongos foram
inoculados por via intraperitoneal com 1000 formas tripomastigotas sanguicolas da cepa
acima citada, diluida em PBS. A parasitemia foi determinada em diferentes dias apds a
infec¢do. Esse processo foi realizado pela professora Fabiana Simdo Machado, do

Depto. de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

Ecocardiografia

Com intuito de avaliar a fun¢do cardiaca, foi utilizado um aparelho de
ecocardiograma, Vevo 770, especifico para animais de pequeno porte (Visual Sonics,
Toronto, Canadd), equipado com transdutor de 30MHz, colocado em interface de gel
(carbogel) sobre o térax do animal previamente tricotomizado. Os registros foram
obtidos com monitoriza¢do continua, eletrocardiografica e respiratoria, sob efeito do
anestésico inalatorio isoflurano 1,5% (Cristalia, Brasil).

Os seguintes parametros foram avaliados por meio do método unidimensional
(modo M): a dimensao do atrio esquerdo (AE), as espessuras da parede posterior (PP)
do VE e da espessura do septo interventricular diastole (S) e a massa do VE. As
medidas de volumes de fracdo de ejecdo (FE%) foram realizadas pelo modo
bidimensional por meio do método de Simpson’s. Todos os parametros seguiram as
normas da Sociedade Americana de Ecocardiografia (LANG et al., 2006). Um tunico
operador realizou os exames de todos os grupos, desconhecendo a procedéncia dos

animais quanto aos grupos experimentais a que pertenciam.

Eletrocardiograma

Camundongos controle e infectado foram anestesiados com xilazina 2% (1 ulL/g
de peso) e cetamina (3,5 ug/uL/por grama de animal) por inje¢do intraperitoneal, € em
seguida foi realizada tricotomia da regido toracica e dorsal para implantagdo de
eletrodos para a capitacdo do sinal eletrocardiografico. Os eletrodos da regido toracica
foram posicionados na derivagcdo DII e o da regido dorsal utilizado como terra. Depois

de fixados, os fios foram exteriorizados subcutaneamente no dorso do animal. As
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incisOes foram entdo suturadas e os animais colocados em caixas individuais, com livre
acesso a agua e ragdo. As medidas foram realizadas 24 horas apds a cirurgia, com
animais acordados, ndo anestesiados. Para cada animal, foi realizada uma média de 30-
50 tragados, contendo todas as ondas compreendidas entre o intervalo PT. Os tragados
(entre 4-5) foram retirados em média a cada 5 minutos de registros, ao longo do arquivo
contendo uma hora de aquisicao de dados. Na figura 9 estd mostrado um tragado médio
para o animal controle (A) e infectado (B), evidenciando os pontos que foram
considerados, em cada curva, para a delimitagdo dos intervalos do ECG, apresentados
na Introdugdo. Pelo fato dos experimentos terem sido realizados com animais
acordados, a linha de base do sinal era oscilante, por esse motivo os dados foram todos

normalizados no eixo voltagem, sendo todos os tragcados médios variantes entre 0-1.

Q L]

Figura 9: Pontos do ECG para determinacgdo dos intervalos. Tragado médio de um

animal controle (A) e infectado (B).

Medida das citocinas no soro

Um kit de quantificagdo de citocinas murinas (Cytometric Bead Array — CBA da
BD Biosciences) foi utilizado para quantificar as citocinas MCP-1/CCL2, IFN-y e TNF-
o no sangue de camundongos infectados com a cepa colombiana de T. cruzi (50
parasitas/ camundongo). O ensaio foi utilizado de acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante, com pequenas modificacdes. A quantidade de soro foi reduzida para 25

ul/amostra. Anticorpos de captura especificos para as citocinas citadas (“beads’) foram
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adicionados a uma placa de ELISA de 96 pogos juntamente com 25 pL. de cada amostra
ou com 25 uL de padrdo de citocina (5000 pg/mL a 20,57 pg/mL) para a construcao de
uma curva-padrdo. A seguir, foram adicionados 25 pL/poco de reagente de detec¢ao
conjugado com PE e a placa foi levada a incubacdo, por duas horas a temperatura
ambiente, protegida da luz. Decorrido esse tempo, foram adicionados 150 pL/poco de
tampao de lavagem e a placa centrifugada a 200 x g durante 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado, e o precipitado contendo os “beads” foi ressuspenso em 200 uL de
tampao de lavagem. A fluorescéncia produzida pelas “beads” era mensurada em
citometro de fluxo (Becton Dickinson) e analisada com o software que acompanha o

equipamento.

Procedimento cirurgico para obtencéo do coracgao isolado

Os animais receberam injecao intraperitoneal de 100 UI de heparina diluida em
100 pl de solugdo salina. Apos 10-15 minutos, os camundongos foram sacrificados por
decapitacdo e em seguida foi realizada toracotomia. As cartilagens condrocostais foram
abertas em ambos os lados e o esterno rebatido cranialmente, expondo dessa forma a
cavidade toracica. Posteriormente, seccionava-se a veia cava superior e inferior, e as
artérias aorta e pulmonar, a traquéia, o esdéfago, juntamente com parte dos pulmdoes,
sendo dessa forma o coragdo retirado em bloco. Em seguida, o coracdo era colocado em
uma placa de petri que continha 100 ml de solugdo tampao (ST) a aproximadamente 4°C
(em mM: NaCl 130, acido lactico 1, acido pirtivico 3, HEPES 25, MgCl, 0.5, NaH,PO4
0.33, D-glicose 22, e 5 pl de solucdo estoque de insulina a 100 u/ml , com pH em 7.4,
ajustado com NaOH), que tinha como objetivo diminuir o metabolismo do tecido
cardiaco. Na placa de petri, todos os tecidos, exceto o do coracdo, eram removidos,
deixando a mostra o coto da aorta. O coragdo era canulado pelo coto da aorta com o
auxilio de duas pingas, e fixado a canula por uma linha. O coracdo canulado era entdo

posto no sistema de Langendorff para o inicio da perfusdo retrégrada.
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Células musculares cardiacas isoladas

Os coragdes isolados foram colocados em um Sistema de Langendorff, sendo as
células obtidas enzimaticamente conforme descrito previamente (Roman-Campos et al.,
2009). Resumidamente, os coragdes, no Sistema de Langendorff, foram perfundidos
por 5-10 minutos com ST. Posteriormente, os coracdes eram perfundidos com solugao
ST contendo 1mg/ml de colagenase. O coracdo digerido era removido da canula e os
ventriculos direito e esquerdo eram separados e cortados em pequenos pedagos. Células
isoladas foram obtidas por isolamento mecanico e mantidas em DMEM. Apenas células
tolerantes ao calcio, quiescentes e com estrias bem definidas foram utilizadas. Os

cardiomiocitos isolados foram utilizados entre 2-6 horas apos o final da preparacao.

Contratilidade celular

A contratilidade celular foi avaliada conforme descrito anteriormente (Roman-
Campos et al., 2009). Brevemente, as células foram plaqueadas em uma camara e
montadas em um microscopio invertido (Eclipse - TS 100 - Nikon, Japan). A camara foi
perfundida com solu¢dao Tyrode contendo: (em mM) 140 NaCl , 1 MgCl,, 10 HEPES,
54 KCI, 1.8 CaCl,, 10 Glucose, ajustada para pH 7.4, com NaOH. Todos os
experimentos foram realizados em temperatura ambiente (25-30 °C). Os cardiomidcitos
foram estimulados via eletrodo de platina presente no banho, com pulsos de voltagem
de 5 ms de duracdo e intensidade de 20 V. A freqiiéncia de estimulagdo foi ajustada a 1
Hz. As células foram visualizadas em um computador com uma camera NTSC
(MyoCamCCD100V, Ionoptix, Milton, MA, USA), em um modo de escaneamento
parcial. Esta imagem foi utilizada para mensurar o encurtamento celular (nosso indice
de contratilidade) em resposta a um estimulo elétrico, usando um sistema de video
detector de bordas (Ionoptix, Milton, MA, USA). A imagem foi adquirida a uma
freqiiéncia de 240 Hz. O encurtamento celular foi calculado baseando-se na saida obtida
no sistema de deteccdo de bordas do conversor lonWizard A/D (Ionoptix, Milton, MA,
USA). Entre 8-16 contragdes consecutivas foram utilizadas para realizar a média de
contragdo de uma determinada célula. Os parametros avaliados foram: porcentagem de

encurtamento da célula cardiaca, maxima velocidade de contracdo e relaxamento ¢
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tempo para 50% da contragdo e relaxamento. Esses pardmetros foram obtidos utilizando
um software desenvolvido pelo aluno de mestrado Danilo Roman Campos, em uma
plataforma MatLab® . Uma descri¢io detalhada da interface grafica desenvolvida para o
programa de contratilidade celular ¢ apresentada no Anexo 3. Os principais pardmetros

avaliados sd@o demonstrados na figura 10.

Ponto inicial Ponto final

% de contracao

10-90 % para contracao
10-90 % para relaxamento

Ponto de maxima contragao

Tempo

Figura 10: Resultado da analise da contratilidade celular. Figura representando os

principais parametros avaliados pelo software.

Eletrofisiologia celular

Um amplificador EPC 9.2 (HEKA Instruments, Germany) foi utilizado para
estudar os parametros eletrofisiologicos de células ventriculares cardiacas isoladas.
Todas as medidas foram realizadas utilizando-se as configura¢des ‘whole-cell voltage-

clamp’, para medir as correntes totais de membrana, ou ‘whole-cell current-clamp’ para
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medir potenciais de agdo, de acordo com Hamil et al. (1981). Para todos os
experimentos com eletrofisiologia, apos a obtenc¢do da configuracdo whole-cell, foram
esperados cerca de 3-5 minutos para permitir o equilibrio entre solugdo de pipeta e
citoplasma. As pipetas utilizadas nos experimentos possuiam resisténcia entre 1-3 MQ.
Todas as correntes foram filtradas passa-baixa com freqiiéncia de corte de 2.9 kHz. A
capacitancia celular foi obtida com compensacdo eletronica e o transiente capacitivo

compensado eletronicamente.

Potencial de acdo e corrente retificadora de entrada

Para aquisicdo do potencial de acdo (PA) e a corrente retificadora de entrada
(Ia) foi utilizada a mesma solugdo intra (em mM: 130 K-aspartato, 20 KCI, 10 HEPES ,
2 MgCl,, 5 NaCl, 5 EGTA, ajustado para pH 7.2 com KOH) e extracelular (Tyrode) .

Os PAs foram obtidos a partir de um potencial de membrana de -80 mV, sendo
este potencial obtido pela inje¢dao de corrente nos cardiomiodcitos da ordem de -100 a -
600 pA. O pulso para obten¢do do PA era uma onda quadrada de intensidade de 1 nA e
duracdo entre 3-5 ms (figura 11A). A freqiiéncia de aquisi¢do foi de 10 kHz e de
estimulo de 1 Hz. Foram adquiridos entre 30-50 PAs para cada célula, sendo o ultimo
utilizado para analise. O overshoot, a maxima taxa de despolarizac¢do, a amplitude e a
duracdo (a 10, 30, 50, 70 e 90% da repolarizacdo) foram calculados através de um
software desenvolvido pelo aluno.

A Ik; foi obtida com um protocolo partindo de um potencial de membrana de -40
mV, com pulso até -130 mV, com subseqiientes acréscimos de 10 mV, até -40 mV. O
pulso tinha duracdo de 1500 ms, com intervalo entre pulsos de 15 segundos (figura
11B). A freqiiéncia de aquisi¢do foi de 10 kHz. Devido a solugdo intracelular apresentar
um potencial de jung¢do calculado elevado (10 mV) em relacdo ao Tyrode, para todas as
medidas envolvendo potencial de agdo e Ix; do VE, deve ser aplicado uma correcdo do
potencial de jun¢ao de 10 mV.

Para os experimentos com a cepa Y e o ventriculo direito da cepa colombiana foi

utilizada a mesma solucdo de pipeta para avaliar PA, Ik, e Ik.
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Corrente total de potassio de saida

Para aquisi¢do da corrente total de potassio de saida foi utilizado solugdo intra
(em mM: 140 KCI, 1 MgCl,, 10 EGTA, 10 HEPES, 5 Glicose, pH ajustado para 7.2
com KOH) e extracelular, sendo esta Tyrode acrescido de 100 uM de CdCl, para
bloquear a corrente de Ca’". A corrente foi obtida por pulsos despolarizantes, com
potenciais entre -40 e 70 mV, partindo de um potencial de membrana de -80 mV com
incrementos de 10 mV e 3000 ms de duragdo (figura 11C). Um pré-pulso de 50 ms de
duragdo até -40 mV foi utilizado para inativar as correntes de sodio (Ina) . O intervalo

entre pulsos foi de 15 segundos, com aquisi¢ao de dados a 5 kHz.

Corrente de Calcio

Para medir a corrente de calcio do tipo L (Ic,r) foi utilizada solucdo interna
(mM): 120 CsCl, 20 TEA-CI, 5 NaCl, 10 Hepes, 5 EGTA, pH 7.2, ajustado com CsOH,
sendo a solucdo externa Tyrode. Ic,; foi medida entre os potenciais de -40 a 50 mV, com
duragdo de 300 ms, com incrementos de 10 mV, 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 In, (figura 11D). A aquisi¢ao dos
dados foi realizada com freqiiéncia entre pulsos de 0.1 Hz, e freqiiéncia de aquisi¢do a
10 kHz.

Para os experimentos em que foram avaliados os efeitos da inibicdo das 6xido
nitrico sintases e das PI3Kinases sobre a Ic,1, as células cardiacas foram incubadas
durante pelo menos 30 minutos com o inibidor inespecifico das 3 6xido nitrico sintases
existentes, L-NMMA, em uma concentragdo de 6 uM. Para avaliar a participagdo da via
da PI3Kinase, as células cardiacas foram incubadas por pelo menos 30 minutos com 20
uM de LY204002, um inibidor ndo especifico para as isoformas da PI3Kinase
existentes, A solugdo externa que banhava as células foi suplementada com L-arginina a
100 uM.

Para determinar a resposta do cardiomidcito dos animais controles ¢ VAChT*P
ao isoproterenol, todos os dias foi preparada uma solugdo estoque contendo 1 mM de

isoproterenol, sendo essa solucdo utilizada para fazer uma solucdo de banho final
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contendo 100 nM de isoproterenol. Animais controles ¢ KD foram avaliados no mesmo
dia com isoproterenol para evitar diferencas entre possiveis erros associados a
preparacdo da solugdo estoque. Para avaliar o efeito do isoproterenol sobre a relacdo da
densidade de corrente x voltagem (IV) primeiramente foi perfundido isoproterenol
durante 3-4 minutos até alcancar o estado de maxima ativacdo do sistema, para

posteriormente averiguar a curva I'V sob exposi¢ao do isoproterenol.
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Figura 11: Protocolos para eletrofisiologia. (A) Protocolo para obtengdo do potencial
de acgdo. Pulso curto de 5 ms de duragdo com intensidade de 1 nA de corrente. (B)
Protocolo para obtengdo de Ik;. Partindo-se de um potencial de membrana de -40 mV a
célula ¢ hiperpolarizada até -130 mV, com incrementos de 10 mV até -40 mV. A
duracdo do pulso ¢ de 1,5 s. (C) Protocolo para medir a corrente total de potassio.

Partindo-se de um potencial de membrana de -80 mV, ¢ aplicado um pré-pulso a -40
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mV, de 50 ms de duragdo. Posteriormente sdo realizados incrementos de 10 mV até 70
mV com duracdo de 3 s. (D) Protocolo para obtengdo das Ic,r. Partindo-se de um
potencial de membrana de -80 mV, ¢ aplicado um pré-pulso a -40 mV, de 50 ms de
duracdo, com posterior incrementos de 10 mV até 50 mV, com pulso de duragdo de 300
ms. Em todos os protocolos de whole cell voltage clamp, ao final do pulso o potencial

retorna para o seu respectivo potencial de repouso.
Analise biofisica das Correntes I0nicas

As correntes foram analisadas quantificando o valor maximo das correntes de
entrada ou saida, normalizando os valores pelo valor de capacitancia da célula.

As correntes foram registradas e analisadas usando softwares desenvolvidos pelo
aluno, bem como os programas Origin 8.0 e Sigmaplot 10.0. A constante de tempo do
decaimento foi ajustada por uma ou a soma de duas fungdes exponenciais, segundo as

equacoes 1-2.
fO=A+[A .exp(_?t)] equagao (1)

- )]+[Alento'exp( -

réapido lento

f)=A+[ Arépi 4o-€XD( )] equagdo (2)

Sendo Ap, corrente que ndo sofre inativagdo ao final do pulso; Arapido,
contribuicdo do componente rapido para o decaimento da corrente; Ajento, cOntribui¢ao
do componente rapido para o decaimento da corrente; t, tempo; 7, constante de tempo
para o decaimento da corrente; 7 gpido, COnstante de tempo para o componente rapido da
corrente; Tiento, CONstante de tempo para o componente lento da corrente.

A relacdo da densidade de corrente por voltagem foi ajustada de acordo com a

fungdo nao-linear (3).

I — G sk (Vm - Ek)
\Y max _V
1 + (exp(va m%

equagao (3)

Em que, Gnax, condutidncia maxima; Vy, potencial de membrana; Ey, potencial de

equilibrio eletroquimico do ion; V,, voltagem que ativa 50% dos canais; S, slope.
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Através dos valores obtidos do pico das correntes avaliadas foi calculada a
condutancia, bem como a dependéncia de voltagem para ativagdo, de acordo com as

equacdes abaixo.

g=1 pico /(Vm - Ek) equagdo (4)

0/9m = Oy v,/ G equagdo (3)

Em que, lyico, corrente maxima; Vi, potencial de membrana, Ey, potencial de equilibrio
eletroquimico do ion; g, condutancia em um dado potencial; Qmax, condutdncia méaxima;
V.5, potencial para ativar 50% dos canais; S, slope.
Para analise de regressao linear, foi utilizada a segunte equagao:
f(x)=a(x)+b equagido (6)

Onde f(x) ¢ a fun¢do de interesse, a, o coeficiente angular e b o termo independente
Transiente intracelular de calcio e estoque de célcio do reticulo sarcoplasmético

O transiente intracelular de Ca®" foi obtido através de imagens realizadas no
microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha)
(Cemel/ICB-UFMG). Os cardiomiécitos isolados foram previamente incubados com
sonda fluorescente sensivel ao Ca’" (fluo4-AM 10 pM) durante 30 minutos em
temperatura ambiente (25-30°C). Apo6s a marcagdo o excesso da sonda foi removido e
adicionado novamente DMEM para realizacdo dos experimentos. As células foram
plaqueadas e visualizadas no microscopio confocal, e no momento do experimento
estimuladas a 1 Hz. Para o registro do transiente de Ca”", foram realizadas varreduras ao
longo de uma linha (512 x 3000 pixels), com laser de argénio (488 nm) e freqiiéncia de
aquisi¢do de 1,54 ms.

Previamente a aquisi¢do das imagens, 8 pulsos foram aplicados para padronizar
os experimentos. Os pulsos de voltagem utilizados para aquisi¢do das imagens tinham 5
ms de duragdo com voltagem supra-maxima. Os parametros avaliados foram: relacao
(maxima fluorescéncia) / (fluorescéncia basal); tempo para o pico da maxima
fluorescéncia e 7 de decaimento da fluorescéncia. As andlises foram realizadas
utilizando um software desenvolvido pelo estudante de mestrado Danilo Roman
Campos em plataforma MatLab®.
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Os principais parametros avaliados sdo demonstrados na figura representativa

12.

Ponto de maxima fluorescéncia (F)

10-90% recaptura

A daintensidade de fluorescéncia

_—

Tempo t
Ponto de fluorescéncia basal (FO0)
Ponto de inicio do transiente de calcio

Figura 12: Resultado da andlise da imagem do transiente de calcio. Figura

representando os principais parametros avaliados pelo software.

A figura 12 representa a analise final para uma imagem de variacdo da
intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo. O ponto de inicio representa o instante
de tempo em que € considerado o inicio da variacdo de fluorescéncia. O ponto de
maxima fluorescéncia ¢ o instante de tempo no qual ¢ considerado o ponto de maxima
intensidade de fluorescéncia. O ponto de fluorescéncia basal é considerado o
background de fluorescéncia, sendo a relagdo entre ponto de maxima fluorescéncia e
fluorescéncia basal o representante de variagdo global de Ca®". Os pontos em cinza
representam de 10-90% da recaptura de Ca®". A curva em vermelho representa o melhor
ajuste monoexponencial encontrado para o decaimento da recaptura de Ca>", realizado
de acordo com a equacao 1.

Para determinagio do estoque de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico os
cardiomidcitos carregados com Fluo4-AM foram estimulados eletricamente, por 5-6 s, a
1 Hz, utilizando uma onda quadrada de 5 ms com voltagem supra-maxima. Em seguida,
a estimulacdo elétrica era cessada e perfundida uma solugdo contendo (em mM): 140

LiCL, 1 MgCl,, 10 HEPES, 10 Glicose, 5 KCI, 1 EGTA e 10 Cafeina, pH=7,4, ajustado
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com LiOH. Dessa imagem, era extraida a relagdo da variagdo da intensidade de
fluorescéncia pela fluorescéncia basal, sendo esse indice um indicador do estoque

intracelular de célcio do reticulo sarcoplasmatico.

Meétodo de determinacao da assincronia de liberagao de calcio

Foi realizada uma adaptagdo do método de (Louch et al, 2006) para
determina¢do da assincronia na liberagdo de célcio. As imagens utilizadas para
avaliacdo do transiente intracelular de calcio foram utilizadas neste estudo. As imagens
do transiente de calcio sempre possuiam uma seqliéncia de 4 ondas transientes de
liberacao de célcio, sendo escolhida sempre a segunda. As imagens para avaliar a
sincronicidade possuiam trés eixos: (X, y, z), sendo x = tempo, y = distdncia e z =
intensidade. Cada uma das imagens do transiente de calcio continha 146 pm de
tamanho, sendo cada uma das linhas de varredura do confocal da ordem de 0.18 um,
sendo que o tamanho final da imagem, em nimero de linhas, era de 512. Para cada uma
das linhas foi determinado o tempo para 50% do decaimento da fluorescéncia partindo-
se do pico da fluorescéncia daquela linha. Previamente ao calculo do tempo para 50%
do decaimento, era realizada uma suaviza¢ao da curva para eliminar possiveis pontos
fora do comportamento padrao de decaimento. O método empregado considera peso 0
para valores que eram seis vezes acima do valor do desvio padrdo da curva. Além disso,
para calculo da suaviza¢ao foi utilizado um polindmio de grau 2, baseando-se no
método dos erros quadrados. Posteriormente a esse passo, a analise era aplicada para
cada linha individualmente, gerando-se um tempo para 50% do decaimento indexado a
cada uma das linhas de varredura da imagem, obtendo-se assim uma curva final
expressa como indice de tempo para 50% da fluorescéncia x distancia. Posteriormente
foi realizada uma analise de variancia da curva tempo x distancia, ¢ o desvio padrao
dessa curva foi utilizado como indice de sincronia para a célula. Esse método foi

implementado em plataforma MatLab.
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Deteccdo e analise dos Sparks

Para analise das imagens das sparks foi utilizado o programa Sparkmaster,
utilizando a plataforma ImageJ. O método utilizado pelo programa encontra-se descrito
detalhadamente em (Picht et al., 2007). Brevemente, o algoritmo que identifica os
sparks de Ca®" baseando-se no desvio da intensidade de fluorescéncia em relagio a
fluorescéncia basal. Previamente a andlise da imagem ¢ realizada uma filtragem. A
imagem filtrada ¢ utilizada para analise das sparks. Areas potenciais para conter um
spark sao determinadas como regides possuindo duas vezes o desvio padrao acima da
média. Os sparks sdo detectados ¢ computados se a intensidade detectada for o dobro
do desvio padrao multiplicado por um fator utilizado pelo usuario (no nosso estudo
variou entre 6-10, dependendo do background da imagem) . Além da utilizagdo do
software, foi realizada uma inspecdo visual para averiguar se o software foi capaz de

detectar todos os spakrs na imagem e se ele identificou unicamente sparks.

Medida intracelular dos niveis de 6xido nitrico (NO)

Para deteccdo dos niveis intracelulares de NO cardiomidcitos isolados do
ventriculo esquerdo de animais controle e infectados com T. cruzi da cepa colombiana
foram carregados com 5 uM de DAF-2 FM (4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluoresceina diacetato, Molecular Probe, Eugene, OR, USA) em tampao
Tyrode-HEPES (TTH) contendo (em mM): 140 NaCl, 5 KCl, 0.5 MgCl,, 1.8 CaCl,, 5
HEPES e 5 glicose (pH ajustado para 7.4) por 30 min a 37 °C e lavados com (TTH) para
remover excesso da sonda. Imediatamente apds esse procedimento as células foram
analisadas em um microscopio confocal LSM S5I10META (Zeiss GmbH, Jena,
Alemanha) com uma objetiva de imersao de 63x. O software Image J foi usado para

processar e analisar as imagens.
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Estatistica

Em todos os experimentos utilizando cardiomiocitos isolados, utilizamos entre
3-8 coragdes. Todos os dados foram expressos como média £ Erro Padrio Médio
(EPM) , e o niimero de células ¢ mostrado como n. Diferenga significativa entre os
grupos foi determinada com o teste t de Student ou one-way ANOVA seguido de teste
de Bonferroni, ou two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Valores de
probabilidade de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Para
analise do decaimento exponencial noés utilizamos um método baseado na redugdo do
chi-quadrado, usando r-quadrado>0.99. Os Dados foram analisados através de softwares

proprios, desenvolvidos em MatLab, ou em Origin 8.0, Prima 4.0 e Sigmaplot 10.0.
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Resultados com a cepa colombiana

Parasitemia, mortalidade e producéo de citocinas

Como ¢ de conhecimento, a doen¢a de Chagas apresenta tanto um curso
temporal para replicagdo do parasito, bem como para ativagao do sistema imune do
hospedeiro vertebrado. Por esse motivo, iniciamos os experimentos caracterizando a
curva de parasitemia, a taxa de mortalidade e a producdo de alguns marcadores
inflamatorios ao longo da infec¢do. Como pode ser observado na figura 13A, o nimero
de parasitas no sangue entre 0-15 dias pos-infecgao (dpi) ¢ baixo, sendo que apds 15
dpi, a curva de crescimento do parasito entra em uma fase de rdpida expansao, atingindo
o0 pico da parasitemia com 45 dpi. Em seguida, ocorre um declinio da parasitemia, sendo
que apos 81 dpi ndo mais sdo detectados parasitos no sangue dos animais. Nota-se, na
figura 13B, que na fase aguda de nosso modelo ocorre uma acentuada mortalidade,
principalmente entre 30 e 40 dpi, sendo que posteriormente a mortalidade ¢
praticamente nula até 90 dpi.

Nas figuras 13 C, D e E sdo apresentadas as produgdes de IFN-y, MCP-1 e TNF-
o respectivamente, sendo as medidas realizadas em amostras de soro. A producdo de
IFN-y e MCP-1 comega a aumentar aos 15 dpi, enquanto a producao de TNF-a comeca
a apresentar niveis mais elevados aos 30 dpi. Porém, para as trés moléculas em questao,
o pico da produgdo se encontra ao redor dos 30 dpi, sendo que posteriormente ocorre
uma redug@o nos niveis plasmaticos do IFN-y, MCP-1 e TNF-a.. Entretanto, mesmo aos
170 dpi, os niveis plasmaticos de IFN-y, MCP-1 e TNF-a ndo retornam aos valores

basais.
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Figura 13: Parasitemia e producédo de citocinas ao longo da infeccdo por T. cruzi.
(A) Curva de parasitemia ao longo da infecgdo por T. cruzi. (B) Curva de mortalidade
dos animais ao longo da infec¢@o por T. cruzi. (C, D, E) Nivel das citocinas IFN-y,
MCP-1 ¢ TNF-a, respectivamente, no soro (pg/mL) ao longo da infecgdo por T. cruzi

em 0, 15, 30, 45 e 170 dias pos-infeccao.

Eletrocardiograma

Apbs a caracterizagdo inicial de nosso modelo, iniciamos os estudos relativos as
alteragdes da fisiologia cardiaca. As propriedades elétricas macroscopicas do coragdo
sdo importantes pardmetros que permitem avaliar a (dis)funcao cardiaca em uma analise
inicial. Na doenga de Chagas, mesmo na fase aguda, ocorrem distirbios elétricos. Por
esse motivo, decidimos caracterizar o eletrocardiograma (ECG) dos animais apds 30
dias de infec¢do com a cepa colombiana de T. cruzi, para averiguar se, de fato, o nosso
modelo apresenta alteragdes nas propriedades elétricas.

Os tracados representativos para cada um dos animais estudados sao

apresentados na figura 14A, para os animais controles, e na figura 14B para os animais
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infectados. Os tragados apresentados sao a média de 30 a 50 curvas do ECG para cada

animal, conforme explicado em Matérias e métodos.

A |

F
Ut B

25 ms !
25 ms

Figura 14: Tracados do eletrocardiograma. (A) Tragados médios para cada um dos

animais controles, e (B) 30 dias pos-infecgao.

Os resultados obtidos da analise dos tracados, realizada conforme proposto em
Materiais e métodos, sdo apresentados na figura 15. O complexo QRS foi o que
apresentou marcado aumento. Os animais controles apresentaram valores de QRS de
46,4 £ 1,22 ms ¢ os animais infectados de 77,2 + 7,7 ms. Os demais intervalos, PR, PQ

e QR nao apresentaram alteracao.
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Figura 15: Parametros do eletrocardiograma. Duragdo do intervalo entre as fases do
eletrocardiograma, conforme ilustrado na figura 9, em Materiais e métodos. CT,
controle (n=6). 30 dpi, 30 dias pds-infeccdo (n=8). As barras representam média +

EPM. * p<0,05,teste t de student.

Também foi determinada a freqiiéncia cardiaca dos animais, e conforme
demonstrado na figura 16, os animais chagasicos apresentam um aumento na freqiiéncia
de batimentos. A figura 16A apresenta a variagdo da freqiiéncia ao longo de uma hora
de registro, e a figura 16B representa a média para uma hora de aquisicdo do sinal. A
freqliéncia média passou de 373,5 + 23,4 para 457,6 = 36,5 batimentos/minuto, nos

animais controle e infectado respectivamente.
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Figura 16: Frequéncia cardiaca. (A) Variagdo temporal da freqiiéncia cardiaca
durante uma hora de aquisicdo de sinais, para os animais controles (n=6), circulos
pretos, e para os animais aos 30 dias pos-infeccao (30 dpi) (n=8), circulos brancos. (B)
Meédia da frequéncia cardiaca em animais controles e 30 dpi. As barras e os circulos

representam média + EPM. * p<0,05,teste t de student. BPM: batimentos por minuto.

Além dos parametros classicos avaliados, também observamos fendmenos
pontuais em alguns animais infectados. Na figura 17A, estd representado um trecho
continuo de um registro de um animal que demonstrou alternancia de onda P. Na figura
17B e C, sao demonstrados trechos do registro em A, expandindo a escala temporal para
evidenciar que no mesmo registro ocorreu a alternancia de onda P. Esse fendmeno ¢
evidenciado pelos circulos vermelhos nas figuras 17B e C.

J& na figura 18, estdo ilustrados registros de outro animal, que apresentou
alternancia ciclica da amplitude do complexo QRS. Esse fendmeno pode ser

nitidamente observado pelas setas pretas, evidenciando a alternancia de amplitude do

complexo QRS.
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Figura 17: Alternancia de onda P nos animais aos 30 dias poés-infeccdo. (A)
Registro continuo de um animal aos 30 dias pds-infec¢do, demonstrando a alternancia
de onda P. (B) e (C) mostram um trecho do registro para demonstrar a presenca (B) e

auséncia (C) de onda P. Os circulos vermelhos evidenciam esse fendmeno.
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Figura 18: Alternancia do complexo QRS nos animais aos 30 dias pds-infec¢ao.
Registro continuo de um animal aos 30 dias pds-infec¢do, ilustrando a alternancia na

amplitude do complexo QRS. As setas evidenciam esse fendmeno.

Ecocardiografia

O coracdo possui um estreito acoplamento entre sua fungdo elétrica e mecénica.
Por esse motivo, para fazer um correlato entre as alteragdes elétricas encontradas in
vivo, decidimos avaliar a funcionalidade do coragdo pela técnica de ecocardiografia. A
figura 19 ilustra uma imagem representativa da ecocardiografia realizada no animal
controle (figura 19A) e no animal com 30 dias poés-infec¢ao (figura 19B). Quando se
compara animal controle com infectado, pode-se perceber um espessamento da parede
ventricular, conforme observado na parte esquerda da figura. Os parametros

morfoldgicos da ecocardiografia estdo sumarizados na figura 20.
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Figura 19: Registro tipico dos experimentos de ecocardiografia. O painel a direita
representa um corte transversal paralelo a base do coragdo. A linha vermelha representa
a leitura da imagem, que ¢ dada na figura a esquerda, a qual ilustra a profundidade da
medida, a partir de um ponto de referéncia. (A) animal controle e (B) animal aos 30 dias

pos-infeccao.
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Figura 20: Parametros ecocardiograficos da cepa colombiana. (A) Diametro do atrio
esquerdo (mm). (B) Espessura do septo interventricular (mm). (C) Espessura da parede
posterior ventricular esquerda (mm). (D) Massa ventricular esquerda (mg). CT
Colombiana: Controle dos experimentos com a cepa colombiana (n=11); 15 dpi: 15 dias
pos-infeccdo (n=7); 30 dpi: 30 dias pos-infecgdo (n=10). **comparagdo entre CT e 30

dpi. Os dados sdo expressos como média + EPM, ** p<0,05, one-way anova.

Conforme pode ser notado na figura 20, praticamente todos os parametros
avaliados apresentam uma tendéncia a reducdo da massa cardiaca aos 15 dpi, com
posterior aumento do tamanho dessas mesmas areas aos 30 dpi: didmetro atrial (A),
espessura do septo interventricular (B), parede posterior ventricular esquerda (C) e
massa ventricular esquerda (D). Por exemplo, a massa ventricular esquerda (em mg) foi
de 57,1 =+ 42; 442 + 49; e 86,1 £ 7,3 nos animais controle, 15 e 30 dpi

respectivamente. Além dos pardmetros morfoldgicos, a ecocardiografia permite avaliar

parametros funcionais do cora¢do, dados sumarizados na figura 21.
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Figura 21: Parametros ecocardiograficos cepa colombiana. (A) Volume sistolico
(uL). (B) Volume diastolico (uL). (C) Volume ejetado (uL). (D) Fragdo do volume
ejetado (%). CT Colombiana: Controle dos experimentos com a cepa colombiana
(n=11); 15 dpi: 15 dias pos-infec¢ao (n=7); 30 dpi: 30 dias pds-infeccao (n=10). *
comparagao entre CT e 15 dpi. Os dados sdo expressos como média + EPM, * p<0,05,

one-way anova.

Para os parametros hemodinamicos avaliados, a figura 21 mostra que aos 15 dpi
ocorre um agravamento da funcdo cardiaca devido a redu¢@o do volume sistélico e
diastolico, acompanhada de uma recuperacgdo praticamente total de todos os parametros
estudados: tanto volume sistolico (A), diastélico (B), e ejetado (C), aos 30 dpi. A fragdo
de ejecdo (D) permaneceu constante. O volume ejetado foi de (em pL) 33,1 + 3.5; 18,1

+2,2; ¢ 39,12 + 2,9 nos animais controle, 15 e 30 dpi, respectivamente.
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Contratilidade celular

Como ficou demonstrado nos experimentos de ecocardiografia, o cora¢dao dos
animais chagasicos apresenta, na fase aguda, uma alteragdo na sua funcionalidade. Para
melhor averiguar as alteracdes celulares que ocorrem nos cardiomiécitos dos animais,
decidimos estudar a capacidade contratil dos cardiomiocitos isolados aos 15, 30 e 45
dpi, tanto do ventriculo esquerdo quanto do direito, para averiguar se os cardiomiocitos
de ambas as camaras cardiacas sdo igualmente afetados pela infecgdo por T. cruzi.

A figura 22 representa tragados para as diferentes camaras cardiacas estudadas,
em diferentes dias pos-infecgdo. Como pode ser notado nessa figura, ocorre uma
reduc¢do da capacidade contratil das células dos ventriculos esquerdo e direito, bem
como uma altera¢do na cinética até o pico da contragao, bem como para o completo
relaxamento. A figura 22A representa os tragados para as células do ventriculo direito, e
a figura 22B, os tragados para as células do ventriculo esquerdo. Os resultados

ilustrados na figura 22 estdo sumarizados na figura 23 e nas tabelas 1-2 (anexo 1).

A cT 15 dpi 30 dpi 45 dpi

HWV_“L T Y

1seg
B VE

. . .

Figura 22: Tragados representativos da contratilidade celular. Da esquerda para a
direita, tragados representativos das células controle, 15, 30 e 45 dias pds-infecgdo (15,
30 e 45 dpi). (A) Tracados de células do ventriculo direito (VD). (B) Tracados de

células do ventriculo esquerdo.
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Figura 23: Parémetros da contratilidade celular. Da esquerda para a direita:
Porcentagem de encurtamento da célula cardiaca; Tempo para 50% da contragdo (ms);
Tempo para 50% do relaxamento (ms). (A) Resultados para o ventriculo direito (VD).
(B) Resultados para o ventriculo esquerdo (VD). CT VE (n=28) controle ventriculo
esquerdo; CT VD (n=23) controle ventriculo direito; 15 (n=32), 30 (n=50) e 45 (n=41)
dias pos-infecgdo (15, 30 e 45 dpi) ventriculo esquerdo e 15 (n=30), 30 (n=47) e 45
(n=31) dias pos-infeccdo ventriculo direito. *comparacdo entre CT e 15 dpi;
**comparacao entre CT e 30 dpi; ***comparacao entre CT e 45 dpi. Os dados sdo

expressos como média + EPM, * ** *** p<(,05, one-way anova.

Como pode se notar na figura 23, basicamente todos os parametros de
funcionalidade dos midcitos dos ventriculos direito e esquerdo apresentaram piora de
funcao nos periodos avaliados. Por exemplo, o encurtamento celular (em %) foi de 5,7 +
0,7 e 5,5 £ 0,6 para controle do ventriculo direito e esquerdo e de 3,5 + 0,2 ¢ 4,4 + 0,2
para células isoladas de animais infectados com 30 dpi, no ventriculo direito e esquerdo
respectivamente. Além disso, o tempo para 50% da contracdo (em ms) foi de 35,4 +£ 2.3
e 37,4 £ 1,61 para controle do ventriculo direito e esquerdo e de 42,5 £ 1,7 ¢ 46,5 + 1,93
para células isoladas de animais infectados com 30 dpi, nos ventriculos direito e
esquerdo, respectivamente. Ja considerando o tempo para 50% do relaxamento,
obtivemos valores (em ms) de 36,5 = 3,1 e 39,3 £ 2,52 para controle do ventriculo
direito e esquerdo, e de 46,2 = 2,5 ¢ 46,5 £ 2,54 para células isoladas de animais
infectados com 30 dpi, no ventriculo direito e esquerdo, respectivamente. Além dos

parametros apresentados na figura 23, a maxima taxa de contracdo e relaxamento
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também se apresentou atenuada nos grupos de animais infectados, conforme

demonstrado nas tabelas 1 e 2 (anexo 1).

Propriedades elétricas dos cardiomiocitos - cepa colombiana

Da mesma forma que estudamos as propriedades mecanicas dos midcitos
isolados, decidimos avaliar as propriedades elétricas dos midcitos ventriculares
isolados, ja que o coragdo ¢ um 6rgdo que apresenta um profundo acoplamento eletro-

mecanico.

Potencial de acéo

Para iniciar a caracterizagdo elétrica dos cardiomidcitos infectados com T. cruzi,
avaliamos primeiramente o potencial de acdo (PA) de cardiomidcitos do ventriculo
direito e esquerdo, isolados de animais infectados com T. cruzi aos 15 e/ou 30 dpi, ja
que ele representa o somatério dos componentes i6nicos responsaveis pelo controle da
excitabilidade do cardiomiocito. Primeiramente avaliamos o PA de células ventriculares
esquerda. Como podemos perceber pela figura 24, os cardiomiocitos dos animais
infectados por T. cruzi, apresentam alteragdes na repolarizagdio do PA. Em A esta
representada a duragdo para diferentes porcentagens da repolarizacdo do PA, e em B, C
e D estdo representados os tragados representativos para células controle, 15 e 30 dpi.

Como podemos observar na figura 24, a infeccdo causou um aumento gradual na
duracdo do PA, indicando uma progressdo na disfungdo celular. Por exemplo, a 90% da
repolarizagdo, o ventriculo esquerdo apresentou valores (em ms) de 13,8 £ 0,8, 18,8 &
2,9 e 23,2 + 2,5 para os animais controle, 15 e 30 dpi respectivamente. Além disso,
outros parametros do potencial de acdo foram alterados, como a maxima taxa de

despolarizagao (tabela 3, anexo 1).
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Figura 24: Potencial de acdo (PA) em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo - cepa
colombiana. (A) Tempo para repolarizagdo do potencial de agdo a 10, 50 ¢ 90%. (B, C,
D) Tragados representativos para os cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo
(CTR VE n=14), e para os cardiomi6citos infectados do ventriculo esquerdo aos 15 e 30
dias poés-infecgdo (CTR 15 (n=10) e 30 (n=11) dpi VE). As barras representam média +

EPM.** comparando CT com 30 dpi. ** p<0,05, one-way anova.

Da mesma forma, avaliamos o PA de células do ventriculo direito, ¢ observamos
resultados parecidos, conforme ilustrado na figura 25. Na 25A esta representada a média
para diferentes porcentagens da repolarizacdo do PA, e em B e C sdo apresentados os
tracados representativos para as células controle e 30 dpi, respectivamente. A 90% da
repolarizag¢ao os valores (em ms) foram de 18,3 + 1,1 ¢ 31,8 para as células controle e
para as células isoladas dos animais aos 30 dpi. Considerando os demais pardmetros, as
células do VD apresentaram um aumento do overshoot, como demonstrado na tabela 4

(anexo 1).
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Figura 25: Potencial de acdo (PA) em cardiomiocitos do ventriculo direito - cepa
colombiana. (A) Tempo para a repolarizagao do potencial de acdo a 10, 50 ¢ 90%. (B,
C, D) Tragados representativos para cardiomiocitos controles do ventriculo direito
(CTR VD n=22), e para cardiomiocitos infectados do ventriculo direito a 30 dias pos-
infec¢do (CTR 30 dpi VD n=20). As barras representam média £+ EPM. * comparando
CT com 30 dpi. ** p<0,05, one-way anova.

Correntes de potassio

As correntes de potassio em cardiomidcitos apresentam um papel fundamental
no processo de repolarizacao das células musculares cardiacas. Assim sendo, decidimos
estudar maiores detalhes das correntes de influxo e efluxo de potassio. Da mesma forma
que para os experimentos de contratilidade celular e PA, estudamos as correntes de
potéssio das células musculares do ventriculo direito e esquerdo.

Inicialmente, avaliamos a corrente de potassio de entrada, denominada
retificadora de entrada (Ix;). Primeiramente avaliamos a Ix; em células do VE. Como
pode ser visualizado na figura 26, ocorre um ligeiro aumento na densidade de corrente

ao longo da infecgdo. Na figura 26A ¢ apresentada a relacdo da densidade de corrente
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em fungdo da voltagem, ¢ em B, C e D os tragados representativos para as células

controle, 15 e 30 dpi.
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Figura 26: Corrente de Potassio Retificadora de Entrada (Ix;) em cardiomiécitos
do ventriculo esquerdo - cepa colombiana. (A) Relagdo da corrente sustentada,
normalizada pela capacitincia celular, em func¢ao da voltagem. Os circulos representam
média £ EPM. As linhas continuas representam os ajustes segundo a equacdo 3. (B, C,
D) Tragados representativos para os cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo
(CTR VE n=12), e para os cardiomiocitos infectados do ventriculo esquerdo aos 15 ¢ 30
dias pos-infeccdo (CTR 15 (n=8) e 30 (n=15) dpi VE).. ** comparacdo entre CT e 30
dpi. ** p<0,05, two-way anova.

Conforme observado na figura 26A, ocorre um aumento progressivo na
densidade de corrente de potassio ao longo do tempo de infec¢do (entre -130 e -90 mV).
Por exemplo, em -130 mV obtivemos valores de densidade de corrente (pA/pF) de -
16,2 + 1,2, -17,9 £ 1,7 e -21,1 + 2,1 para células controle, aos 15 e 30 dpi
respectivamente. Além disso, quando avaliamos a condutancia para a Ix;, ndo foi
observado aumento nos seus valores (figura 1, anexo 2).

Na figura 27 sdo sumarizados os principais achados para a Ix; em células do

ventriculo direito. Na figura 27A ¢ apresentada a relacdo da densidade de corrente em
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funcao da voltagem, e em B e C os tracados representativos para as células controle e 30
dpi.

Considerando as células do VD, quando avaliamos a Ik;, observamos apenas
uma tendéncia de aumento na densidade de corrente (figura 27A), e em sua condutancia
(figura 1, anexo 2). Por exemplo, em -130 mV obtivemos valores de densidade de
corrente (pA/pF) de -15,1 +£ 0,9 e -17,1 £ 0,9 nas células controle e com 30 dpi. Da
mesma forma que para as células do VE, as células do VD apenas apresentam uma

tendéncia de aumento do valor de condutancia (figura 1, anexo 2).
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Figura 27: Corrente de potéssio retificadora de entrada (lx1) em cardiomiécitos do
ventriculo direito - cepa colombiana. (A) Relagdo da corrente sustentada, normalizada
pela capacitancia celular, em funcdao da voltagem. Os circulos representam média +
EPM. As linhas continuas representam os ajustes segundo a equacdo 3. (B, C, D)
Tragados representativos para os cardiomiodcitos controles do ventriculo direito (CTR
VD n=17), e para os cardiomiocitos infectados do ventriculo esquerdo a 30 dias pos-

infeccao (CTR 30 dpi VD n=15). Apenas os pulsos impares estdo representados.

Dando continuidade a caracteriza¢do das correntes de potassio em nosso modelo,

decidimos avaliar a corrente total de potéassio de saida, utilizando um protocolo capaz de
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separar a corrente transiente de saida de potassio () da corrente de potéssio retificadora
retardada (Ix) (protocolos pagina 52).

Os resultados para as células do ventriculo esquerdo sdo apresentados na figura
28. Na figura 28A esta representada a relagdo da densidade de corrente por voltagem, e
em B, C e D os tragados representativos para as células controle, 15 ¢ 30 dpi. Como
pode se notar, ocorre uma profunda alteracao nessa familia de correntes a 30 dpi. Em
relacdo a Iy, valor méximo de corrente do inicio do pulso, por exemplo, a 70 mV
obtivemos valores de densidade de corrente (pA/pF) de 45,9 £ 7,8, 39,2+ 34¢ 17,8

1,1 para as células controle, 15 e 30 dpi respectivamente.
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Figura 28: Corrente transiente rapida de saida de potassio (l,) em cardiomiocitos
do ventriculo esquerdo - cepa colombiana. (A) Relagdo da corrente de pico,
normalizada pela capacitincia celular, em func¢ao da voltagem. Os circulos representam
média £ EPM. As linhas continuas representam os ajustes segundo a equacdo 3. (B, C,
D) Tragados representativos para os cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo
(CTR VE n=15), e para os cardiomiocitos infectados do ventriculo esquerdo aos 15 ¢ 30
dias pos-infeccdo (CTR 15 (n=10) e 30 (n=13) dpi VE). ** comparacdo entre CT e 30
dpi. ** p<0,05, two-way anova.
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Considerando o componente sustentado da corrente de potassio, que é composto
principalmente pela Ix, observamos resultados parecidos de redugdo da densidade de
corrente, porém a amplitude da reducdo foi menor do que aquela apresentada pela Iy,
(dado ndo mostrado). Além disso, ao longo da infecc¢do, ocorreu um ligeiro aumento
para a direita na curva de condutancia, indicando altera¢des no controle de gating do
canal, conforme demonstrado na figura 2 (anexo 2) e tabela 5 (anexo 1).

Quando avaliamos os cardiomiocitos do ventriculo direito, obtivemos resultados
parecidos aos encontrados no ventriculo esquerdo. A figura 29 sumariza tais resultados.
A figura 29A apresenta a relagcdo da densidade de corrente por voltagem, e em B, C e D
os tracados representativos para as células controle e 30 dpi.

Como pode ser observado, no VD também ocorre uma forte atenuagdo da
densidade de corrente a 30 dpi. Por exemplo, a I, apresentou valores de densidade de
corrente (pA/pF) a 70 mV de 40,4 + 3,3 e 19,1 para as células controles e isoladas de
animais a 30 dpi. Da mesma forma, o componente sustentado da corrente de potassio
(Ix) foi atenuado no VD (dado ndo demonstrado). Além disso, da mesma forma que o
VE, o VD apresentou um deslocamento da curva de condutincia para a direita,
indicando que os processos envolvidos no remodelamento elétrico do ventriculo direito
e esquerdo, considerando as correntes de potassio ¢ o PA, sdo similares. Os dados de

condutancia para o VD podem ser visualizados na figura 3 (anexo 2) e tabela 6 (anexo

1.
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Figura 29: Corrente transiente de saida de potassio (l,,) em cardiomiécitos do
ventriculo direito - cepa colombiana. (A) Rela¢ao da corrente de pico, normalizada
pela capacitancia celular, em funcdo da voltagem. Os circulos representam média +
EPM. As linhas continuas representam os ajustes segundo a equacdo 3. (B, C, D)
Tracados representativos para os cardiomidcitos controles do ventriculo direito (CTR
VD n=17), e para os cardiomiocitos do ventriculo direito aos 30 dias poés-infeccao (CTR

30 dpi VD n=15). ** comparagdo entre CT e 30 dpi. ** p<0,05, two-way anova.

Corrente de Calcio do tipo L

Além das correntes de potdssio, a corrente de céalcio (Ic,r) apresenta um
importante papel na repolarizacdo do PA em cardiomiocitos, bem como um importante
papel na regulagdo da capacidade contratil das células musculares cardiacas. Por esses
motivos, decidimos avaliar a funcionalidade dos canais para Ca”".

Quando avaliamos a I¢,1, no ventriculo esquerdo, podemos observar que ocorre
uma acentuada reducdo na densidade de corrente tanto para as células aos 15 como aos
30 dpi, como mostrado na figura 30. Na figura 30A estd representada a relacdo da
densidade de corrente em funcdo da voltagem, e em B, C e D, os tragados
representativos para as células controle, 15 e 30 dpi. Por exemplo, a 0 mV a densidade
de corrente (pA/pF) foi de -7,3 £ 0,5, -5,3 + 0,6 e -4,6 + 0,3 para as células controle, aos

15 e 30 dpi. Além disso, a curva de condutancia, o tempo para o pico da Ic,r € a
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constante de tempo para inativacdo apresentaram alteragdes, indicando que o
funcionamento do canal, de uma forma geral, encontra-se alterado. Esses resultados

podem ser visualizados na figura 4 (anexo 2) e tabela 7 (anexo 1).
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Figura 30: Corrente de Calcio (Ica) em cardiomiécitos do ventriculo esquerdo -
cepa colombiana. (A) Relagdo da corrente de pico, normalizada pela capacitancia
celular, em fungdo da voltagem. Os circulos representam média = EPM. As linhas
continuas representam os ajustes segundo a equagdo 3. (B, C, D) Tracados
representativos para cardiomiocitos controles do ventriculo esquerdo (CTR VE n=17),
cardiomidcitos infectados do ventriculo esquerdo aos 15 e 30 dias pds-infec¢do (CTR
15 (n=8) e 30 (n=25) dpi VE). * comparagdo entre CT e 15 dpi; ** comparagdo entre
CT e 30 dpi. *, ** p<0,05, two-way anova.

Da mesma forma que avaliamos a I, para o ventriculo esquerdo, o fizemos
para o VD. Como os demais resultados, obtivemos um perfil semelhante, porém nao
totalmente igual ao VE. Um sumario dos resultados ¢ apresentado na figura 31. Na
figura 31A esta representada a relagdo da densidade de corrente por voltagem, e em B,
C e D. os tracados representativos para as células controle, 15 e 30 dpi. Por exemplo, a
0 mV, obtivemos valores de densidade de corrente (pA/pF) de -10,2 £0,7,-5,3+0,6 ¢ -
4,3 £ 0,4 para as cé¢lulas controle, 15 e 30 dpi, respectivamente.

Diferentemente do VE, o VD ndo apresentou alteracdo na curva de condutancia,

apenas apresentando mudanga no tempo para o pico da corrente e as constantes de
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tempo para inativacdo. Isso indica que os VE e VD sdao modulados de forma diferente
quanto a regulacdo da Ic,r. Outros dados serdo apresentados posteriormente, para
reforcar essa idéia. Esses resultados podem ser visualizados na figura 5 (anexo 2) e

tabela 8 (anexo 1).
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Figura 31: Corrente de Calcio (Ica) em cardiomidcitos do ventriculo direito - cepa
colombiana. (A) Relagdo da corrente de pico, normalizada pela capacitancia celular, em
fun¢do da voltagem. Os circulos representam média + EPM. As linhas continuas
representam os ajustes segundo a equacdo 3. (B, C, D) Tragados representativos para os
cardiomidcitos controles do ventriculo direito (CT VD n=12), e para os cardiomiocitos
infectados do ventriculo esquerdo aos 15 e 30 dias pds-infeccdo (CTR 15 (n=10) e 30
(n=16) dpi VD). * comparagdo entre CT e 15 dpi; ** comparacdo entre CT e 30 dpi. *,

** p<0,05, two-way anova.
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Dinamica intracelular de calcio

Transiente e estoque Intracelular de calcio

Sabendo-se que a I tem como principal fungdo ativar a libera¢ao dos estoques
intracelulares de Ca®’, noés também avaliamos a liberacio desse fon pelo reticulo
sarcoplasmatico. Porém, esses estudos foram conduzidos apenas em células do
ventriculo esquerdo. Na figura 32 sdo apresentadas as imagens (parte inferior) e
tracados representativos (parte superior) para os resultados encontrados. Na figura 32A

sao ilustrados os resultados para células controles e, na figura 32B, para as células de

animais com 30 dpi.

CT VE 30 dpi VE

—
Disténcia (um)

Tempo (s)
Figura 32: Figuras representativas do transiente de calcio. Parte superior: curva
média da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo; parte inferior: imagens
representativas. (A) CT VE: imagem representativa de um experimento controle de
células do ventriculo esquerdo. (B) 30 dpi VE: imagem representativa de um
experimento de células do ventriculo esquerdo isoladas de animais infectados com T.

cruzi aos 30 dias pos-infecgao (30dpi).

Como podemos notar na figura 32, aparentemente nao ocorre uma reducdo da
intensidade de fluorescéncia, porém ocorre uma alteragdo na cinética, tanto de ativagao
quanto de recaptura de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (figura 33). Nessa figura,
sao apresentados os dados da relagao da intensidade de fluorescéncia maxima pela basal
(A), o tempo para o pico do transiente (B), e a constante de tempo para recaptura de
calcio (C). Além disso, na mesma figura estd representado o resultado de um
experimento adicional, para avaliar os estoques intracelulares de calcio do reticulo

sarcoplasmatico (D).
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Figura 33: Parametros do transiente global de célcio e estoque de calcio do reticulo
sarcoplasmético. (A) Relagdo da fluorescéncia maxima pela basal. (B) Tempo para o
pico do transiente (ms) (CT n=34, 30 dpi VE n=35). (C) Constante de tempo para
recaptura de calcio (ms). (D) Estoque de calcio do reticulo sarcoplasmatico, medido
pela relacdo da variag@o de fluorescéncia pela fluorescéncia basal (CT n=24, 30 dpi VE
n=26). CT VE: cardiomidécitos isolados do ventriculo esquerdo de animais controle; 30
dpi VE: cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de animais infectados com T.
cruzi apés 30 dias de infecgdo. ** comparagdo entre CT e 30 dpi. Os dados sdo

expressos como média + EPM, ** p<0,05, teste t de student.

De fato, a relagdo da intensidade de fluorescéncia maxima pela basal ndo se
encontra alterada nos animais infectados. Os valores sao (F/Fy) 3,2 £ 0,2 ¢ 3,1 £ 0,2,
para os animais controle e com 30 dpi respectivamente, figura 33A. Apesar dos valores
da relagcdo ndo se apresentarem diferentes, o valor da fluorescéncia basal foi diferente
entre os grupos, sendo de 37,2 = 2,4 e 50,1 + 3,1 (unidade arbitraria) para os animais

controle e 30 dpi, respectivamente. Apesar dos valores da relagdo de fluorescéncia nao
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serem diferentes, os valores cinéticos associados a liberagao de calcio foram atenuados
nos animais infectados. O tempo para o pico foi maior nos animais infectados (figura
33B), sendo de (em ms) 8,9 + 0,1 ¢ 9,6 = 0,1, para os animais controle e com 30 dpi.
Adicionalmente, a constante de tempo para recaptura de calcio (figura 33C) foi
aumentada nos animais infectados, sendo (em ms) de 487,4 + 26,6 e 588,6 = 26,9 para
as c¢lulas controle e com 30 dpi. Também avaliamos o estoque intracelular de calcio do
reticulo sarcoplasmatico, sendo que esses valores também ndo foram alterados nos
animais infectados. A variagdo da intensidade de fluorescéncia pela fluorescéncia basal

(AF/Fy) foide 13,8 + 1,1 e 14,8 = 2,1, nas células controle e com 30 dpi, figura 33D.

Assincronia na liberacéo de calcio

Quando avaliamos com maiores detalhes a frente de onda associada a liberacao
de calcio do reticulo sarcoplasmatico, pela ativagdo do receptor de rianodina,
percebemos que ocorre uma assincronia na liberagcdo de calcio nas células de animais
infectados. A descricdo da analise desses resultados foi apresentada na seccao
Materiais e métodos. A figura 34 ilustra e sumariza esse achado. Na figura 34A ¢ B sdo
apresentadas a imagem (esquerda) e a curva para o Tso da recaptura de calcio (direita).
Em C ¢ apresentado o indice de assincronia. Obtivemos valores para o indice de
assincronia de (unidade arbitraria) 0,31 £ 0,03 ¢ 0,51 + 0,04 para as células controle e

com 30 dpi respectivamente.
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Figura 34: Indice de sincronia da liberac&o de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico.
(A) e (B) Figuras representativas da intensidade de fluorescéncia da frente de onda de
liberacao de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico (esquerda) e o tragado representando o
tempo para alcancar o maximo de fluorescéncia em cada uma das linhas (direita). CT
VE: cardiomidécitos isolados do ventriculo esquerdo de animais controle (n=34); 30 dpi
VE: cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de animais infectados com T. cruzi
ap6s 30 dias de infec¢do (n=35). (A) CT VE. (B) 30 dpi VE. (C) Indice de assincronia
em unidades arbitrarias. ** comparag¢dao entre CT VE e 30 dpi VE. Os dados estdo

expressos como média £ EPM, ** p<0,05, teste t de student.

Sparks de calcio

Além de avaliarmos a atividade global associada a liberacdo de calcio,
decidimos estudar em maiores detalhes as sparks de calcio, que correspondem a uma
das unidades basicas de liberagdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico. Como
podemos notar na figura 35, ndo ocorre, de uma forma geral, uma alteracdo na
intensidade e na freqiiéncia das sparks. As figuras 35A e B sao figuras representativas
contendo duas sparks cada, para as células controle ¢ com 30 dpi. As sparks sdo
evidenciadas pelos retangulos brancos. Em C ¢ apresentada a intensidade das sparks e
em D a frequéncia.

84



CTVE

m CTVE
== 30 dpl VE

FIF,

& 30 dpi VE

2,5 1

2,0 1

1,5 4

1,0 4

Spark/100 pm/seg

0,5 4

0,0 <

Figura 35: Avaliacdo das sparks. (A) e (B) Figuras representativas dos sparks
avaliados pelo programa SparkMaster, sendo que os retdngulos determinam os sparks
detectados. (A) cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de animais controle (CT
VE). (B) cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de animais infectados com T.
cruzi ap6s 30 dias de infecgdo (30 dpi VE). (C) Intensidade das sparks dada pela relagao
da intensidade de fluorescéncia maxima pela fluorescéncia basal. (D) Frequéncia de

sparks (sparks/100 um/segundo). Os dados sdo expressos como média = EPM.

A intensidade das sparks, dada pela relagdo fluorescéncia maxima pela basal
(F/Fyp) foi de 3,1 =+ 04 ¢ 3,2 £ 0,6 para as células controle e com 30 dpi,
respectivamente. Ja a freqiiéncia (em sparks/100 um/segundo) foi de 1,9 £ 0,1 ¢ 1,9 +
0,2 para as células controle e com 30 dpi. Além disso, a constante de tempo para
reducdo da intensidade de fluorescéncia (em ms) foi de 36,9 = 1,7 e 42,9 £ 2,5 para as

células controle e com 30 dpi, entretanto a diferenca encontrada ndo foi significativa.

85



Producao de 6xido nitrico em midcitos cardiacos infectados

Adicionalmente aos experimentos de dinamica intracelular de calcio, também
avaliamos a produ¢do basal de oxido nitrico pelos cardiomiocitos infectados por T.
cruzi. A figura 36 ilustra e sumariza esses achados. A figura 36A apresenta a média da
intensidade de fluorescéncia para os grupos estudados, e as figuras 36B e C sao imagens

representativas de cardiomidcitos controle e infectado, respectivamente.
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Figura 36: Producdo de oOxido nitrico. Figuras representativas de cardiomidcitos
carregados com a sonda fluorescente DAF-2. (A) Figura representativa de um
cardiomidcito isolado do ventriculo esquerdo do controle (CT VE n=73). (B) Figura
representativa de um cardiomidcito isolado do ventriculo esquerdo do animal infectado
com T. cruzi ap6s 30 dias de infec¢do (30 dpi VE n=94). (C) Média da intensidade de
fluorescéncia (unidade arbitraria). Os dados sdo expressos como média + EPM, **

p<0,05, teste t de student.
Como podemos notar pela figura 36, a producao basal de 6xido nitrico encontra-

se aumentada nos cardiomidcitos de animais infectados com T. cruzi. A fluorescéncia

basal (unidade arbitraria) foi de 45,1 + e 52,7 &+ 2,6 para células controle e com 30 dpi.
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Participacéo da via NO/P13Kinase na regulacdo da lc,

Conforme apresentado anteriormente, a Ic, 1 encontra-se atenuada na fase aguda
de nosso modelo. Na tentativa de averiguar uma possivel via associada a regula¢do da
Icar, avaliamos a participacdo da vida NO/PI3Kinase e sua habilidade em modular a
Icar em cardimiocitos infectados com T. cruzi. Esses achados sdo apresentados na
figura 37. A figura 37A apresenta a relacdo da densidade de corrente por voltagem, e
em B, C, D, E F e G sdo apresentados os tracados para o controle, 30 dpi, controle +

LNMMA, 30 dpi + LNMMA, controle + LY e 30 dpi + LY, respectivamente.

B cr C 30dpi
A ‘ ;
i 0
=3 ;
< )
o g
a 2 D CT +LNMMA E 30dpi + LNMMA
F )
T 5 . 3 i
[} s _ )
e s CTR VE + LNMMA
= CTR VE +LY F CT+1Y G 30dpi + LY
n B - : CTR 30 dpi VE + LNMN
] CTR 30 dpi VE +LY
o CTR 30 dpi VE iai
-10 - r T T L] ¥ I&
40 20 0 20 40 3 |
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Figura 37: Via oxido nitrico/PI3Kinase na modulagdo da corrente de céalcio (IcaL)
em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo - CEPA Colombiana. (A) Rela¢do da
corrente de pico, normalizada pela capacitancia celular, em fun¢ao da voltagem. Os
circulos representam média + EPM. As linhas continuas representam os ajustes segundo
a equacgdo 3. (B, C, D ,E, F, G) Tracados representativos para cardiomiocitos controle
(CT); 30 dias pés-infecgao (30 dpi) (n=14); CT + LNMMA (n=12); 30 dpi + LNMMA
(n=14); CT+ LY (n=10) e 30 dpi + LY (n=17). * CT # 30 dpi de -10 a 30 mV; ** CTR
+ LY #de 30dpi + LY de -10 a 10 mV; *** 30 dpi + LY # 30 dpi de 10 a 30 mV. Os

dados s@o expressos como média £ EPM, * ** *** p<(),05, two-way anova.

Como podemos observar na figura 37A, a incubagdo das células com inibidor
nao especifico das diferentes isoformas de 6xido nitrico sintase e pi3kinase, recuperou
total ou parcialmente a densidade de corrente, quando comparado com as respectivas

células controle. Por exemplo, a 10 mV, obtivemos valores de densidade de corrente
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(pA/pF) de -8,9+0,6,-8,9+0,5, -8,5+0,5,-7,1 £0,5 ¢ - 5,5 £ 0,2 para células controle
+ LNMMA, controle + LY, 30 dpi + LNMMA, 30 dpi + LY e 30 dpi controle do dia,
respectivamente. Além disso, os pardmetros cinéticos associados a dependéncia de
voltagem para ativagdo, tempo para o pico da corrente e constante de tempo para
inativagdo foram praticamente normalizados, conforme apresentado na figura 6 (anexo

2) e tabela 9 (anexo 1).

Comparacao entre o ventriculo direito e 0 esquerdo — parametros eletrofisioldgicos

Como apresentado até o momento, de uma forma geral, a modulacdo do
ventriculo direito ¢ esquerdo apresenta diferengas ao longo da infecgdo por T. cruzi.
Sendo assim, decidimos avaliar de forma comparativa as propriedades elétricas das
células infectadas com T. cruzi, considerando o potencial de acdo, a corrente de potassio
retificadora de entrada, a corrente de potassio de saida e a corrente de célcio. Essa
comparacdo esta apresentada na figura 38. Para essa comparacdo cada grupo
experimental foi normalizado pelo seu respectivo controle. Na figura 38, em todos os
painéis temos a comparagdo entre ventriculo direito e esquerdo, com 15 e/ou 30 dpi. Em
A temos a comparagdo entre para Ic,. coml15 dpi, em B a comparagdo da I, com 30
dpi, em C comparagdo da I, para 30 dpi, em D da Ix; e em E os resultados para o PA
com 30 dpi. Quando comparamos Ic,i com 15 dpi, é observada uma diferenga na
atenuagdo da corrente, quando comparando VE e VE. Por exemplo, a -10 mV
obtivemos valores de (corrente normalizada) -0,51 = 0,07, -0,35 £ 0,03 ¢ -0,75 + 0,006, -
0,64 0,09, para CT VD, 15 dpi VD, CT VE e 15 dpi VE respectivamente. Da mesma
forma, com 30 dpi obtivemos resultados parecidos. Considerando 0 mV, obtivemos
valores de (corrente normalizada) -1 = 0,08, -0,46 + 0,04 e -1 + 0,07, -0,63 £ 0,04 para
CT VD, 30 dpi VD, CT VE e 30 dpi VE respectivamente. Da mesma forma que para a
Icar, obtivemos diferenca entre Ik, considerando VE e VD com 30 dpi. Por exemplo,
considerando Ix; a -130 mV os valores foram de (corrente normalizada) -1,01 + 0,06, -
1,07 = 0,09 e -1,07 + -1,21 + 0,15, para CT VD, 30 dpi VD, CT VE e 30 dpi VE
respectivamente. Contudo, quando comparamos as Ik;, I, € PA, ndo obtivemos
alteragdo considerando uma comparagao entre VD e VE. Por exemplo, a redugao da I,
foi similar considerando VE e VD. Para I, obtivemos valores de (corrente

normalizada) em 70 mV de 1 £ 0,8, 0,47 £ 0,03 e 1 + 10, 0,39 + 0,02 , para CT VD, 30
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dpi VD, CT VE e 30 dpi VE respectivamente. Para o PA, a 90 % da repolarizagdo, o
aumento da duragdo do PA foi similar entre os grupos, sendo que obtivemos valores de

1+0,06,1,74+0,14e1+0,05+1,69 + 0,18 para CT VD, 30 dpi VD, CT VE e 30 dpi.
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Figura 38: Comparagéo da eletrofisiologia entre ventriculo esquerdo e direito - CEPA COLOMBIANA. Dados normalizados das Ic,1 (A ¢
B), L, (C), Ix; (D) e Potencial de acdo (E). Detalhes das figuras descritos nas demais legendas. * comparagdo entre 15 dpi VE e 15 dpi VD ou 30
dpi VE e 30 dpi VD. As barras representam média + EPM. * p<0,05, two-way anova.
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Resultados animal interferon-y" (IFN-7") - cepa colombiana

Quando avaliamos a contratilidade dos animais C57BL6 infectados, foi
constatado uma correlagdo entre a producao inicial de IFN-y e a reducdo da capacidade
contratil do midcito cardiaco, tanto do VE como do VD. Por esse motivo, decidimos
estudar a contratilidade celular do animal IFN-y” para averiguar se, de fato, essa
citocina participa na modulacdo da contracdo celular dos midcitos cardiacos.

A figura 39 representa tracados para as diferentes camaras cardiacas estudadas,
para o IFN-y'/ B IFN-y'/ 15 dpie IFN-y'/ "~ 26-28 dpi. Como pode ser notado, a fungao
contratil do VE encontra-se preservada, em detrimento da funcionalidade contratil do
VD. A fungdo contratil foi mantida no VE, mesmo com alteragdes na cinética para o
pico da contragdo, bem como para o relaxamento. J& para o VD, a redugdo na
contratilidade foi acompanhada por uma piora, tanto na cinética de contragdo como
relaxamento, sendo essa piora mais acentuada do que aquela observada para o VE. A
39 A representa os tragados para as células do ventriculo direito, e a figura 39B, os
tracados para as células do ventriculo esquerdo. Os resultados ilustrados na figura 39

estao sumarizados na figura 40

IFN-y*- IFN-y*- 15 dpi IFN-y* 26-28 dpi

YTy vWwwv

- VE VE VE
Q\QW W W
o™

1s

Figura 39: Tragados representativos da contratilidade celular para o animal IFN-y’

7. Da esquerda para a direita, tracados representativos das células controle, 15 ¢ 30 (15
e 30dpi). (A) Tracados de c€lulas do ventriculo direito (VD). (B) Tragados de células do

ventriculo esquerdo.

91



Como pode se notar na figura 40, diferentemente do animal C57BI16 infectadom
o IFN-y” apresentou um comportamento distinto, entre o VE e VD Por exemplo, o
encurtamento celular (em %) foi de 2,3 £ 0,2 e 4,5 + 0,3 para o IFN—y'/' nao infectado,
ventriculo direito e esquerdo, e de 1,4 £0,2 e 4,4 + 0,3, para células isoladas de animais
IFN-y” com 26-28 dpi, no ventriculo direito e esquerdo respectivamente. Além disso, o
tempo para 50% da contragdo (em MS) foi de 77,8 + 6,6 ¢ 59,3 + 1,8 para o IFN-y" ndo
infectado, ventriculo direito e esquerdo, e de 121,9 £ 6,3 ¢ 78,9 + 1,87 , para células
isoladas de animais IFN-y” com 26-28 dpi, no ventriculo direito e esquerdo
respectivamente. Ja considerando o tempo para 50% do relaxamento, obtivemos valores
(em ms) de 106,1 + 8,9 ¢ 64,5 + 2,1 para o IFN-y"" ndo infectado, ventriculo direito e
esquerdo, e de 197,6 £ 1,4 e 80,2 £ 2,1 para células isoladas de animais IFN-y'/ “com 26-

28 dpi, no ventriculo direito e esquerdo respectivamente.
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ﬁ
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Figura 40: Parametros da contratilidade celular do animal IFN-y". Da esquerda
para a direita: Porcentagem de encurtamento da célula cardiaca; Tempo para 50% da
contracdo (ms); Tempo para 50% do relaxamento (ms). (A) Resultados para o
ventriculo direito (VD). (B) Resultados para o ventriculo esquerdo (VD). IFN-y'/ " VE
(n=49) controle ventriculo esquerdo; IFN—y'/' VD (n=39) controle ventriculo direito;
IFN-y" 15 (n=55) e 26-28 (n=45) dias pos-infeccio (15 e 26-28 dpi) ventriculo
esquerdo e IFN-y" 15 (n=45) e 26-28 (n=37) dias pos-infec¢io ventriculo direito.
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**comparagdo entre IFN-y”™ e IFN-y” 26-28 dpi. Os dados sdo expressos como média

+ EPM, * ** *** n<(,05, one-way anova.

Resultados cepa Y

Ecocardiografia

Como bem demonstrado pela literatura, existem diferentes cepas de T. cruzi,
sendo que cada um dos grupos apresenta determinada viruléncia e patogenicidade. Por
esse motivo, decidimos avaliar se os efeitos deletérios apresentados pela cepa
colombiana seriam correspondentes a outra cepa de T. cruzi, com propriedades
infecciosas distintas.

Primeiramente avaliamos as propriedades mecanicas de animais infectados com
a cepa Y, com 15, 30 e 45 dias pos-infeccdo. Para tal objetivo utilizamos a técnica de

ecocardiografia. Os parametros morfologicos sdo apresentados na figura 41.

93



A-CTY E B
2,5 - ) E 1,2 -
- 15 dpi Y =
£ B 30 dpi Y 8
45 dpi ¥ S ]
%2,0- L T 2 T
] t
& % 08
3 154 e T
g £
@ £ o0
i) o
£ 1] .
) @ 04 4
£ 3
£ 051 S 02
S 5
o %
0,0 3 0,0
—_ w
£ w
E
D
s C D
}é 1,0 - < 120
° : B
S 03 'E 100 4
=
[
3 *EF* = 80 I
v g
2 06 - 2 T
5 8 604
=] 3
o 04 4 2
E £ 40
[ [
z 02 -
g ~ g 20
o 3
=
B g0 0
[=1
()]
o
2
v}
o

Figura 41: Parametros ecocardiograficos da cepa Y. (A) Didmetro do atrio esquerdo
(mm). (B) Espessura do septo interventricular (mm). (C) Espessura da parede posterior
ventricular esquerda (mm). (D) Massa ventricular esquerda (mg). CT Y: Controle dos
experimentos com a cepa Y (n=8); 15 dpi: 15 dias pos-infec¢do (n=7); 30 dpi: 30 dias
pos-infeccao (n=6); 45 dpi: 45 dias pds-infec¢dao (n=6). *** comparacao entre CT e 45

dpi. Os dados sdo expressos como média + EPM, *** p<(,05, one-way anova.

Conforme pode ser notado na figura 41, praticamente todos os parametros
avaliados apresentam uma tendéncia a um aumento da massa cardiaca aos 15 dpi, com
posterior tendéncia a uma reducdo da massa cardiaca aos 45 dpi, isso para todos os
resultados apresentados, considerando didmetro atrial (A), espessura do septo
interventricular (B) e da parede posterior ventricular esquerda (C), bem como da massa
ventricular esquerda (D). Por exemplo, a espessura do septo interventricular (em mm)
foi de 0,79 + 0,03, 0,93 + 0,05, 0,77 + 0,04 ¢ 0,69 + 0,06, nos animais controle, 15, 30 e
45 dpi respectivamente. Adicionalmente, avaliamos a funcionalidade do coragdo. Esses

dados sdo apresentados na figura 42.
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Figura 42: Parametros ecocardiograficos da cepa Y. (A) Volume sistolico (uL). (B)
Volume diastélico (uL). (C) Volume ejetado (uL). Fracdo do volume ejetado (%). CT
Y: Controle dos experimentos com a cepa Y (n=8); 15 dpi: 15 dias pds-infecgdo (n=7);
30 dpi: 30 dias pos-infecgdo (n=6); 45 dpi: 45 dias poés-infec¢do (n=6). * comparagio
entre CT e 15 dpi; ** comparagao entre CT e 30 dpi; *** comparagdo entre CT e 45

dpi. Os dados sdo expressos como média + EPM, *, ** *** n<() 05, one-way anova.

Na figura 42 podemos perceber que com 15 dpi existe uma redugdo no
desempenho da fun¢ao cardiaca, com recuperacdo da funcionalidade do coragcdo com a
evolucdo da infeccdo. Isso, considerando-se os parametros avaliados: o volume sistélico
(A), diastolico (B), e ejetado (C), sendo que a fragdao de ejecdo (D) apresentou ligeiro
aumento com 15 dpi, com normaliza¢do de seus valores para niveis do controle com 30
dpi. Por exemplo, o volume ejetado foi de (em pL) 35,9 £ 2,4, 23,2 £3,1,26,9+29 ¢
32,7 + 2,6, para animais controle, 15, 30 e 45 dpi. Ja para a fragdo de ejecdao obtivemos
valores de (%) 64,5 +2,2, 75,1 £1,9, 68,6 + 2,8 e 70,7 + 2,2 para animais controle, 15,
30 e 45 dpi.
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Propriedades elétricas dos cardiomidcitos - cepa Y

Conforme observado nos dados morfologicos e funcionais dos coragdes
infectados com a cepa Y, pode-se observar um diferente comportamento, quando se
compara a cepa Y com a colombiana. Por esse motivo, decidimos avaliar as
propriedades elétricas dos cardiomiocitos isolados dos animais infectados com a cepa

Y. Para esse objetivo, estudamos apenas as células do ventriculo esquerdo.

Potencial de acao

Inicialmente, avaliamos a morfologia do potencial de agdao de cardiomidcitos
isolados de animais infectados com a cepa Y. Avaliamos o PA em células controle com
15, 30 e 45 dpi. Como podemos perceber pela figura 43, os cardiomidcitos dos animais
infectados por T. cruzi, cepa Y, apresentam um ligeiro prolongamento da repolarizagdo
do PA. Em A esta representada a duragdo para diferentes porcentagens da repolarizagao
do PA eem B, C, D e E s@o apresentados os tracados representativos para as células
controle, 15, 30 e 45 dpi. Por exemplo, considerando 90% da repolarizagao, obtivemos
valores (em ms) de 20,3 = 1,4, 27,1 +1,5,23,3 £ 2,1 e 21,2 = 1,7, para células controle,
15, 30 e 45 dpi. Além disso, o overshoot ¢ a maxima taxa de despolarizagdo ndo

apresentaram alteragdes significativas, conforme demonstrado na tabela 10 (anexo 1).
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Figura 43: Potencial de acdo (PA) em cardiomiécitos do ventriculo esquerdo - cepa
Y. (A) Tempo para repolarizagdo do potencial de agdo a 10, 50 ¢ 90%. (B, C, D)
Tragados representativos para cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo (CTR
VE n=24), e para cardiomiocitos infectados do ventriculo esquerdo aos 15 (n=35), 30
(n=21) e 45 (n=27) dias pds-infec¢do (CTR 15, 30 e 45 dpi VE). As barras representam
média = EPM. * comparacao entre CT e 15 dpi. * p<0,05, one-way anova.

Corrente de potéssio de saida

Como estd descrito na literatura, um dos principais componentes envolvidos na
repolarizacdo do PA em cardiomiocitos sdo as correntes de potassio de saida. Com esse
objetivo, avaliamos tanto a corrente de potassio transitoria rapida (I,) € a corrente de
potéssio retificadora retardada (Ix).

Os resultados sdo apresentados na figura 44. Na figura 44A, ¢é apresentada a
relacdo da densidade de corrente em fun¢do da voltagem, e em B, C, D ¢ E os tragados
representativos para as células controle, 15, 30 e 45 dpi. Como se pode notar, ocorre
uma ligeira atenuagdo dessa corrente com 15 dpi, com posterior recuperacdo para
valores parecidos com os do controle. A I, o valor maximo de corrente no inicio do
pulso, a 70 mV, por exemplo, apresentou valores de densidade de corrente (pA/pF) de
30,6 £ 3,7, 21,5 = 1,5, 34,1 £ 4,8 ¢ 34,1 + 3,3, para células controle, 15, 30 e 45 dpi,
respectivamente. Considerando a dependéncia de voltagem para ativagao, observamos

que ocorre um deslocamento para a direita dessa curva com a progressao da infec¢do,
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conforme ilustrado na figura 7 (anexo 2) e demonstrado na tabela 11 (anexo 1). Quando

avaliamos a I, ndo encontramos diferenga entre os grupos (dados ndo demonstrados).

CTRVE

CTR 15 dpl VE capa ¥
CTR 30 dpl VE cepa ¥
CTR46 dpi VE capa ¥
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Figura 44: Corrente transiente de saida de potassio (l,) em cardiomiécitos do
ventriculo esquerdo - cepa Y. (A) Rela¢do da corrente de pico, normalizada pela
capacitancia celular, em fun¢do da voltagem. Os circulos representam média + EPM. As
linhas continuas representam os ajustes segundo a equacao 3. (B, C, D) Tragados
representativos para cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo (CTR VE n=18), e
cardiomidcitos infectados do ventriculo esquerdo aos 15 (n=18), 30 (n=9) e 45 (n=13)
dias poés-infecgdo (CTR 15, 30 e 45 dpi VE). * comparacao entre CT e 15 dpi. * p<0,05
two-way anova.

Nesse estudo ndo avaliamos com o mesmo grau de detalhes a Ix;, porém com 15
dpi, ndo ocorreu nenhum tipo de alteracdo nessa familia de correntes, conforme sera

apresentado na proxima sessdo de resultados.

Corrente de célcio do tipo L

Conforme observamos nos dados de ecocardiografia, notamos apenas uma
atenuacao da funcao cardiaca com 15 dpi, com posterior recuperacao da funcionalidade
do coragdo aos 30 e 45 dpi. Por esse motivo, decidimos avaliar a I¢, 1 para verificarmos
se essa recuperagdo poderia ser atribuida a uma recuperacao dessa familia de correntes.

Os dados relativos a esses resultados sdo sumarizados na figura 45.
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Os dados apresentados na figura 45 demonstram que com 15 dpi ocorre uma
acentuada reducdo da Ic,1, com posterior recuperacdo dessa corrente a medida que
evolui a infecgdo. Na figura 45A, esta representada a relagdo da densidade de corrente
em funcdo da voltagem, e em B, C, D e E os tracados representativos para as células
controle, 15, 30 e 45 dpi. Por exemplo, a 0 mV a densidade de corrente (pA/pF) foi de -
83 + 04, 48 +0,2, -69 £ 0,6, -8,3 + 0,4, para células controle, 15, 30 e 45 dpi,
respectivamente. Além disso, a curva de condutincia, o tempo para o pico da Ic,p e a
constante de tempo para inativagdo apresentaram poucas alteragdes, indicando que as
propriedades biofisicas do canal, de uma forma geral, ndo se modificaram. Esses

resultados sdo ilustrados na figura 8 (anexo 2) e demonstrados na tabela 12 (anexo 1).
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Figura 45: Corrente de Calcio (Ica) em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo -
CEPA Y. (A) Relagdo da corrente de pico, normalizada pela capacitancia celular, em
funcdo da voltagem. Os circulos representam a média = EPM. As linhas continuas
representam os ajustes segundo a equagdo 3. (B, C, D, E) Tragados representativos para
os cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo (CTR VE n=18), e para os
cardiomidcitos infectados do ventriculo esquerdo aos 15 (n=22), 30 (n=12) e 45 (n=14)
dias pos-infeccdo (CTR 15, 30 e 45 dpi VE). * comparagdo entre CT e 15 dpi; **

comparagdo entre CT e 30 dpi. *, ** p<0,05 two-way anova.
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Resultados da comparacao entre cepa Y e colombiana

Para avaliarmos a diferente modulacdo entre as cepas de T. cruzi utilizadas em
nosso estudo, realizamos uma comparagdo normalizada dos resultados obtidos para

ambas as cepas. Cada uma das variaveis foi normalizada em fung¢ao dos seus controles.

Ecocardiografia

Primeiramente, comparamos os dados de funcionalidade do coragdo entre as
cepas. Como podemos perceber pela figura 46, a hipertrofia observada no coragdo dos
animais infectados com a cepa colombiana ndo ¢ observada nos animais infectados com
a cepa Y, considerando o didmetro do atrio esquerdo (A), espessura do septo ventricular
(B) e da parede ventricular esquerda (C), bem como a massa ventricular esquerda. Por
exemplo, para o septo ventricular, aos 30 dpi, obtivemos valores de 1,00 + 0,05, 1,5 £+
0,11, 1,00 £ 0,05 e 1,01 £ 0,05 (dados normalizados) para células controle, 30 dpi (cepa
colombiana) e controle 30 dpi (cepa Y).

Quando avaliamos os dados de funcionalidade cardiaca, conforme apresentado
na figura 47, obtivemos um perfil diferente entre as cepas. Para a cepa colombiana,
existe uma completa recuperagdo da funcionalidade, porém a cepa Y ainda encontra-se
em processo de recuperacdo, ja que com 45 dpi ela também se encontra totalmente
recuperada, como apresentado anteriormente. As diferencas nao foram encontradas em
todos os parametros avaliados, que foram volume sistolico (A), diastolico (B), e ejetado
(C), e a fracdo de ejeg¢do (D). Considerando o volume ejetado, obtivemos valores de
1,00 £ 0,11, 0,54 + 0,07, 1,18 £ 0,09, 1,00 £ 0,07, 0,64 £ 0,09, 0,75 + 0,08 (dados
normalizados) para animais controle, 15 e 30 dpi infectados com cepa colombiana e

controle, 15 e 30 dpi infectados com a cepa Y, respectivamente.

100



o
=]
g
= A & B
T 1,4 - ) £ 181
ﬁ BN Cepa Colombiana 5
E 1,2 4 [ CepaY £ 1,6 1
5 T 5 141
£ 104 —T 3 T
o £ M *
T 0.81 S 1,01
] i
o 2 0,8 1
g 0,6 + b= ’
o ‘s 0,6 4
£ 0,44 2"
® 2 044
E 0.2 < [=]
‘E ’ - 0,24
o
g 0,0 ‘g 0,0 d
cT 15 dpi 30dpi 0 cT 15 dpi 30dpi
) &
B w
N
=
E
g cC g D
o 1.6 & 1,84
] I
E 1,4 £ 1,6 4
=
o £ ]
T 42l 2 14
o o [} 4
5 107 — * W
3 g€ 1,0 %
2 0,8+ g
o £ o8
® 0,64 o]
5 5 061
L2 04 =]
£ £ ™
g o024 [
s £ 0,2
= ®
2 0,0 2 0,0
Q - u ] u »
g cT 15 dpi 30 dpi = cT 15 dpi 30dpi
a
L1}
°
Q
&
o

Figura 46: Parametros ecocardiograficos da comparacéo entre cepa colombiana e
Y. Dados normalizados. (A) Diametro do atrio esquerdo. (B) Espessura do septo
interventricular. (C) Espessura da parede posterior ventricular esquerda. (D) Massa
ventricular esquerda. As barras pretas referem-se a cepa colombiana, e as cinzas, a cepa
Y. * comparagdo entre 30 dpi colombiana e 30 dpi Y. Os dados sd3o expressos como

média + EPM, * p<0,05 one-way anova.
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Figura 47: Parametros ecocardiograficos comparacdo entre cepa colombiana e Y.
Dados normalizados. (A) Volume sistolico. (B) Volume diastélico. (C) Volume ejetado.
Fracdo do volume ejetado. As barras pretas referem-se a cepa colombiana, e as cinzas, a
cepa Y. * comparagdo entre 30 dpi colombiana e 30 dpi Y. Os dados sdo expressos

como média + EPM, * p<0,05 para one-way anova.
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Eletrofisiologia

Da mesma forma que realizamos uma comparagao normalizada para os dados de
ecocardiografia entre as cepas, também avaliamos as propriedades das células
musculares cardiacas. Esses resultados estdo representados na figura 48. A parte
esquerda da figura representa os dados relativos a 15 dpi e a parte a direita representa os
dados relativos a 30 dpi. Em A e B sdo apresentados os dados para a Ic,,em C e D sdo
apresentados os resultados para a I, e em E e F s@o apresentados os resultados para o
potencial de acdo. Tanto em 15 como 30 dpi, podemos observar que ocorre diferenga

na modulacao dos sistemas estudados.
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Figura 48: Comparacdo da eletrofisiologia entre ventriculo esquerdo das cepas
colombiana e Y. Dados normalizados das I, (A e B), I, (C e D) e potencial de agdo
para 15 e 30 dias pos infecgdo.. * comparacgao entre 15 dpi VE colombiana e 15 dpi VE
Y ou 30 dpi VE colombiana e 30 dpi VE colombiana. As barras representam média +

EPM. * p<0,05, two-way anova.

Considerando a Ic,p em -10 mV, obtivemos valores de -0,75 £+ 0,06, -0,64 +
0,10, -0,39 += 0,03 e 0,66 + 0,04, -0,39 + 0,03, -0,54 + 0,06 para controle, 15 e 30 dpi
com a cepa colombiana e controle, 15 e 30 dpi com a cepa Y. Ja para a I, em 70 mV,
obtivemos valores de 1,00 + 0,1, 0,85 + 0,08, 0,39 + 0,02 ¢ 1,00 £ 0,1, 0,69 + 0,04, 1,1

+ 0,1 para controle, 15 e 30 dpi com a cepa colombiana e controle, 15 e 30 dpi com a
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cepa Y. Além disso, o PA apresentou valores de 1,00 + 0,06, 1,37 = 0,21, 1,68 £ 0,18 e
1,00 + 0,07, 1,24 £ 0,06, 1,01 £+ 0,09 para controle, 15 e 30 dpi com a cepa colombiana

e controle, 15 ¢ 30 dpi com a cepa Y.

Resultados cepa Y - NOX27"

Dados da literatura indicam que durante a infecgdo por T. cruzi, ocorre uma
profunda alteragdo nos sistemas anti-oxidantes da célula cardiaca, bem como um
aumento na produc¢do de espécies reativas de oxigénio. Além disso, diversos grupos tem
demonstrado a habilidade de derivados de superdxido em modular a funcionalidade e
expressao de diferentes familias de canais para ions. Por esse motivo, decidimos avaliar
se a NOX2 estaria envolvida no remodelamento elétrico observado com 15 dpi, da cepa

Y.

Potencial de agao

Inicialmente avaliamos a forma do potencial de acdo de cardiomidcitos isolados
de animais infectados com a cepa Y. Avaliamos o PA em células controle, 15 dpi,
NOX2" ¢ NOX2”" 15 dpi. Como podemos perceber pela figura 49, os cardiomidcitos
NOX2” 15 dpi ndo apresentaram prolongamento do PA. Em A estd representada a
duragdo para diferentes porcentagens da repolarizacdo do PA e em B, C, D e E sdo
apresentados os tracados representativos para células controle, 15 dpi, NOX2"" e NOX2"
" 15 dpi. Por exemplo, considerando 90% da repolarizagdo, obtivemos valores (em ms)
de21,2+14,263+14,19,7+ 0,7 ¢ 20,1 + 1,3, para células controle, 15 dpi, NOX27"
e NOX2"" 15 dpi. Além disso, o overshoot ndo apresentou alteragdo, ao contrario da
méxima taxa de despolarizagio que aumentou nos NOX2” 15 dpi, conforme

demonstrado na tabela 13 (anexo 1).
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Figura 49: Potencial de acdo (PA) em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo -
CEPA Y NOX2™". (A) Tempo para repolarizacdo do potencial de acdo a 10, 50 e 90%.
(B, C, D) Tragados representativos para os cardiomidcitos controles do ventriculo
esquerdo (CTR n=34), para os cardiomidcitos infectados do ventriculo esquerdo aos 15
dias pos-infec¢ao (CTR 15 dpi n=42), para os cardiomiocitos do ventriculo esquerdo do
animal knockout para NOX2” (NOX™ n=51), e para os cardiomiécitos do ventriculo
esquerdo de animal knockout para NOX2"" infectado a 15 dpi (NOX™ 15 dpi n=36). As
barras representam média £+ EPM. * comparacdo entre CT e 15 dpi. * p<0,05, two-way

anova.

Correntes de potassio

Primeiramente avaliamos a Ik;, para auxiliar na explicacdo dos resultados
obtidos na figura 50. Como pode ser visualizado na figura 50, ocorre robusto aumento
na densidade de corrente nos animais NOX2™ infectados. Na figura 50A ¢ apresentada
a relagdo da densidade de corrente por voltagem, e em B, C D ¢ E os tragados
representativos para as células controle, NOX27, 15 dpie NOX2" 15 dpi. Por exemplo,
em -130 mV obtivemos valores de densidade de corrente (pA/pF) de - 17,2 + 1,1, -17.5
+1,1,-16,4 +£0,9 e -25,4 £2,2, para células controle, 15 dpi, NOX2" e NOX2™" 15 dpi.
Adicionalmente, quando avaliamos a condutancia para Ik;, observamos um aumento
significativo da condutancia para Ix; nas células de NOX2™"" 15 dpi quando comparada

com todos os demais grupos (figura 9, anexo 2).
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Figura 50: Corrente de Potassio Retificadora de Entrada (Ix:1) em cardiomiocitos
do ventriculo esquerdo - CEPA Y NOX2". (A) Relagdo da corrente sustentada,
normalizada pela capacitincia celular, em funcdo da voltagem. Os circulos e as barras
representam média = EPM. As linhas continuas representam os ajustes segundo a
equagao 3. (B, C, D) Tracados representativos para os cardiomidcitos controles do
ventriculo esquerdo (CTR n=18), para os cardiomiocitos infectados do ventriculo
esquerdo a 15 dias pos-infeccdo (CTR 15 dpi n=18), para os cardiomidcitos do
ventriculo esquerdo de animal knockout para NOX2” (NOX” n=20), e para
cardiomidcitos do ventriculo esquerdo de animal knockout para NOX2" infectado a 15
dpi (NOX™ 15 dpi n=16). * comparagdo entre CTR 15 dpi e NOX 15 dpi, **
comparagdo entre NOX”™ e NOX™™ 15 dpi. ** p<0,05, two-way anova.

Como ja mencionado anteriormente, a corrente de potassio de saida, com seus
diferentes componentes, ¢ descrita como um dos principais mecanismos associado a
repolarizacdo do PA em cardiomidcitos. Com base nesses dados prévios, avaliamos
tanto a corrente de potassio transitéria rapida (I,) quanto a corrente de potassio
retificadora retardada (Ig).

Os resultados sdo apresentados na figura 51. Na figura 51A ¢é apresentada a
relacdo da densidade de corrente por voltagem, e em B, C, D e E os tracados
representativos para as células controle, 15 dpi, NOX2" e NOX2" 15 dpi. Como pode

ser notado, com 15 dpi ocorre uma atenuacao da Iy, sendo que essa reducao ¢ prevenida
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nos animais NOX2” infectados. A Lio, valor maximo de corrente do inicio do pulso, por
exemplo, a 70 mV exibiu valores de densidade de corrente (pA/pF) de 33,4 + 3,6, 23,7
+1,5,37,7 + 3,8 e 34,9 + 2,7 para células controle, 15 dpi, NOX2"" ¢ NOX2™" 15 dpi.
Considerando a dependéncia de voltagem para ativagdo, observamos que nos animais
NOX2™ 15 dpi ndo ocorre prevengio do deslocamento para a direita da curva, conforme
ilustrado na figura 10 (anexo 2) e demonstrado na tabela 14 (anexo 1). Da mesma forma
que para os demais experimentos, avaliamos a Ix, sendo que ndo encontramos diferencga

entre os grupos (dados ndo demonstrados).
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Figura 51: Corrente transiente rapidade saida de potassio (ly,) em cardiomidcitos

pA/pF

10

Densidade de Corrente (pAfpF)
]

do ventriculo esquerdo - CEPA Y NOX2". (A) Relagdo da corrente de pico
normalizada pela capacitancia celular, em funcdo da voltagem. Os circulos representam
média £ EPM. As linhas continuas representam os ajustes segundo a equacao 3. (B, C,
D) Tragados representativos para os cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo
(CTR n=23), para os cardiomiocitos infectados do ventriculo esquerdo a 15 dias pos-
infeccdo (CTR 15 dpi n=23), para os cardiomidcitos do ventriculo esquerdo de animal
knockout para NOX2"" (NOX™ n=14), e para os cardiomidcitos do ventriculo esquerdo
de animal knockout para NOX2" infectados a 15 dpi (NOX” 15 dpi n=16). *
comparagao entre CTR e CTR 15 dpi; ** comparagdo entre CTR 15 dpi com NOX™ 15
dpi.
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Corrente de calcio do tipo L

Apesar de nao terem sido realizados experimentos funcionais com o coragao de
animais NOX2”, para avaliarmos se essa via estd envolvida no remodelamento
mecanico observado com 15 dpi na cepa Y, decidimos estudar a Ic,1jd que correlagdes
com a funcionalidade cardiaca podem ser obtidas com o estudo dessa familia de
corrente. Os dados relativos a esses resultados sdo sumarizados na figura 52.

Os dados apresentados na figura 52 demonstram que os animais NOX2™”"
apresentam uma ligeir atenuagdo da Ic,r. Além disso, outro importante achado nesse
grupo de experimentos ¢ que os animais NOX2”" 15 dpi ndo apresentam nenhuma
atenuacdo da Ic,r. Na figura 52A ¢ apresentada a relagdo da densidade de corrente por
voltagem, e em B, C, D e E os tracados representativos para as células controle, 15 dpi,
NOX2" e NOX2"" 15 dpi. Por exemplo, a 10 mV a densidade de corrente (pA/pF) foi
de -8,4+0,3,-49+0,2,-7,1 £0,4 ¢ - 7,3 £ 0,4, para células controle, 15 dpi, NOX27" e
NOX2” 15 dpi. Além disso, a curva de condutincia ndo apresentou alteracdo, ja o
tempo para o pico da corrente e as constantes de tempo para inativagdo apresentaram
alteracOes pontuais. Esses resultados sdo ilustrados na figura 11 (anexo 2) e

demonstrados na tabela 15 (anexo 1).
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Figura 52: Corrente de Calcio (Ica) em cardiomiécitos do ventriculo esquerdo -
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CEPA Y NOX2™. (A) Relacdo da corrente de pico, normalizada pela capacitancia
celular, em fungdo da voltagem. Os circulos representam média = EPM. As linhas
continuas representam os ajustes segundo a equagdo 3. (B, C, D, E) Tragados
representativos para os cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo (CTR n=25),

para os cardiomidcitos infectados do ventriculo esquerdo aos 15 dias pés-infecgao (CTR
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15 dpi n=25 ), para os cardimiocitos do ventriculo esquerdo de animal knockout para
NOX2”" (NOX”" (n=26)), e para os cardimidcitos do ventriculo esquerdo de animal
knockout para NOX2”" infectado a 15 dias (NOX'/ “15 dpi (n=19)). * comparagdo entre
CT e 15 dpi; ** comparagdo entre CTR 15dpi e NOX™ 15 dpi; ***  comparando CT

com NOX™". *, ** k% <0 05, two-way anova.

Resultados do animal knockdown para o transportador de acetilcolina (VAChTP)

Como ultima abordagem experimental em nosso trabalho, decidimos avaliar
uma possivel associagdo entre disfuncao elétrica e reducdo na atividade colinérgica do
coracdo, ja que resultados prévios da literatura indicam que ocorre uma acentuada
reducdo da inervacdo do coracdo na fase aguda da doenca de Chagas. Com esse,
objetivo, utilizamos o animal knockdown para o transportador vesicular de acetilcolina.
Nesse estudo avaliamos apenas a atividade elétrica das células musculares ventriculares
isoladas.

Primeiramente avaliamos o potencial de a¢do dos cardiomiocitos e, conforme
demonstrado na figura 53, os animais VAChT®" néo apresentam alteragdo na forma do
PA. Em A ¢ apresentada a média para o tempo de repolizagdo em diferentes
porcentagens, ¢, em B e C, os tracados representativos para células controle e
VACKT*P Por exemplo, a 90% de repolarizagdo, obtivemos valores (em ms) de 25,8 +
1,7 e 259 £ 2,8, acompanhado de uma ligeira atenuacdo da mdxima taxa de

despolarizacao e do overshoot - tabela 16 (anexo 1).
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Figura 53: Potencial de acdo (PA) em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo em
VACHhT"®, (A) Tempo para repolarizagdo do potencial de agio a 10, 50 ¢ 90%. (B ¢ C)
Tragados representativos para os cardiomidcitos controles do ventriculo esquerdo
(CTR) (n=15), e para os cardiomidcitos do ventriculo esquerdo do animal knockdown
para o transportador de acetilcolina (VAChT*P) (n=15). As barras representam média +

EPM.

A falta de alterag@o na forma do PA indica que em condigdes basais as correntes
idnicas dos animais VAChTXP encontram-se similares & dos animais controle. Portanto,
ndo avaliamos as correntes de potassio. Contudo, decidimos avaliar a resposta da Ic, 1 ao
isoproterenol para averiguarmos se uma disfungdo colinérgica ¢ seguida de uma
disfuncdo beta-adrenérgica. Os resultados apresentados na figura 54 mostram que os
animais VAChTXP apresentam uma Ic,r igual a dos animais controle, entretanto a
resposta ao isoproterenol encontra-se atenuada nos VAChT*P. Na figura 54A, estdo
representados os resultados para a densidade de corrente em funcao da voltagem
(pA/pF), e nas figuras 54B, D e C, E sdo apresentadas as figuras representativas para os
grupos controle, controle + 100 nM de isoproterenol, VAChT*®, ¢ VAChT* + 100 nM
de isoproterenol. Por exemplo, a -10 mV obtivemos valores de densidade de corrente
(em pA/pF) de -5,9 £ 0,5, -12,5 +£ 0,7, -5,6 + 0,4 ¢ -8,2 £ 0,5, para c¢lulas controle,
controle + ISO, VAChT*P, ¢ VAChT*® + ISO, respectivamente. Além disso, os

animais VAChT®P apresentaram uma atenuagdo no deslocamento da curva de
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condutancia sob o efeito do ISO, bem como da aceleracdo da inativagdo, conforme

demonstrado na figura 12 (anexo 2) e tabela 17 (anexo 1).

Densidade de Corrente (pAlpF)

g C VAChT® E VAChT® + 150
® CTR
© CTR+ISO w
¥ VAChT™ | E
12 - A VAChT™ +is0 ¥
50ms
-40 20 0 20 40

V,, (mV)

Figura 54: Corrente de Calcio (lca) em cardiomiécitos do ventriculo esquerdo em
animais VAChT*P. (A) Relagdo da corrente de pico, normalizada pela capacitancia
celular, em fun¢do da voltagem. Os circulos representam média + EPM. As linhas
continuas representam os ajustes segundo a equacdo 3. (B, C, D, E) Tragados
representativos para os cardiomidcitos controle do ventriculo esquerdo (CTR, n=14),
para os cardiomiocitos do ventriculo esquerdo do animal knockdown para o
transportador de acetilcolina (VAChT*P, n=20), CTR + Isoproternol (ISO, n=9) e
VACKT*P + ISO (n=14). * comparagio entre CTR ¢ CTR + ISO; e entre CTR + ISO ¢
VACKT*P + ISO, ** comparacio entre VAChT*P ¢ VAChT*P + IS0, *, ** p<0,05,

two-way anova.

Comparacdao geral dos resultados de eletrofisiologia

Em nosso estudo avaliamos intimeros parametros -eletrofisioloégicos, em
diferentes condigdes experimentais. Na figura 55 ¢ apresentada uma visdo geral dos
resultados, sendo cada um dos grupos normalizado pelo seu respectivo controle.

Como podemos perceber nos experimentos com a I, 1, (Figura 55A) os resultas
mais marcantes demonstram a reducdo diferencial da Ic,1, entre 0 VD e VE, infectados
com a cepa colombiana. Além disso ¢ possivel perceber o recobro total da Ic,r, no
animal infectado com a cepa Y. Por ultimo, a diferenca de resposta ao isoproterenol em

relacdo ao animal controle e a0 VAChT®P.
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Considerando a Ik, (Figura 55B) o resultado mais marcante ¢ o grande aumento
da densidade de corrente no animal VAChT*® infectado.

Quando avaliamos o potencial de acao (Figura 55C) observamos nitidamente
que o aumento do tempo para repolarizacdo ¢ bem maior no animal infectado com a
cepa colombiana, do que aquele infectado com a cepa Y. Importante também, que
ocorre o recobro completo do potencial de acdo com a cepa Y com 45 dpi. Para a Iy,

(Figura 55D) observamos, um padrao similar daquele observado para o potencial de

agao.
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Figura 55: Visdo geral dos resultados de eletrofisiologia. Resultados normalizados,
de acordo com o controle de cada grupo, sendo os resultados em (A) car, (B) Iki, (C)

potencial de agdo e (D) Iy
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DISCUSSAO
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Modelo experimental com a cepa colombiana

O coragdo ¢ um oOrgdo vital, envolvido no enderegamento, através do sistema
circulatorio, de nutrientes e depuracdo de metabolitos, permitindo assim um
funcionamento adequado de toda a fisiologia corporea.

Por esse motivo, alteracdes na fisiologia desse 6rgdo possuem importante
repercussao no funcionamento de praticamente todas as estruturas corpéreas, tornando
assim o cora¢do um alvo importante de modulagdo por diferentes sistemas, para que sua
fisiologia se adapte as necessidades do individuo.

Quando ocorre o estabelecimento de diferentes cardiopatias, a funcionalidade do
orgao em questdo ¢ reduzida, tornando assim a qualidade de vida do individuo
comprometida. Dentre as inimeras cardiopatias que atentam contra a vida do homem, a
doenca de Chagas possui um importante papel, sendo endémica na America do Sul,
porém estendendo-se, em um menor grau, a outras regides do planeta. A cardiopatia
originada pela doenca de Chagas possui multipla origem, sendo ainda desconhecida a
génese do problema cardiaco decorrente dessa doenca. No estagio final, pode-se
encontrar uma completa reorganiza¢do do tecido cardiaco, com um elevado depdsito de
colageno, o qual ¢ acompanhado por uma disfuncdo no cardiomiocito ventricular e
alteracdo no padrao eletrocardiografico. Todos esses fatores, contribuem para o péssimo
prognostico associado aos individuos que desenvolvem a forma cardiaca cronica da
doenga de Chagas.

Do ponto de vista da evolugdo da doenca no ser humano, pouco se sabe sobre as
vias de sinalizagdo envolvidas no remodelamento cardiaco observado. Sabe-se que, na
fase aguda, alguns individuos podem apresentar arritmias complexas, podendo levar ao
obito. Depois da fase aguda, praticamente assintomatica, o individuo passa por algumas
décadas sem manifestar nenhum problema cardiaco, sendo que ao redor de 30-40% dos
casos ocorrera a manifestacdo da forma cardiaca da doenca. Um dos poucos achados
que sao evidenciados sobre um possivel mecanismo associado a evolucao da cardiopatia
chagasica ¢ a presenga, tanto na fase aguda quanto na fase cronica, de um intenso
infiltrado inflamatoério, o qual poderia constantemente lesar o tecido cardiaco,
culminando assim no estabelecimento da cardiopatia. Entretanto essa correlagdo nao
pode ser realizada de forma direta. Sendo assim, ainda ¢ uma questdo em aberto na

literatura os mecanismos celulares associados ao remodelamento do midcito cardiaco no
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decorrer da evolugdo da doenca de Chagas. Por esse motivo, no presente estudo
avaliamos a funcionalidade do midcito cardiaco em um modelo murino na fase aguda,
tanto do ponto de vista mecanico como elétrico, na tentativa de elucidar a génese da
cardiopatia chagésica.

Primeiramente determinamos tanto a curva de parasitemia quanto a producdo de
alguns marcadores inflamatérios, para ganharmos alguma informacgao inicial sobre o
componente imunologico de nosso modelo. Como relatado nos resultados, animais
infectados com a cepa colombiana apresentam uma parasitemia que se desenvolve
lentamente, com niimero méaximo de parasitos na circulagdo ao redor de 45 dias pos-
infeccdo (dpi), sendo que em seguida ocorre um declinio na parasitemia para niveis ndo
mais detectaveis. Importante de se observar que, com essa cepa, ocorre uma taxa de
mortalidade acentuada ao redor de 30 dias pds-infeccdo. Sabe-se, na literatura, que o
camundongo da linhagem C57BL6 ¢ um modelo que apresenta resisténcia a infec¢do
por T. cruzi. Porém, mesmo utilizando uma baixa carga parasitaria inicial (50
parasitos/animal), foi observada uma taxa de mortalidade de aproximadamente 40%.

Quando avaliamos a producdo de alguns marcadores pro-inflamatorios,
observamos inicialmente uma elevada produgdo de IFN-y, sendo seguida por um
aumento na produgcdo de MCP-1 e TNF-a. A logica na sequéncia de produgdo das
citocinas e quimiocina avaliadas segue a sequéncia de ativa¢do do sistema imune. O
IFN-y ¢ uma das mais importantes citocinas envolvidas no controle do nimero de
parasitos, envolvida na potencializacdo da resposta microbicida do macroéfago, um dos
principais componentes da resposta imune inata. J4 o MCP-1 tem um importante papel
em facilitar a migragdo de diferentes células fagocitarias para sitios de infec¢do. Ja o
TNF-a possui papel fundamental em potencializar a resposta imune inata, favorecendo
assim a eliminacdo do parasito. Assim, apds um aumento inicial dessas moléculas na
circulacao, ocorre um declinio da resposta, associada a uma diminui¢do da parasitemia.
Entretanto, uma observacdo mais cuidadosa do perfil de producdo de citocinas e
quimiocinas, demonstra que as trés moléculas em questdo, mesmo aos 170 dpi, ndo
retornaram para o valor basal originalmente observado a 0 dpi. Esse resultado sugere
que em nosso modelo foi instalada uma inflamagao cronica, mesmo na auséncia de
parasitos na circulacdo. O processo de inflamacdo cronica foi observado também no
tecido cardiaco, sendo que tanto nos 30 dpi quanto nos 90 dpi, foi constatado um

intenso infiltrado inflamatério (dado ndo mostrado). Sendo assim, do ponto de vista da
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resposta imune, nosso modelo apresenta uma resposta similar ao que ocorre em muitos
outros modelos, inclusive em muitos estudos realizados em humanos.

Do ponto de vista macroscopico, sabe-se que na fase aguda da doenca de Chagas
ocorrem multiplas alteragdes no tragado do ECG, tanto de modelos animais como no
homem. Por esse motivo, decidimos iniciar nossos estudos avaliando o padrdo
eletrocardiografico dos animais infectados aos 30 dpi. Este ponto foi tomado como
representativo da fase aguda, pois foi observada uma alta taxa de mortalidade.

Em humanos, sdo observados, na fase aguda da doenga, diferentes alteragcdes no
ECG, como por exemplo taquicardia sinusal, baixa amplitude do complexo QRS,
alteragdes de repolarizagdo ventricular, bloqueio atrioventricular de 1° grau, aumento da
freqiiéncia cardiaca, além de outras manifestagdes. Em modelos usando camundongos,
nem sempre sdo achadas alteragdes eletrocardiograficas na fase aguda, sendo essas
alteracdes dependentes da espécie do animal e da cepa de T. cruzi utilizada (Andrade ,
1990; Eickhoff et al., 2010; Waghabi et al., 2009).

Em virtude das dificuldades técnicas e limitagdes do método utilizado, o eixo y
(voltagem), associado a amplitude do sinal do eletrocardiograma, ndo pode ser utilizado
para analise dos resultados. Isso porque a forma de implanta¢do dos eletrodos poderia
gerar alteracdes na amplitude e cinética do sinal, que ndo fossem necessariamente
atribuidas a alteragdes provocadas pela cardiopatia chagésica (Zipes et al., 2006).

Mesmo ndo sendo possivel utilizar a amplitude do sinal, que poderia fornecer
importantes informagdes sobre a existéncia ou ndo, em nosso modelo, do complexo
QRS de baixa amplitude, detectamos outras importantes alteragdes morfoldgicas no
ECG dos camundongos, associadas principalmente a duracdo das ondas que compdem o
ECG.

Primeiramente, observamos um aumento da freqiiéncia cardiaca, fato ja
observado no homem e em modelo murino na fase aguda. O aumento da freqiiéncia
cardiaca pode ser atribuido a uma destruicdo dos neuronios parassimpaticos, fato que
ocorre na fase aguda da doenga de Chagas, sendo que, hipoteticamente, a desnervagao
simpatica também observada ndo seria tdo grave quanto a parassimpdatica (Machado et
al., 1987; Machado et al., 1998; Ribeiros dos Santos ¢ Hudson, 1981), sendo as bases
moleculares desse processo ainda ndo estabelecidas. As bases moleculares para as
alteragdes encontradas seriam a presenca de autoanticorpos contra o receptor

muscarinico M2 (Fu et al., 1993), e o receptor adrenérgico B1 (Magnusson et al., 1990).
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Uma possivel explicagdo para papel modulatdrio apresentado pelos autoanticorpos ja foi
demonstrado, pois foram capazes de modular a eletrofisiologia da célula cardiaca,
principalmente a corrente de calcio do tipo-L e do potencial de acao (Del Corsso et al.,
2004). Entretanto, a hipdtese de que autoanticorpos contra o receptor muscarinico e
adrenérgico poderiam modular a freqiiéncia cardiaca, por alterarem o tonus do nodo
sino atrial ja na fase aguda da doenca de Chagas ainda precisa ser testada, tendo em
vista que a maioria dos estudos que detectaram a presenca desses auto-anticorpos o
fizeram apenas na fase cronica.

Além disso, foi possivel constatar uma profunda alteracdo na repolarizacao
ventricular, como evidenciado pelo aumento da duracdo do complexo QRS.
Adicionalmente, alteragdes atriais também foram detectadas, sendo ela atribuida
principalmente a uma dissociacdo atrio ventricular, devido ao aparecimento de
alternancia de onda P (Moffa e Sanches, 2001). Adicionalmente, o observado padrdo
também pode ser associado a um bloqueio atrioventricular de grau um, ja que nao
ocorreu uma alteracao na freqiiéncia cardiaca no periodo observado (Moffa e Sanches,
2001).

Levando-se em conta a morfologia do complexo QRS, ao se observar
atentamente a onda média do ECG dos animais chagasicos, aparentemente em dois
deles (figura 14 B, 1 ECG da esquerda, parte superior; 4 ECG da esquerda, parte
inferior) € possivel inferir que esses animais apresentavam infarto inferior do miocardio
(Moffa e Sanches, 2001, p 521). Porém, uma analise histoldgica seria necessaria para
confirmar este fato. Adicionalmente, analisando o ECG dos animais na figura 14 B,
primeiro e terceiro a direita e segundo a esquerda, é possivel perceber uma isquemia
subepicardica, acompanhada de bloqueio de ventriculo esquerdo (Moffa e Sanches,
2001, p 533).

As arritmias, que também sdo um constante achado na fase aguda da doencga de
Chagas, nao foram detectaveis em nosso modelo. Isso porque a linha de base do sinal,
principalmente dos animais controles, ¢ muito oscilante. Isso se deve a um fator
principal: o ECG foi realizado em animais acordados, ndo anestesiados. Optamos por
realizar o ECG em animais acordados porque ¢ bem conhecido que diferentes
anestésicos sdo capazes de alterar principalmente a dura¢do das diferentes ondas do
ECG (Owczuk et al., 2008; Copeland et al., 2008), fato que poderia mascarar os

resultados.
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Apesar de ndo ter sido possivel verificar arritmias em nosso modelo, o coragdo
estudado apresentou alteragdes funcionais e estruturais que justificam principalmente a
ocorréncia de reentrada. Para que ocorra esse fendmeno sdo necessarios alguns
requisitos, tais como: dupla via de conducdo do impulso elétrico; diferentes
refratariedades entre ambas; e condugdo bidirecional em ao menos uma das vias (Moffa
e Sanches, 2001).

Diferencas regionais na refratariedade resultam, principalmente, de aumento na
deposicao de colageno e alteragdes na eletrofisiologia celular, como p. ex. aumento da
duracdo do potencial de agdo, diferengas que culminam em um aumento da duracido do
QT. Sendo assim, podemos imaginar que com o passar da infec¢do ocorre uma alteragao
nos parametros eletrofisiologicos da célula muscular cardiaca e remodelamento da
matriz extracelular do coragdo, associadas aos problemas de condu¢do detectados em
nosso modelo (como bloqueio de ramo direito e esquerdo). A jungdo desses fatores
contribui gradativamente para uma maior incidéncia de reentrada, culminando com uma
maior ocorréncia de taquiarritmias ventriculares graves, podendo assim contribuir para
os Obitos recorrentes na doenga de Chagas na fase aguda e cronica (Moffa e Sanches,
2001; Brener et al., 2000).

As alteragdes eletrocardiograficas encontradas em nosso modelo foram
acompanhadas por alteragdo no ecocardiograma. Constatamos uma intensa hipertrofia
generalizada pelas estruturas do coracao, sendo mais evidente no septo intraventricular e
no ventriculo esquerdo. A hipertrofia relatada em nosso estudo também ja foi observada
em outro estudo, no qual foi utilizada a cepa colombiana (Kumar et al., 1969, Federici
et al., 1964). O fato de ndo serem relatadas alteragdes cardiomorfologicas na fase aguda
da doenga de Chagas ndo implica a sua auséncia. Um dos poucos estudos realizados
demonstrou que de oito pacientes que vieram a Obito na fase aguda, cinco deles
morreram devido a uma intensa miocardite (Brener et al., 2000). Entretanto, a maior
disponibilidade de ecocardiogramas observada hoje em dia pode favorecer futuramente
uma maior coleta de dados sobre alteragdes morfoldgicas cardiacas associadas a fase
aguda da doenga.

As alteragdes ecocardiograficas encontradas em nosso modelo demonstram que
com 30 dpi ocorre uma hipertrofia cardiaca, sendo que com 15 dpi essa hipertrofia ainda
nao ¢ observada. Contudo, com 15 dpi ¢ observada uma reducdo no volume sistolico,

diastolico e ejetado, porém manutencdo da fragdo do volume ejetado. Esse resultado
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indica que com 15 dpi ocorrem alteracdes nas propriedades mecanicas do midcito
cardiaco, o que provavelmente o torna menos distensivel. Para gerar uma compensagao
no sistema, devido a eminente reducdo na capacidade contratil do coracdo, uma
sinalizacdo hipertrofica ¢ ativada, culminando com um aumento da massa cardiaca,
levando a compensagdo. O sinal hipertrofico gerado poderia ser atribuido a
sinalizadores moleculares hipertréficos classicos, como a via do BNP/ANP, ou a
moléculas do sistema imune, como o TNF-a. Sendo que em nosso estudo observados
um aumento na produ¢do de TNF-a e outros da literatura ja relataram aumento de
BNP/ANP durante a infec¢do por T cruzi

Sendo assim, inicialmente a producao de TNF-a, em conjunto com outras vias
de ativagdo hipertrofica, induziria um aumento na massa cardiaca devida a hipertrofia
miocardica. Contudo, em funcdo de uma constante ativacdo das vias hipertroficas, o
midcito cardiaco perde a sua habilidade em induzir hipertrofia celular, resultando no
estabelecimento de uma incapacidade do midcito em responder ao sinal hipertrofico,
migrando dessa forma para uma hipertrofia descompensada. Associado a esse fato,
existe o potencial apoptdtico do TNF-a sobre os cardiomidcitos, que pode contribuir
para a reducdo da massa ventricular observada em nosso modelo, da transi¢dao da fase
aguda para a cronica, o que pode culminar com o aumento da deposi¢do de colageno,
classicamente relatado em diferentes modelos de estudo da doenga de Chagas

Entretanto, quando ¢ realizado um bloqueio do TNF-a, pode ocorrer uma piora
no quadro da cardiopatia observada na fase cronica da doenga de Chagas. Em um estudo
utilizando Etanercepte, ficou demonstrado que na fase cronica existe um
comprometimento da func¢do ventricular cardiaca, porém isso ndo foi acompanhado por
um aumento na parasitemia, na taxa de mortalidade, bem como na expressdo cardiaca
de TNF-a, IFN-y, TFG-B, ANP e BNP, sendo o mecanismo ainda desconhecido de
reducdo da fun¢do cardiaca devido ao bloqueio do TNF-a (Bilate et al., 2007). Esse fato
pode ser atribuido ao papel diferencial que ambos os receptores de TNF-a possuem no
coracdo, sendo que com a evolucdo da cardiopatia chagésica, pode ocorrer uma
superexpressdo do TNFR1, em detrimento de uma redugdo do TNFR2.

Recentemente, foi demonstrado que no coracdo existe a expressdao de dois
receptores para TNF-a, sendo que o TNFRI1 possui um efeito deletério na funcao
cardiaca, sendo que a ativacdo desse receptor leva ao estabelecimento de hipertrofia,

apoptose e ativacdo de NF-xB. Ja o TNFR2, possui efeito contrario, sendo um ativador
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de vias antihipertroficas, contribuindo para manuten¢do da fun¢do miocardica (Hamid et
al., 2009). Apesar de diversos resultados do nosso presente estudo, bem como outros da
literatura, apontarem para um importante papel do TNF-o. em modular a fisiologia
cardiaca, o exato papel que essa citocina possui na evolugdo da cardiopatia chagasica,
ainda precisa ser mais bem avaliado. Além do TNF-a, outras citocinas também sdo
capazes de modular a fisiologia cardiaca, fato que sera discutido em maiores detalhes
posteriormente.

Com o objetivo de melhor compreender o remodelamento mecanico que ocorre
no midcito cardiaco, realizamos experimentos para caracterizar a funcdo contratil da
c¢lula muscular cardiaca, tanto do ventriculo direito quanto do ventriculo esquerdo.

Em nosso estudo, demonstramos que existe uma correlagdo entre o inicio da
producdo de MCP-1 e IFN-y e uma reducdo na fun¢do do midcito ventricular da camara
direita e esquerda. Sendo assim, esse resultado sugere um papel dessas duas moléculas
na disfungdo contratil observada no miécito cardiaco. Porém, o papel que ambas as
moléculas possuem nessa modulagdo precisa ser mais bem estudado. Além disso, os
niveis elevados de TNF-a observados com 30 dpi também se correlacionam com
redu¢do da funcao contratil da célula com 30 e 45 dpi, indicando um possivel papel para
essa citocina na modulacdo da fun¢dao miocardica, sendo que o TNF-a ja foi associado
diretamente a uma reducdo da capacidade contratil do musculo. Muitos dos efeitos
deletérios do TNF-a sobre a fisiologia do midcito cardiaco sdo atribuidos a uma
reducdo na liberacdo de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico, bem como uma redugdo da
sensibilidade dos miofilamentos pelo calcio (Duncan et al., 2007; Amadou et al., 2002;
Goldhaber et al., 1996). Uma observagdo mais atenta aos resultados, comparando VE e
VD, revela que existe uma pequena diferenca na modulacdo da funcao contratil da
célula cardiaca ao longo da infeccdo, o que causaria diferencas associadas a resposta da
camara cardiaca direita e esquerda.

Como discutido até o momento, a infec¢ao por T. Cruzi causa uma alteragdo na
maquinaria contratil da célula cardiaca, com um remodelamento do acoplamento
excita¢do contragdo. Além da habilidade do T. cruzi em induzir uma alteragdo na
expressdao de importantes proteinas contrateis do miocito cardiaco, a interagdao dele com
a célula do hospedeiro pode ativar vias adicionais que também podem contribuir para a
disfungdo celular observada. Dados da literatura sugerem que a capacidade do T. cruzi

de infectar diferentes células ndo linfoides, incluindo os cardiomidcitos, se baseia em
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sua habilidade de interagir com a célula do hospedeiro e ativar diferentes vias de
sinalizagdo.

Foi demonstrado, inicialmente, que a internalizagdo de T. cruzi em células ndo
linféides era um processo dependente da ativacdo de dois receptores de TGF-B
presentes na membrana celular, sendo que a delecao de ambos os receptores reduziu
enormemente a capacidade infectante (Ming et al., 1995). Ja foi demonstrado, em
cardiomidcitos, que o TGF-f pode ativar inimeras vias, dentre elas a via da AKT (Chen
et al., 2001), e que em macréfago ocorre a ativagdo da PI3kinase (Todorov et al., 2000),
vias que possuem inimeros alvos intracelulares.Em outros modelos de infecg¢do por T.
cruzi ja ficou demonstrado uma elevada produgdo de TGF-B. Adicionalmente, ja foi
relatado que o TGF-B ¢ capaz de induzir desorganizacdo das jungdes comunicantes
entre os midcitos cardiacos (gap junction), por modular o arranjo espacial da conexina
43, sendo que os niveis elevados de TGF-3 e desorganizagdo das jungdes comunicantes
também s3o observados na fase cronica da doenga de Chagas, em humanos ¢ modelo
animal (de Carvalho et al., 1992; Waghabi et al., 2009). Sendo assim, além do TGF-3
participar da ativacdo de diferentes vias, também pode interferir nas propriedades
elétricas da célula muscular cardiaca, podendo contribuir para as alteragdes observadas
em nosso modelo. Além de modular a expressdo do TGF-p, a interagdo do T. cruzi com
o cardiomidcito estimula outras vias de sinaliza¢do. Essa interacdo favorece também a
ativacao de vias de liberagdo de cdlcio intracelular, sendo que essa ativacdo € necessaria
para a infeccdo da célula cardiaca pelo parasito, causando rearranjo do citoesqueleto
(Tardieux et al., 1994; Moreno et al., 1994). Além disso, posteriormente ficou
demonstrado, em célula de fibroblasto de rim, que um fator soluvel de T. cruzi é capaz
de ativar formacdo de IP3 e mobilizar calcio intracelular, bem como rearranjar o
citoesqueleto. Adicionalmente, quando depletados os estoques intracelulares de célcio,
mas nao o calcio extracelular, o processo acima descrito foi abolido. Posteriormente,
ficou demonstrado que uma fragdo solavel de T. cruzi era capaz de ativar transientes
repetitivos de célcio em célula cardiaca isolada. Esses eventos eram independentes da
ativacao dos canais de calcio do tipo-L, porém dependentes da ativagdo de proteina G,
bem como do célcio do reticulo sarcoplasmatico (Barr et al., 1996). Sendo assim, esses
trabalhos demonstraram que o T. cruzi é capaz de causar um remodelamento/ativacdo de
diferentes vias de liberagdo de calcio (Barbosa e Meirelles, 1995). Adicionalmente,

cultura de cardiomidcitos neonatos e células endoteliais com T. cruzi durante 4-7 dias
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causou um aumento na concentra¢do citoplasmatica basal de célcio. Em contraste,
quando estimulada a liberagdo de célcio via receptor B-adrenérgico, foi demonstrada
uma liberagdo menor nas células infectadas, bem como um retardo na cinética de
ativacdo e recaptura (Morris et al., 1988; Bergdolt et al. 1994), indicando uma regulagao
ndo somente dos receptores de membrana e vias de sinalizacdo intracelular, bem como
dos processos basicos de funcionamento da célula, ja que a controle da concentragdo
citoplasmatica de calcio ¢ fundamental para o funcionamento da célula cardiaca.

Dentre uma das vias que acreditamos estar envolvida nas alteracdes
relacionadas ao manuseio do célcio intracelular e 4 Pi3kinase/akt. Dados da literatura
demonstram que cardiomidcitos de ratos neonatos, quando incubados com TNF-a,
apresentam uma ativacdo da via PI3kinase/Akt, culminando com ativagdo de NF-xB e
JUN kinase, sendo essa viafundamental para o papel hipertrofico do TNF-oo durante o
estabelecimento da hipertrofia cardiaca (Hiraoka et al., 2001; Frati et al., 2002) sendo
que existem evidéncias demonstrando que o TNFRI1 ¢ capaz de inibir ¢ o TNFR2
estimular a fosforilacdo da akt (Higuchi et al., 2006). Entretanto, ndo foi observada
ativacao de Akt por TNF-a em nenhum dos modelos (Lecour et al., 2005), fato que
evidencia o papel especifico dessa molécula sinalizadora em diferentes formas de
estimulo, como também sugere uma fun¢do dependente da concentracdo circulante
dessa citocina, bem como o nivel de expressdo de seus receptores no cora¢do. Nossos
resultados indicam uma producdo cronica de TNF-a, nas diferentes fases da doenga,
podendo contribuir para o remodelamento celular observado no midcito cardiaco.
Adicionalmente, outras citocinas também sdo capazes de estimular a via Pi3kinase/Akt
em cardiomiocitos. Em fibroblasto cardiaco humano, foi observado que a IL-18 ¢ capaz
de ativar a via em questdo, levando a ativagdo de NF-«xB (Reddy et al., 2008). Esses
resultados, envolvendo a ativagdo da via PI3kinase por diferentes moléculas do sistema
imune, abre portas para um vasto campo de pesquisa que ainda ¢ pouco explorado.

A via de ativagdo PI3kinase/Akt possui ndo somente um importante papel na
facilitagdao da infeccao de células nao fagociticas, mas também uma estratégia evolutiva
da interagdo do T. cruzi com seu hospedeiro. Em um elegante estudo realizado por
Chuenkova e Pereira-Perrin (2009), ficou demonstrado que o T. cruzi, mais
especificamente um fator neurotréfico derivado de parasito (PDNF), uma trans-sialidase
que esta localizada na superficie do protozodrio, é capaz de ativar Akt, levando a

ativacdo de vias antiapoptoticas, através da inibicdo da transcricdo de diferentes fatores
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apoptoticos, como caspase-9, genes da familia Bcl2 e do fator de transcricdo FOXO.
Sendo assim, uma vez que o T. cruzi tenha infectado a célula, ele é capaz de manter a
viabilidade celular, por meio da ativacao de via PI3kinase/Akt, permitindo assim que ele
dure por um longo periodo no interior da célula (4-5 dias). Apesar de esse mecanismo
ser uma interessante estratégia para permanéncia de T. cruzi em células cardiacas,
principalmente durante a fase cronica da doenca, evidéncias diretas do papel anti-
apoptotico da ativacdo da Akt por infecgdo de T. cruzi em célula muscular cardiaca
ainda precisa ser demonstrado.

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram que existe uma
correlacdo entre as alteragcdes observadas macroscopicamente (eletro e ecocardiograma)
e molecularmente (eletrofisiologia e contragao celular) em relacdo as alteragdes do
mibcito cardico. Também demonstramos que existe uma alteragdo significativa na
eletrofisiologia do coragdo, evidenciada pelas alteracdes eletrocardiograficas. Sabe-se
que existe uma estreita associacdo entre a atividade elétrica global do coragdo
demonstrada pela analise do ECG com a eletrofisiologia do midcito cardiaco isolado.
Por esse motivo decidimos estudar alguns dos componentes envolvidos no controle da
excitabilidade da célula muscular cardiaca. Iniciamos nosso estudo avaliando o
potencial de agdo cardiaco, que ¢ a resposta elétrica final do midcito cardiaco (Bers,
2002).

Nossos dados claramente apontam para um aumento da duracao do PA, tanto em
células do VD quanto nas do VE. Entretanto, os resultados do VE indicam que o
remodelamento elétrico evidenciado no PA ¢ estabelecido entre 15-30 dpi e ndo com 15
dpi. Esses dados indicam que primeiramente ocorre um remodelamento mecanico
seguido pelo elétrico, ja que as alteracdes nas propriedades contrateis do miodcito
cardiaco e portanto do coracdo foram observadas com 15 dpi. Isso abre uma janela onde
pode-se sugerir que os mecanismos associados ao remodelamento mecanico sejam
distintos daqueles observados no remodelamento elétrico.

Além da alteracao observada na repolarizagao do PA, constatamos também uma
diminuic¢do nada taxa de despolarizagdo do VE e um aumento do overshoot do VD com
30 dpi. Esse fato indica que, provavelmente, a corrente de sddio (Berecki et al., 2010) ¢
diferentemente modulada no VE e no VD ao longo da evolucdo da infecgdo.

Interessante de ser observado que dados prévios da literatura ja demonstram que na fase
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aguda da doenga de Chagas, em modelo canino, ocorre uma alteracdo na morfologia do
PA do ventriculo esquerdo (Pacioretty et al., 2010).

Em seguida, quando comparamos as mudangas observadas no PA do VE e do
VD, percebemos que o percentual de aumento da duracdo do PA foi similar entre os
miocitos das diferentes camaras cardiacas. Assim, tais mudancas sdo correlacionadas
com as alteragdes eletrocardiograficas, o que constitui um importante substrato celular
para a ocorréncia de arritmias cardiacas (Boukens et al., 2009), fato comumente
observado na fase aguda.

Diferentes componentes i0nicos estdo envolvidos no controle da repolarizagdo
do PA cardiaco. Em nosso estudo decidimos avaliar a Ik, L, Ik € Icar, sendo a tltima
uma importante conexao com a ativagao da contracao celular.

Quando avaliamos a Ikx;, observamos que existe um distreto aumento da
densidade de corrente, porém ndo da condutancia dessa familia de corrente ao longo da
infecgdo, sendo essa caracteristica mais evidente no VE do que no VD. Outro pardmetro
avaliado foi o potencial de repouso das células do VE com 30 dpi. Observamos que as
células infectadas apresentaram um potencial de membrana mais hiperolarizado quando
comparado com as células controle (Tabela 18 anexol). Sabe-se que alteragdes na
condutancia para Ix; podem contribuir tanto para importantes alteracdes na forma do
PA, bem como no ECG. Uma redugao na densidade da Ix; estd associada a um aumento
da duracao do potencial de acdo, bem como do intervalo QT (McLerie e Lopatin, 2003).
J4 um aumento na densidade de corrente esta associado a um encurtamento do potencial
de acdo, com acelera¢do da fase 3 da repolarizagdo, tornando a célula hiperpolarizada.
Além disso, é observado um encurtamento do intervalo QTc, indicando uma correlacao
entre o encurtamento do PA e o fenotipo observado no ECG (Miake et al., 2003).
Aparentemente, as alteragdes observadas em nosso modelo sdo contraditorias quando
comparadas com esse estudo. Entretanto, algumas peculiaridades merecem ser
comentadas, pois sdo capazes de explicar a suposta discrepancia. No estudo realizado
por Miake e cols. (2003), a superexpressao da Kir2.1 resultou em um aumento de mais
de 100% na densidade de corrente. Ja em nossos estudos, o aumento observado foi
discreto (ao redor de 30% no potencial mais negativo, sendo que ndo existe diferenca
em voltagens mais positivas). Sabe-se que no miocito cardiaco de camundongos, a
corrente de potassio transitoria de saida possui papel de destaque na repolarizagdo do

PA (Roman-Campos et al., 2010; Rota et al., 2007). Sendo assim, podemos imaginar
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que com a evolucdo da doenca de Chagas, a disfungdo associada a Ix; pode possuir um
papel mais relevante. No modedo knockout para conexina-43, foi observado que em
condigdes basais existe um aumento na densidade da Ix; (Kontogeorgis et al., 2008).
Desse modo parece exitir uma correlacdo entre uma reducio na expressao da conexina-
43 e um aumento da Ix;. De outros estudos, sabe-se que durante a cardiopatia chagasica
existe uma reducdo na expressdo da conexina 43 (Campos de Carvalho et al., 1992;
Waghabi et al., 2009). Assim sendo, podemos tracar um paralelo entre uma progressiva
reducdo na expressdo da conexina 43, culminando com um progressivo aumento na
densidade da Ix; durante o progresso da doenga de Chagas. Existem outras vias
intraceluares capazes de modular a fungdo e densidade da Ig;. Alguns estudos
demonstram que fosforilacdo por PKA e alteragcdes no pH intracelular modulariam
positiva ou negativamente a densidade da Ikx;, porém os resultados obtidos até o
momento sdo contraditorios, sendo a questdo um ponto em aberto na literatura (Lopatin
e Nochols, 2001).

Apesar das alteragdes observadas na Ik, elas por si s6 ndo sdo suficientes para
explicar as alteragdes no PA do cardiomiodcito, bem como aquelas observadas no ECG.
Por esse motivo, também avaliamos a corrente total de potassio de saida.

Como podde ser observado em nossos resultados, ocorre uma redug¢do no
componente inicial da corrente de potassio, que ¢ denominado pela literatura de Iy,
(Grandy et al., 2007). Essa redugao ocorreu tanto no VE como no VD. Além disso, a
reducdo na corrente de potassio foi observada apenas com 30 dpi, sendo esse mais um
indicativo que o remodelamento elétrico vem posterior ao remodelamento mecanico. Ja
a corrente obtida no final dos mesmos registros, em que foi avaliada a I;,, formada
principalmente pelos componentes lentos (Grandy et al., 2007), também apresentou
uma reduc¢do significativa na densidade de corrente (dado ndo mostrado). Da mesma
forma que em nosso estudo, Pacioretty et al. (2010) observou na fase aguda uma
reducdo da densidade da I, sendo que podemos assim tragar um mecanismo em comum
na fase aguda. Existem muitos mecanismos que podem estar envolvidos com a reducao
da corrente de potassio de saida.

Alguns trabalhos apontam para a habilidade do NO em modular a densidade da
Iio, principalmente em células atriais (Gomez et al., 2008). Nesse modelo utilizando
inicialmente células do ovario de hamster (CHO) expressando Kv 4.3 e perfundindo

doador de 6xido nitrido e o proprio 6xido nitrico, os autores perceberam uma redugdo
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na densidade de corrente. Além de perfundirem doadores de NO e o proprio NO na
célula CHO, eles também perfundiram essas substancias em célula atrial, e observaram
um efeito similar. Porém, eles nao averiguaram a habilidade do NO em modular
diretamente os miocitos ventriculares. Eles utilizam um animal KO para a isoforma
endotelial da NO e concluiram que o NO ndo teria um potente papel em célula
ventricular. Porém, um trabalho mais recente da literatura (Roman-Campos et al., 2010)
demonstrou que o NO ¢ capaz de modular negativamente a densidade da I, sendo a
inibicao revertida quando utilizado o L-NG-monometil Arginina Citrato (L-NMMA),
um inibidor ndo especifico para as trés isoformas da NOS presente no cora¢do. No
trabalho de Gomez et al. (2008), eles propdoem que o NO ¢ capaz de ativar adenilato
ciclase, levando a ativagao de PKA ou proteina fosfatase-2, culminando na redugdo na
densidade de corrente de potéssio.

A participagdo de vias dependentes do estado redox da célula, bem como
ativacdo de cGMP, proteina cinase C, CaMKII, foram descartadas. Alguns trabalhos
sugerem que a atividade da adenilato ciclase estd alterada durante a infec¢ao por T.
cruzi, sendo postulado que existe uma redugdo em sua atividade, ndo somente em
células cardiacas como também em células endoteliais (Morris et al., 1988; Morris et
al., 1992). Sendo assim, o aumento na producdo de 6xido nitrico observado em nosso
modelo como em outros (Huang et al., 1999; Machado et al., 2000), acompanhado de
uma alteragdo na atividade da adenilato ciclase, podem contribuir para a reducao da I,.
Aparentemente, a producdo de oxido nitrico, durante a infec¢do por T. cruzi, é
potencializada por diferentes citocinas. Machado e cols. (2000) incubaram
cardiomidcitos infectados com as diferentes citocinas IL-1B8, TNF-a e IFN-y, e
observaram que ocorre um aumento na producao de NO pelo cardiomidcito infectado,
na presenca dessas moléculas. Adicionalmente, quando incubadas em conjunto, a
producdo de NO ¢ potencializada. Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo qual isoforma
de NO tem a agdo potencializada por um estimulo com as citocinas. Tal estudo sugere
que o aumento na producdo de NO deve-se a um aumento na expressdo de iNOS.
Entretanto, podemos imaginar que cada uma das citocinas € capaz de ativar
diferencialmente uma dada isoforma (Fernandez-Velasco et al., 2007), ou elas podem
potencializar a acdo apenas de uma delas. Fernandez-Velasco e cols. (2007)
demonstraram que a iNOS, associada a um aumento na produgdo de O, induziu uma

redugdo na expressao de Kv 4.2, o que se correlacionou com uma menor densidade de
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I,, em midcito cardiaco incubado com TNF-a. Este trabalho também forneceu
evidéncias que incubando cardiomiocitos isolados com peroxinitrito ocorre uma
redug¢do da I,. Sendo assim, nesse estudo eles demonstraram a habilidade de NO
modular de forma gendmica e ndo genomica a funcao da Iy,.

Entretanto, para as demais correntes de potassio, aparentemente o NO possui
um efeito ionotrdpico positivo (maiores detalhes Tamargo et al., 2010). Também ¢
proposto na literatura um interessante mecanismo, correlacionado a producdo de
espécies reativas de oxigénio e reducao da I, através da desestabilizacio do mRNA da
subunidade Kv 4.3.

Seguindo com os estudos das correntes i0nicas durante infec¢do por T. cruzi,
avaliamos a Ic, .. Como podemos perceber, diferentemente da Iy, da Ix; e do PA, ocorre
uma inibi¢do significativa da Ic,p, j4 com 15 dpi, tanto no VE como no VD. Além
disso, essa atenuacdo ¢ mais pronunciada com 30 dpi. A redugdo observada na ¢, foi
diferente entre o VD e VE, sendo que aparentemente no VD ha um maior percentual de
reducdo da Ic,r, quando comparado com o VE. A redug¢do da Ic,i possui uma
correlacdo com a diminui¢do da capacidade contratil do miocito cardiaco. Entretanto a
menor ¢, ndo resultou em uma diminui¢do da liberagdo de calcio pelo RS.

A redugdo na Ic,. ndo ¢ um mecanismo presente em todos os modelos de
disfuncdo cardiaca, sendo um achado variavel na literatura (Mukherjee et al, 1998,
Tsuji et al., 2000; Gomez et al., 1997; Mewes e Ravens, 1994). Esse fato demonstra
que, dependendo do modelo de estudo, diferentes vias sdo ativadas. Conseqiientemente,
um diferente quadro resultante ¢ observado.

Uma importante informagao adicional que obtivemos ¢ que existe uma diferenca
significativa na atenuag¢do da Ic,p entre o VD e o VE. Esse resultado sugere um
prognoéstico pior para as células do ventriculo direito. Adicionamente, esse fato nos
sugere que possam existir vias de sinalizagao diferenciais entre o VE e VD, sendo esse
fato pouco discutido na literatura. Posteriormente serdo discutidos resultados adicionais,
que ajudam a corroborar esse fato.

Existem diferentes vias associadas a uma potencial redu¢do da Ic,r. Nossos
resultados claramente demonstram que existe a participagdo da via PI3Kinase/Oxido
nitrico na regulacdo negativa da Ic, . Imaginamos que a ativagao dessa via tenha como
finalidade proteger o cardiomiocito de uma sobrecarga de célcio. Como ja discutido

anteriormente, durante a infec¢do por T. cruzi, é observada em cardiomidcitos a
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ativacdo da via Akt/PI3kinase/NO, sendo que em nosso estudo demonstramos a
conseqiiéncia funcional dessa via: a redug@o da Ic,1. A redugdo da Ic,y, teoricamente,
levaria a uma atenuagdo da liberacdo e célcio do reticulo sarcoplasmatico, entretanto
isso ndo foi observado. Assim, podemos imaginar um mecanismo compensatorio para
manuten¢do da liberagdo de calcio pelo RS, como p.e. um ganho de fun¢do do receptor
de rianodina, com aumento de sua probabilidade de abertura. Essa reducdo na Ic,p,
mantendo a liberagdo de Ca®" pelo reticulo, impede um agravamento exacerbado da
funcdo contratil da célula cardiaca, e evita uma sobrecarga citoplasmatica de célcio.
Esse fato ¢ necessario, j& que durante a infec¢do, observa-se um aumento na
concentracio plasmatica desse fon (essa elevagdo citoplasmatica de Ca”" aparentemente
¢ necessaria para permitir a replicagdo do T. cruzi na célula). Diversos dados da
literatura demonstram que uma quantidade excessiva de Ca®" pode induzir a morte
celular. Sendo assim, esse fato seria um mecanismo evolutivo deletério, e ndo benéfico
para a replicagdo de T. cruzi na célula muscular cardiaca. Resumidamente, a infec¢do do
cardiomiodcito pelo T. cruzi necessita da ativagdo da via Pi3kinase/Akt/NO, sendo que
essa via favorece a infeccdo da célula e, a0 mesmo tempo, evita uma sobrecarga de
calcio na célula cardiaca e também ativa vias antiapoptoticas (ja que durante a infec¢ao,
diversas vias apoptoticas também sdo ativadas indiretamente, como produgdo
extracelular e intracelular de NO, O, e outros). Essa ¢ uma interessante estratégia
evolutiva, através da qual o T. cruzi se mantem por um longo periodo uma célula
muscular cardiaca viva.

Os mecanismos envolvendo a regulacdo da Ic,p j& sdo propostos ha algum
tempo na literatura.

Ja foi demonstrado que elevada concentragdo de NO pode estimular
excessivamente a producdo de cGMP, ativando a PKG, a qual pode modular
negativamente a Ic,1 por fosforilagdo direta (Fischmeister et al., 2005). De fato, foi
demonstrado recentemente que PKG ¢ capaz de fosforilar diretamente as subunidades
a-1C (Cavl.2) e a subunidade -2, promovendo a reducdo da Ic,r em cardiomiocitos
(Yang et al., 2007). Porém, o excesso de NO também pode favorecer o aumento da Ic, 1.
via S-nitrosilagdo por oxidagdo de grupos tidis pelo peroxido-nitrito (Campbell et al.,
1996, revisto por Hess et al., 2005). Além disso, a atuagdo do NO pode variar em
funcdo da concentragdo e¢ do local onde ele é produzido. Gonzalez et al. (2008)

demonstraram que em baixas concentragdes do doador de NO (Nitroprussiato de Sodio
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— NPS, 0.1 a 10 pM) existe um aumentando na for¢ca de contragdo em experimentos
com o6rgdo isolado, sendo este efeito aparentemente devido a S-nitrosilagdo, pois foi
inibido pela presenga de uma molécula com papel de “sequestradora” das espécies
reativas do oxigénio. Entretanto, em concentragdes elevadas (NPS>100 uM) o NO tem
um efeito negativo, pois reduz a capacidade contratil do cora¢do por um mecanismo
dependente da ativagdo da PKG, ja que a inibi¢do farmacoldgica desta cinase inibiu o
efeito produzido anteriormente.

Modelos supreexpressando diferentes isoformas de NOS ja foram estudados. No
animal com superexpressdao condicionada da nNOS no coragdo, observa-se uma redugdo
da Icar, a qual € revertida com o uso de um inibidor especifico da nNOS (Burkard et al.,
2007). Ja o animal superexpressando eNOS apresenta uma reducdo na capacidade
contratil da célula miocardica, sendo essa reducdo atribuida a uma menor afinidade dos
miofilamentos pelo calcio (Brunner et al., 2001). Contudo, uma atenuacdo da Ic,1 ndo
pode ser descartada, ja que esse fato nao foi avaliado pelos autores. Como pode ser
observado, a modulacdo da Ic,r pelo NO esta bem registrado na literatura, porém o
mecanismo pelo qual o NO exerce seu efeito ainda ndo estd bem estabelecido.

Apesar de claramente ser demonstrado por nossos resultados que existe uma
regulagdo da corrente de calcio pela via PI3Kinase/NO durante a infec¢ao por T. cruzi,
esse nao € o mecanismo unico envolvido no controle dessa corrente durante a infecgao.

Um detalhe importante nao levantado pelo grupo que estudaram a funcgdo da
superexpressao condicional da nNOS, foi que, em voltagens nas quais normalmente nao
existe uma Ic,r, ou sdo observados valores muito baixos (entre -50 a -30 mV), eles
observaram um elevado valor de corrente, quando comparado com o controle. Além
disso, ocorre uma maior expressao de um marcador hipertrofico, a -MHC. Esse fato ¢
levado em consideracdo nessa discussao, pois em muitos registros da corrente de célcio
realizados no presente trabalho, foi observado um padrdo similar a corrente de célcio do
tipo T. Ou seja, um tempo para o pico da corrente menor do que habitual, uma
densidade de corrente de calcio maior do que a comum, bem como uma cinética de
inativacdo mais acelerada em -20 mV. Contudo esse achado ndo foi homogéneo nos
nossos estudos, sendo necessaria a realizacdo de experimentos adicionais em condi¢des
especificas para comprovar se de fato existe a reexpressao da corrente de célcio do tipo
T durante a evolucdo da cardiopatia chagasica em modelo murino. Porém, muitos

resultados de nosso estudo e dados da literatura sugerem que esse fenomeno ocorra. Ja
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foi demonstrado que a expressdo da subunidade Cav 3.2 (subunidade associada a
corrente de calcio do tipo T) ¢ regulada pela concentragdo citoplasmatica de calcio, via
estimulagdo de PKC. Além disso, o aumento da expressdao de Cav 3.2 resultou em um
aumento da corrente de céalcio do tipo T, sendo esses experimentos realizados em
c¢lulas de rato neonato. (Zheng et al., 2010). Sendo assim, a elevada concentragdo
citoplasmatica de célcio observada em células cardiacas infectadas, associada a uma
maior expressdo de nNOS e B-MHC, pode ser uma via bioquimica relacionada a
reexpressdo de corrente de calcio do Tipo-T, fato normalmente observado em modelos
de hipertrofia cardiaca (Ferron et al., 2003). A funcao da corrente de célcio do Tipo T,
em condig¢des hipertroficas, ainda ndo ¢ muito bem estabelecida na literatura, sendo que
resultados contrarios sdo encontrados. Evidéncias demonstram que uma superexpressao
da corrente carreada pela subunidade Cav 3.1 possui um papel benéfico em modelo de
hipertrofia, por uma via dependente da ativacdo da eNOS (Nakayama et al., 2009). Ao
contrario, utilizando o animal Ca 3.2'/', através de modelo de bandeamento da aorta, e
de infusdo de angiotensina II, ndo foi observada hipertrofia em comparagdo com o
animal controle. O mecanismo molecular proposto nesse estudo envolve a ativacido da
via calcioneurina/NFAT. Devido a contradi¢ao de resultados presente na literatura, um
estudo mais detalhado € necessario para melhor caracterizar o papel da possivel corrente
de calcio do tipo T reexpressa durante a cardiopatia chagasica.

Dando continuidade ao estudo do acoplamento excitagdo-contragdo de nosso
modelo, avaliamos a liberagdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico. Segundo
modelos cléssicos da literatura, geralmente quando se observa uma reducao na corrente
de calcio do tipo L, tem-se uma reducdo no transiente global de céalcio. Em nosso
modelo, entretanto, na fase aguda ndo observamos diferenca na liberagao de calcio pelo
reticulo. Em linha com esses dados, também ndo foi encontrada alteragdes nos estoques
de célcio do RS. Na fase aguda, avaliando a constante de tempo associada a recaptura
de, que funciona como um indicativo da funcdo da SERCA2A. Observamos um
aumento no valor da constante de tempo, indicando uma menor eficiéncia do sistema.
Quando avaliamos o tempo para o pico do transiente, observamos que ocorre um retardo
para a maxima liberacdo de calcio. Além disso, quando avaliamos a sincronia de
liberacdo de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico (detalhes nos materiais e métodos)
observamos um desacoplamento do canal de calcio e o receptor de rianodina, indicando

um desarranjo estrutural do acoplamento excitagdo-contragdo em sua unidade
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fundamental, o couplon (Stern et al., 1997; Frazini-Armstrong et al., 1999). O couplon ¢é
a unidade basica de controle da liberagdo de calcio pela célula muscular. Ela permite o
funcionamento adequado do acoplamento excitagdo-contragao, e um desarranjo dessa
unidade basica culmina geralmente em uma reducao na liberagdo de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico (Louch et al., 2006; Gomez et al., 1997). Sendo assim, diferentes
resultados do nosso modelo indicam que, na fase aguda , deveria ser observada uma
redug¢do na liberacao global de calcio, a saber: aumento do tempo para o pico do
transiente, desacoplamento da interacdo entre canal de calcio e receptor rianodia, e
reducdo na corrente de cdlcio do tipo L. Esses dados indicam fortemente que existe um
ganho de fun¢do para o receptor de rianodina, provavelmente levando em um aumento
da probabilidade de abertura desse canal, porém essa hipotese ndo foi comprovada. O
receptor de rianodina ¢ uma proteina com inumeros sitios passiveis de S-nitrosilacdo,
sendo que cada mondémero de sua estrutura possui 89 cisteinas, sendo 12 passiveis de s-
nitrozilagdo. Alguns dados da literatura indicam que, quando o receptor de rianodina ¢
nitrosilado, ocorre um aumento na probabilidade de abertura do canal (Stoyanovsky et
al., 1997), principalmente via ativacdo da nNOS. Porém, essa informa¢do ainda ndo ¢
um consenso (Zahradnikova et al. 1997). O papel que o NO apresenta na modulag¢do do
receptor de rianodina em nosso modelo ainda precisa ser melhor averiguado.

Adicionalmente, outro importante mecanismo envolvido no controle da funcao
do receptor rianodina ¢ o seu estado de fosforilagdo. Essa proteina possui iniimeros
sitios de fosforilagdo. E bem conhecido que durante a insuficiéncia cardiaca acontece
uma hiperfosforilagdo do receptor, levando o canal a um estado de subcondutancia, o
que pode ocasionar um vazamento de célcio durante a didstole, levando a deplegdo de
calcio do reticulo sarcoplasmatico. Essa ¢ uma das hipdteses mais aceitas para a
ocorréncia de insuficiéncia cardiaca (Zalk et al., 2007).

Entretanto, em nosso modelo, n3o observamos uma reducdo nos estoques
intracelulares de célcio. Isso indica que tal mecanismo possivelmente ndo participa nas
fases iniciais da doenga de Chagas. Sendo assim, ¢ necessairo mais estudos para
identificar a via envolvida na modulacao do receptor de rianodina em nosso modelo.
Entretanto, uma outra possibilidade, sem necessariamente levar a um ganho de fun¢do
do receptor de rianodina, pode ocorrer durante as fases transitérias que culminam com
insuficiéncia cardiaca na doencga de Chagas. O aumento na durag¢ao do potencial de acao

pode favorecer uma saida maior de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico, levando assim
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a um fluxo igual de calcio entre a situa¢do controle e experimental, podendo assim gerar
um estimulo suficiente para liberagdo de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico. Porém,
para averiguar esse fato, experimentos adicionais de action potencial clamp sdo
necessarios, para se determinar de fato qual a corrente de calcio que ¢ ativada durante o
potencial de acao.

Outro dado que indica que em nosso modelo aparentemente ndo existe um
aumento na probabilidade de abertura do receptor de rianodina sdo os sparks de calcio.
Os sparks de calcio foram primeiramente descritos em células musculares cardiacas
(Cheng et al., 1993). A unidade fisica fundamental do cardiomiocito é o couplon, porém
a unidade funcional basica ¢ o spark de calcio. A avaliagdo da freqiiéncia e amplitude
dos sparks sao importantes indicativos do estado funcional do receptor de rianodina. Em
nosso modelo, ndo observamos nem um aumento na freqiiéncia, nem na amplitude dos
sparks, indicando que na fase aguda, ndo existe um ganho de fung¢do do receptor
rianodina. Entretanto, uma analise funcional mais detalhada dessa proteina precisa ser
realizada no curso temporal da doenga de Chagas, para melhor definir o funcionamento

desse receptor e seu papel no estabelecimento da cardiopatia.

Modelo experimental com a cepa colombiana — papel do interferon-y e TNF-a na

cardiopatia Chagasica

IFN-y

Diversos resultados da literatura apontam para um importante papel do TNF-a
na regulacdo da fung¢ao cardiaca. Contudo, devido aos importantes achados nos dados de
contratilidade celular observados em nosso modelo, decidimos avaliar a fun¢ao contratil
de animais IFN”" infectados com T. cruzi. Quando observados os parimetros de
contratilidade celular do animal C57BL6 infectado com a cepa colombiana com 15 dpi,
¢ possivel notar uma correlacdo entre a redugdo na capacidade contratil do midcito
cardiaco, e um aumento na produg¢dao de IFN-y. Esse fato, nos levou a levantar a
hipotese que o IFN-y possui um papel geral no controte das proriedades mecanicas do

miocito ventricular.
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Nossos resultados apontam primeiramente para um importante papel antes
desconhecido do IFN-y na fisiologia do midcito cardiaco. Como podemos perceber, o
VD apresenta uma reducdo significativa na capacidade contratil, quanto comparado com
o VE. Esse resultado ¢ o primeiro relato da literatura indicando que o IFN-y possui um
papel no controle das propriedades mecanicas da célula cardiaca, sendo esse papel
diferencial entre o VD e VE. Porém, devemos salientar que esse efeito pode ser indireto,
ja que a delegdo da via de resposta do IFN-y pode induzir outros efeitos, sendo esses os
mecanismos finais envolvidos na disfun¢do contratil observada. Entretanto essa ¢ uma
nova via a ser estudada na fisiologia do midcito cardiaco.

Quando o animal IFN-y” foi infectado, observamos claramente que a capacidade
contratil do midcito cardiaco foi preservada no VE, mesmo com uma alteragdo
significativa do tempo para 50% da contragdo e relaxamento. Esse resultado sugere que
o IFN-y participa ativamente do remodelamento mecanico observado aos 15 dpi em
nosso modelo, podendo ser esse papel atribuido ao remodelamento das proteinas da
maquinaria contratil como ja evidenciado por outros estudos (Heineke et al., 2003).
Entretanto, ao contrario do VE, o VD apresentou um agravamento na funcdo contratil,
sendo que a cinética de contragdo e relaxamento foram mais prejudicadas do que o
observado para o VE. Esse fato evidencia ainda mais um novo papel diferencial do IFN-
vy em modular a fisiologia do midcito cardiaco, quando considerando diferentes regides
do coragao.

O papel do IFN-y em modular a mecanica da célula cardiaca ainda nao ¢ bem
esclarecido. Existem poucos estudos que avaliaram a fun¢do do IFN-y sobre a fisiologia
da célula cardiaca. Em um estudo em que foi avaliada a funcao da proteina muscular
LIM (MLP), um componente da maquinaria contratil, ficou demonstrado que IFN-y,
através de uma superexpressao da iNOS, leva a uma redugdo na expressao da MLP,
quando cardiomiocitos em cultura sdo estimulados com endotelina-1, um conhecido
indutor de hipertrofia cardiaca (Heineke et al., 2003). Os autores sugerem que esse pode
ser um mecanismo associado ao estabelecimento da insuficiéncia cardiaca no modelo
estudado, porém conclusdes definitivas nao foram realizadas. Os resultados desse
trabalho indicam um papel antihipertrofico para a estimulacao via IFN-y. Porém, em
outro estudo, cardiomiocitos de animais neonatos foram estimulados com IFN-y
resultando em um aumento de 15 vezes na sintese de ANP. Quando o IFN-y foi co-

incubado com MCP-1, esse aumento foi de 400 vezes (Cunha-Neto et al., 2005). Além
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disso, nesse mesmo estudo, foi verificado que diversos genes pertencentes a via do IFN-
y estdo superexpressos na fase cronica da doenca de Chagas, indicando um importante
papel dessa via na cardiopatia chagasica. Ja em outro estudo, ficou demonstrado que
quando musculos papilares de ratos, sdo expostos a IFN-y e LPS, ocorre uma reducio na
capacidade contratil do musculo, bem como uma menor resposta ao isoproterenol,
sendo o mecanismo envolvido na depressdo da funcdo miocardica um aumento na
producao de NO via iNOS (Sun et al., 1998). Porém, para a agdo depressora do IFN-y
na funcdo contratil, aparentemente ¢ necessaria a presenca de IL1-f (Ungureanu-
Longrois et al., 1995).

Adicionalmente, o IFN-y possui uma importante ligacdo com o metabolismo
energético dos cardiomiocitos, sendo capaz de reduzir expressao de creatina cinase,
inibir o metabolismo oxidativo e reduzir os niveis de ATP (Cunha-Neto et al., 2005 e
referéncias). Esses resultados sugerem um papel do IFN-y no remodelamento
metabolico cardiaco observado na doenca de Chagas.

No que se refere a habilidade do IFN-y em modular a dindmica de célcio
intracelular, ficou demonstrado que a incubagdo de cardiomiodcitos neonatos com tal
citocina induz um aumento nos niveis diastélicos de célcio (Bick et al., 1999). Outras
citocinas também foram capazes de induzir esse aumento, porém em uma propor¢ao
menor. Esse pode ser um importante mecanismo envolvido na geragdo da reducdo do
volume da cadmara cardiaca com 15 dpi, por um aumento na tensdo do cardiomiocito, o
qual se correlaciona com a producdo inicial de IFN-y. Como podemos perceber,
diferentes estudos sugerem que o IFN-y seja capaz de modular a fun¢do mecanica da
célula cardiaca, sendo que os mecanismos moleculares de tal habilidade ainda precisam
ser elucidados.

Alguns artigos sugerem um possivel papel dos IFNs no controle da
excitabilidade celular. Em um estudo utilizando IFN-a., € ndo o vy, foi demonstrado que
exposicao aguda de células ventriculares ao IFN-a levou a uma reducao na atividade do
Karp, sendo a atividade do IFN-a, sobre o Ka1p, dependente da ativagdo de um receptor
tirosina cinase presente na membrana plasmatica (Nishio et al., 1999).

O papel do IFN-y sobre modulacdo de correntes idnicas foi estudado
primariamente em células da microglia de ratos. Norenberg e cols. (1992)

demonstraram que a microglia indiferenciada, quando exposta a IFN-y, sofre

135



diferenciagdo, levando a célula a apresentar uma corrente de potassio de saida. Essa
corrente apresentou potencial de reversdo proximo ao do K, sendo inibida tanto por
aplicacdo de 4-aminopiridina quanto de tetraetilamonio no meio extracelular. Além
disso, o IFN-y também ¢ capaz de aumentar a corrente retificadora de entrada e de saida
de potassio, por uma via dependente de PKC, em célula da micréglia de rato (Visentin
et al., 1995).

Nossos dados, em conjunto com resultados da literatura, indicam uma
importante acdo do IFN-y em modular aspectos relevantes da fisiologia do midcito
cardiaco. Além disso, essa capacidade pressupde-se como sendo diferencial, quando se
compara células do VE e do VD. Sendo assim, esse grupo inédito de evidéncias
experimentais abrem um importante campo de estudo para o papel do IFN-y na

modulagao da fisiologia do midcito cardiaco.

TNF-a

Como evidenciado até¢ o momento pelos dados aqui apresentados e resultados da
literatura, a producao e agdo do TNF-a possui papel importante no estabelecimento da
cardiomiopatia chagasica. Sendo assim, um mecanismo de produ¢do cronica dessa
molécula no coragdo € necessario, para que ocorra uma constante modulagdao negativa
do midcito cardiaco. Inicialmente, o TNF- a ¢ produzido por células do sistema imune,
como p. ex. macrofagos. Uma vez na circulagdo, o TNF- a € capaz de ativar a producao
de NO no cardiomiocito, levando a um remodelamento elétrico ¢/ou mecéanico da célula
cardiaca. Posteriormente, o cardiomiocito estimulado ¢ capaz de produzir TNF- a.. Com
a reducdo da parasitemia, ocorre uma redu¢do na produgdo de TNF-a plasmaético, sendo
que outro estimulo € necessario para continuar a produ¢do de TNF-a na célula cardiaca.
Durante o processo de infecgdo por T. cruzi, sabe-se que ocorre um aumento no nivel
citoplasmatico de célcio (Morris et al., 1988; Bergdolt et al. 1994), sendo esse aumento
sustentado por dias. Em nosso modelo, como apresentado anteriormente, também ocorre
um remodelamento na dindmica intracelular de célcio nos cardiomiocitos. Dados da
literatura demonstram que uma elevada concentragdo de calcio em macrofagos e células
de Kupffer ¢ capaz de induzir a produgdo de TNF- a (Letari et al., 1991; Seabra et al.,

1998). Além dessa via, tem-se que durante a infecgdo por T. cruzi é observado um
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aumento no estresse oxidativo em cardiomiocitos. Ja foi demonstrado que durante a
infecgdo por T. cruzi , o TLR4 ¢é capaz de ativar a producdo de TNF-a (Oliveira et al.,
2010), sendo essa ativagio mediada por O, via NOX-2 (Zhang e Feng, 2010). Assim,
ndo somente a produgio de NO e as alteragdes nos niveis basais de Ca’", mas também
um aumento na producdo de O,, podem induzir a produgdo de TNF-a no coracdo de
animais infectados por T. cruzi.

Como podemos perceber, existem diferentes mecanismos que podem induzir
uma constante producdo de TNF-a na infecgdo por T. cruzi. Por esses motivos, esse se
torna um importante alvo terapéutico para o tratamento da cardiopatia chagésica, tanto
em sua forma aguda quanto na cronica. E importante que NAO pensemos que o TNF-o
seja a UNICA molécula responsavel pelo estabelecimento da cardiopatia chagésica, ja
que diferentes vias, como também demonstrado em nosso proprio estudo, estdo
associadas ao desenvolvimento da cardiopatia. Contudo, a acdo pleiotropica do TNF-a
na fisiologia do midcito cardiaco o torna um interessante alvo terapéutico, o qual ainda

precisa ser avaliado.

Modelo experimental — comparacao entre cepa Y e colombiana

Os estudos relativos as diferentes habilidades de cepas distintas de T. cruzi de
gerarem padroes fisiopatologicos distintos, vém sendo executados a anos pela
comunidade cientifica. A maioria deles reportam alteragdes macroscopicas, como
eletro e ecocardiograficas (Sadigursky e Andrade, 1986) bem como microscopicas,
como deposicdo de coladgeno e alteragdes na massa cardiaca (Frederici, 1964, Kumar et
al., 1964, Andrade, 1990). De nosso conhecimento, nao existe nenhum estudo em nivel
molecular avaliando a influéncia da cepa de T. cruzi sobre a as propriedades do midcito
ventricular ao longo da infecgdo.

Com esse objetivo, decidimos tragar um paralelo entre a fase aguda durante a
infeccdo gerada pela cepa colombiana com a da cepa Y, conhecidas por gerarem um
diferente padrdo de infiltrado inflamatorio no tecido cardiaco. A colombiana ¢é capaz de
gerar um infiltrado inflamatorio agudo e cronico sustentado (Andrade, 1990; Camargos
et al., 2000), ja aquele observado para a cepa Y estd presente apenas na fase aguda,

sendo reduzido na fase cronica (Camargos et al., 2000).
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Primeiramente avaliamos comparativamente os dados ecocardiograficos e, como
demonstrado, a cepa Y nao foi capaz de induzir uma hipertrofia nas diferentes regides
do coragao, sendo que algumas regides apresentaram uma ligeira redugdo na espessura
(parede posterior ventricular esquerda) ou na massa (ventriculo esquerdo). Entre 30-45
dias existe uma tendéncia a estabilizacdo do sistema, indicando que uma condicio de
equilibrio foi alcangada. Um perfil completamente diferente foi observado com a cepa
colombiana, em que uma intensa hipertrofia foi constatada. Ja considerando os volumes
sistolicos e diastolicos finais, o recobro para valores normais foi mais lento com a cepa
Y, quando comparado com a colombiana. Esses resultados sugerem fortemente que a
resposta imunoldgica induzida pela cepa colombina gera uma adaptagdo cardiaca
distinta daquela observada para a cepa Y. Sabe-se que a inflamacao cardiaca originada
pela cepa colombiana ¢ lenta e constante, j4 a Y gera uma inflamacdo intensa na fase
aguda, com posterior redu¢cdo (Andrade, 1990; Camargos et al., 2000). Sendo assim,
esse ¢ mais um resultado demonstrando que cepas diferentes geram alteragdes
macroscopicas cardiacas distintas, e tais alteragcdes podem ser correlacionadas com a
resposta imune diferencial durante a infecgao.

Como podemos observar na fase aguda da cepa Y (com 15 dpi), ela é capaz de
induzir uma redug¢do tanto na I, quanto na Ic,r, de uma forma similar a observada na
cepa colombiana. Além disso, também constatamos um aumento no tempo necessario
para repolarizagao do potencial de acdo. Entretanto, com a evolugdo da infec¢ao, ocorre
uma progressiva melhora dos parametros eletrofisiologicos avaliados, sendo que com 45
dpi, os valores de todos os pardmetros estudados (PA, I, € Icar) encontram-se iguais ao
controle, indicando completa recuperagao das propriedades elétricas do miocito. Esses
resultados sao completamente contrarios ao observado para a cepa colombiana, que com
15 dpi j& apresenta significativas alteragdes mecénicas e elétricas, sendo as alteracdes
mantidas aos 90 e 200 dpi (dado ndo mostrado). Assim, podemos tracar um paralelo
entre uma reducao da inflamagdo no tecido cardiaco ¢ uma melhora no funcionamento
do orgao.

Diferentes grupos vém tentando correlacionar as diferentes zimodemas com o
fenotipo patoldgico demonstrado pela doenca de Chagas. Assim, em nosso trabalho,
propomos uma nova abordagem, do ponto de vista cardiaco, de se realizar um
prognostico da evolucao da doenga de Chagas. Quando o modelo em questao apresentar

um infiltrado inflamatério persistente, mesmo depois do suposto clearence de parasitos
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na circulagdo, esse individuo ird manifestar a forma cardiaca da doenga. J4 quando esse
fato ndo for observado, ela ndo sera manifestada. Esse fato auxilia a explicar porque
muitos individuos ndo entram em uma fase manifesta da doenca de Chagas, e outros
individuos sim. Contudo, essa hipdtese precisa ser melhor avaliada e comprovada,
sendo um novo ponto em aberto na literatura correspondente a cardiopatia chagasica.

As variagdes internas dentro da populagdo de T. cruzi sdo atribuidas a variagdo
de comportamento das cepas nos diferentes modelos animais e as caracteristicas
bioquimicas e moleculares das diferentes cepas. Essa heterogeneidade (com base
genética) encontrada entre as cepas determinaria um tropismo diferencial por tecidos, e
conseqiientemente a variacdo do resultado clinico observado (Andrade, 1999; Vago et
al., 2000). Apesar de a hipotese de variantes genéticas ser importante no
estabelecimento dos sintomas classicos da patologia chagésica, nenhuma correlacdo
direta até entdo foi realizada (Devera et al., 2003). Sendo assim, poderiamos ainda
sugerir que cepas com tropismo diferenciado pelo coragdo poderiam persistir durante
longo periodo no tecido cardiaco, gerando assim, uma resposta inflamatoria crénica e

sustentada, favorecendo o estabelecimento da cardiopatia.

Aspectos evolutivos da interacdo entre T. cruzi e hospedeiro vertebrado

Além das implicagdes clinicas da patologia chagasica, podemos pensar nos
aspectos evolutivos das duas cepas estudadas.

Uma importante via envolvida na manutencdo de cardiomidcitos infectados
vivos € a ativagdo das vias Pi3kinase/akt e MEK1/ERK1/2, que podem ser ativadas
tanto pelo proprio T. cruzi quanto pela sua principal cisteino-protease, cruzipain. Ambas
as vias sdo capazes de ativar a caspase-9, promovendo a sobrevivéncia celular. Ja a via
MEKI1/ERK1/2 causa aumento de BLC-2. Além dessas rotas, outras proteinas estdo
envolvidas na atividade antiapoptotica elucidada pelas vias Pi3kinase/akt e
MEKI1/ERK1/2 (Aoki et al., 2004, Aoki et al., 2006). Essa via de morte celular
programada pode ser correlacionada com os diferentes tipos de cepas de T. cruzi e o seu
grau de patogenicidade. Se pensarmos do ponto de vista filoséfico, a interagdo entre
hospedeiro vertebrado e invertebrado no ciclo de vida do T. cruzi ¢é relativamente
recente, (ao redor de 8000-6000 anos quando o Andino iniciou o processo de
domesticar pequenos roedores. Entretanto novas técnicas, principalmente de bioldgica
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molecular, vem colocando em cheque essa hipdtse, remetendo o inicio da interagdo a
10000-9000 anos. Para maiores detalhes consular Araujo et al., 2009) visto que a forma
de inoculagao do T. cruzi é passiva, e ndo ativa, sendo muito sujeita ao insucesso da
infec¢do. Por esse motivo, por esse ciclo ser relativamente recente, a adaptagdao do T.
cruzi em parasitar o hospedeiro vertebrado também ¢é novo na evolugdo. Levando-se em
consideracdao nossos resultados, observamos com a cepa Y uma atenuada e transitoria
modulagdo do componente elétrico da célula cardiaca, enquanto para a cepa colombiana
foi observado um remodelamento cronico das propriedades elétricas do midcito
cardiaco. Adicionalmente, outros dados da literatura demonstram que a cepa Y gera um
remodelamento cardiaco mais atenuado do que a cepa colombiana. Assim, podemos
imaginar que a interagdo T. cruzi-hospedeiro vertebrado, com a cepa Y, seja um modelo
de interacdo melhor adaptada, enquanto com a cepa colombiana esteja ainda em
processo de adaptacdo. Esse fato ainda pode ser associado a alta taxa de mortalidade
observada na fase aguda pela infeccdo com a cepa colombiana, quando comparada com

acepay.

Papel do superdxido no remodelamento elétrico durante a cardiopatia Chagasica

Existe uma idéia central de que o estresse oxidativo gerado pela infec¢do por T.
cruzi contribua para o dano cardiaco observado, via uma ativagdo e produgdo constante
de citocinas pro-inflamatdrias (Carvalho et al., 2006). Em nosso trabalho demonstramos
que a auséncia de NOX-2, per si, preveniu parcialmente o remodelamento elétrico
observado durante a infecgdo por T. cruzi, indicando que um dos componentes
principais envolvidos no remodelamento elétrico seja, de fato, a geragao de 0, pela
NOX-2. Em nosso modelo, constatamos que a auséncia de O, ", produzido pela NOX-
2, preveniu a reducdo observada na Ic, 1, li,, bem como o aumento do tempo necessario
para repolarizagio do PA. Entretanto, nio podemos afirmar se a auséncia da O, ",
preveniu um possivel remodelamento genético, ou a auséncia de 0,", eliminou uma via
aguda de regulagdo de ambas as correntes. Esse fato ainda precisa ser investigado.

Existe uma ligagao entre o estimulo dos receptores de TNF-o., NADPH e eNOS,
culminando com excesso de producdo de perdxido de nitrito. Muitos fatores de

transcri¢ao sdo sensiveis ao estado redox, dentre eles o NFk-B (Galter et. al., 1994),
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sendo que o aumento de ROS no nucleo funciona como um supressor de transcricao
génica, j4 que alguns desses fatores sdao ativados em seu estado reduzido. Importante
que em células VSMCs e em cardiomioctios ja foi descrita a localizagdo de NOX-4 no
nucleo, gerando um importante link entre regulacdo da expressdo génica ¢ ROS
(Hilenski et al., 2004). Por outro lado, a producdo de ROS por NOX-2 ja foi
relacionada com aumento da ativagdo de NFK—3, sendo esse aumento relacionado com
a ativagao da Ikb cinase, resultando na ativagdo do NFk-B, ja que essa via teria intima
associacdo com a ativagdo do receptor para TNF-a (Li et al., 2008). Assim,
dependendo da via em questdo, a qual levaria a uma diferenciada ativagdo de multiplos
efetores, ela determinaria o papel final do ROS e sua habilidade em ativar ou reprimir a
transcri¢dao génica.

A habilidade do ROS gerado pela NOX em modular diferentes componentes dos
cardiomidcitos ainda ndo estd bem estabelecida. Diferentes estudos demonstram que o
ROS gerado por NADPH pode diminuir (Cherednichenko et al., 2004) ou aumentar a
probabilidade de abertura dos receptores rianodina (Sanches et al., 2005), contribuindo
dessa forma para regulacdo da liberagcdo de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico. Além
disso, tem sido postulado que a produgdo de ROS por NADPH pode aumentar a
probabilidade de abertura do canal de célcio do tipo-L por um mecanismo ainda nao
bem estabelecido (Zeng et al., 2008). Considerando a I, diversos estudos ja
demonstraram que uma exposi¢ao cronica das células cardiacas a angiotensina II leva a
uma reducdo da traducdo de mRNA da subnidade Kv 4.2 por um mecanismo
dependente da geracdo de espécies reativas do oxigénio via NOX-2 (Zhou et al., 2006).
Quando consideramos a Ig;, observamos que ocorre um expressivo aumento na
densidade de corrente. Os animais NOX-2 infectados, apesar de terem um formato
preservado do PA, indicando uma normaliza¢do da fun¢do elétrica da célula cardiaca,
apresentam elevada taxa de mortalidade, sendo que todos os animais infectados morrem
ao redor de 20 dpi. Essa elevada taxa de mortalidade pode estar associada a uma maior
ocorréncia de arritmias (Miake et al., 2003), favorecida pelo pronunciado aumento da
Ix; observado no animal NOX-2"" infectado.

Além da habilidade do Oz*' em modular a atividade elétrica do miocito cardiaco,
ele participa ativamente no controle do funcionamento da maquinaria contratil. Apesar
de ndo termos avaliado a fungdo cardiaca do animal NOX-2"" infectado, podemos supor

que as proteinas da maquinaria contratil do midcito cardiaco também encontram-se
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preservadas no animal NOX-2. Ja foi demonstrado que um maior estresse oxidativo
pode acarretar uma redug@o na sensibilidade dos miofilamentos pelo célcio. Gao et al.,
1996, demonstraram que o aumento da concentracdo de superdxido, mesmo com
aumento da concentragdo extracelular de calcio, a capacidade do Ca*” em aumentar a
forga de contracao do coracdo foi extremamente atenuada, demonstrando assim uma
ligagdo direta entre estresse oxidativo e sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*". Além
disso, em um modelo de insuficiéncia cardiaca em camundongos knockout para a
proteina distrofina, que ¢ um modelo para a distrofia muscular de Duchenne, foi
observado um elevado nivel de estresse oxidativo. Willians et al. (2007) demonstraram
que esses animais apresentam uma reducao na capacidade contratil do miocito cardiaco,
bem como reduzida sensibilidade dos miofilamentos ao calcio. Os animais knockout e
controle foram tratados com N-acetilcisteina (um antioxidante), e foi observado que a
disfuncdo contratil do miocardio, bem como a alteragdo na relagdo capacidade contratil
x calcio extracelular, foi atenuada. Este fato indica que neste modelo de IC o estresse
oxidativo esta contribuindo para gerar uma disfun¢do contratil em fun¢do da alteragao
na sensibilidade dos miofilamentos pelo célcio. Um dos mecanismos atualmente
propostos para alteragcdes na sensibilidade do miofilamento corresponde a alteragdes na
TnTC, sendo tais alteragdes devidas a um aumento nas espécies reativas de oxigénio,
que ¢ capaz de ativar ASK1, uma proteina membro da familia das MAPcinases. ASK1 ¢
habilitada a fosforilar a troponina C e, sendo assim, reduzir a capacidade contratil do
miocito cardiaco (He et al., 2003). Adicionalmente, em um modelo de bandeamento da
aorta (Greive et al., 2006), ficou demonstrado que o animal NOX-2"" apresentou uma
preservada fung@o de contracao celular, quando comparado com o controle. Além disso,
quando as células controle foram perfundidas com N-acetilcisteina (um anti-oxidante), a
contracdo celular foi recuperada. Além do remodelamento mecanico, observado em
hipertrofia patoldgica, a geracdo de ROS esta intimamente relacionada a uma maior
deposicao de fibrose intersticial (Greive et al., 2006), indicando a habilidade do ROS
em modular ndo somente o miocito cardiaco, mas também o meio que o circunda.
Sendo assim, esse aumento da fibrose pode contribuir enormemente para desordens
mecanicas e elétricas do coragdo, gerando assim a possibilidade do ROS em modular
ndo somente a fisiologia do midcito cardiaco, bem como da matriz extracelular durante

a cardiopatia chagésica.
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Diferentes trabalhos t€ém demonstrado que a geracdo de ROS esta intimamente
associada ao desenvolvimento de hipertrofia, sendo que a participagdo das ROS
depende da forma de estimulo hipertrofico inicial. Em um modelo de administragdo de
angiotensina-II, ¢ observado um aumento da produ¢do de ROS, via NOX-2, induzindo
hipertrofia, sendo esse efeito atenuado no animal NOX-2"" (Bendall at al., 2002).
Entretanto, o mesmo resultado ndo foi observado quando usado um modelo de
bandeamento da aorta (Byrne et al., 2003).

Além da habilidade das ROS em regular o crescimento celular dos midcitos
cardiacos, elas também possuem a habilidade de regular a apoptose nessas mesmas
células, sendo que diferentes fontes de estimulo sdo capazes de induzir a produgdo de
ROS e gerar apoptose, como por exemplo angiotensina II e TNF-a (Akki et al., 2009).
Interessantemente a ativagao do receptor TGF-31 ¢ capaz controlar a apoptose induzida
por NOX, por reduzir a atividade dessa proteina (Dandapat et al., 2008).

Em nosso trabalho, demonstramos que existe um importante papel do O,
durante a infecgdo por T. cruzi, no controle da excitabilidade celular cardiaca.
Entretanto, a maioria dos estudos considerando a produgdo de 0, durante a infec¢do
por T. cruzi demonstrou o papel do desacoplamento da cadeia respiratoria na geracao
das ROS. Resultados da literatura indicam que o desacoplamento da cadeia respiratdria
e uma reducdo da produ¢do de ATP, em conjunto, podem contribuir para a disfungdo
observada nas fases aguda e cronica da doenca de Chagas (Vyatkina et al., 2004).
Contudo, nossos resultados claramente demonstram que a geragdo de ROS no citosol
e/ou membrana plasmatica possui um importante papel na génese do remodelamento
elétrico observado durante a infec¢do por T. cruzi, indicando que as diferentes fontes de
ROS podem contribuir para diferentes disfungdes no midcito cardiaco. Além disso,
quando avaliada a influéncia da cepa sobre a reducdo da atividade de componentes da
cadeia respiratéria na fase aguda, foram observados resultados semelhantes, quando
considerado a cepa Tulahuen e SGO-Z12 (Baez et al.,, 2008), indicando que as
desordens mitocondriais s3o inerentes a cepa de T. cruzi. Contudo, estudos
considerando a fase cronica ainda precisam ser realizados para avaliar se durante a
evolugdo da infeccdo ocorre uma alteragdo desse perfil. Outro achado interessante
indica que cardiomiocitos de ratos isolados, quando infectados em cultura por T. cruzi,
possuem um aumento progressivo na produgcdo de ROS, o qual ndo foi abolido por

diferentes vias, incluindo NOX (Gupta et al., 2009). Baseando-se nesses resultados o
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autor sugere que, durante a infeccdo por T. cruzi, a principal fonte de ROS seja a
mitocondria. O mecanismo sugerido ¢ que a invasdo da célula pelo T. cruzi causa um
aumento no influxo de célcio, que ¢ o evento gerador da despolarizacdo mitocondrial,
conduzindo para a produg@o de ROS. Isso porque apenas T. cruzi vivo, e ndo lisado, foi
capaz de gerar um aumento na produ¢do de ROS (Gupta et al., 2009). Contudo, o autor
nao levou em consideracdo que em condigdes patoldgicas ocorre um aumento na
expressao de NOX-2, sendo que na forma ativa e com maior expressao ela pode
contribuir significativamente para a produg¢do de ROS durante a infec¢do. Dessa forma,
as diferentes fontes de ROS durante a infecc¢do por T. cruzi, que contribui de fato para o

dano cardiaco observado, ainda precisam ser melhor estabelecidas.

Desnervagéo e participagdo do sistema nervoso central na doenga de Chagas

A habilidade do T. cruzi em causar danos em células do sistema nervoso, tanto
central quanto periférico, ¢ relatada desde os primoérdios da pesquisa da doencga de
Chagas. O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) durante a fase aguda da
doenga de Chagas ocorre na forma de encefalite com multiplos focos, com grau variavel
de parasitismo e infiltrado inflamatdrio, sendo que animais com um dano mais severo
do sistema nervoso geralmente morrem, como resultado da lesdo cerebral e/ou
miocardite aguda intensa, sendo o componente cardiaco mais proeminente. A encefalite
observada principalmente na fase aguda regride durante a progressdo para a fase
cronica, sendo praticamente ausente nessa fase (Pittella, 1993). A habilidade do T. cruzi
de infectar células neuronais do SNC ainda ndo foi bem documentada, sendo a sua
habilidade de infectar astrécitos, a principal célula parasitada no SNC, bem
documentada (Mata et al., 2000)

Considerando-se o sistema nervoso periférico, ja foi demonstrado que na fase
aguda da doenga de Chagas ocorre uma redu¢do da inervagao simpatica do coragdo em
ratos infectados, sendo que a inervagdo ¢ reconstituida na fase cronica da doenca. A
presenca da desnervagdo simpatica foi correlacionada com o intenso infiltrado
inflamatorio observado durante a fase aguda, com posterior recuperacdo do padrdo de
inervacao simpatico na fase cronica (Machado e Ribeiro, 1989). Além da desnervagdo
simpatica, ocorre também uma desnervacdo parassimpatica do coragdo, porém ela

também se recupera com a evolugao da infec¢ao para a fase cronica (Machado et al.,
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1987). Um fato importante a ser notado ¢ que a extensdo e curso temporal da
desnervagdo, tanto simpatica quanto parassimpatica, podem variar de acordo com o
modelo animal levado em consideracao (Machado et al., 1998; Ribeiro dos Santos e
Hudson, 1981). Importante de ser notado que, em ambos os casos, para 0 componente
simpatico e parassimpatico, ocorre uma importante participacdo de células do sistema
imune e a produgdo de seus mediadores celulares na neurodegeneracdo observada,
sendo que o 6xido nitrico possui papel central (Melo at al., 1998; Garcia et al., 1999).
Considerando o tropismo diferencial de diferentes cepas, quando avaliado o tropismo da
cepa Y e colombiana pelo sistema nervoso autonomo (componente simpatico e
parassimpatico) ndo ¢ observada nenhuma diferenca entre elas, sendo que o dano
observado em ambos os casos ¢ mais correlacionado com o infiltrado inflamatério. A
correlacdo entre infiltrado inflamatdrio e presenca do parasito foi mais proeminente na
fase aguda do que na cronica (Souza et al., 1996).

Uma antiga teoria pregava que a desnervagao cardiaca observada na doenga de
Chagas pudesse ser a origem dos problemas cardiacos observados. Contudo, com o
passar dos anos, observou-se que esse fato era um efeito adicional da infec¢do, e ndo o
agente principal causador das manifestacdes cardiacas da doenga. Apesar das evidéncias
demonstrarem isso, até pouco tempo era dificil associar o papel da desnervag¢do do
coragdo ¢ a cardiopatia chagasica.

O desenvolvimento do animal knockdown para o transportador vesicular de
acetilcolina (VAChT®P) permitiu avaliar, de forma isolada, o efeito de uma redugdo da
funcdo colinérgica do coracdo. Resultados da literatura sugerem que a redugdo da
atividade colinérgica cardiaca seja capaz de gerar, a longo prazo, uma redug¢do na
fun¢do cardiaca, associada a uma alteragdo na dinamica intracelular de calcio dos
cardiomidcitos. Entretanto, os resultados mostrados no presente trabalho evidenciam
que uma reducdo na atividade colinérgica ndo foi capaz de causar alteragdes profundas
na atividade elétrica dos miocitos ventriculares cardiacos, em condigdes basais.
Contudo, a redugdo da atividade colinérgica foi seguida por uma disfuncao adrenérgica,
j& que tanto a corrente de célcio do tipo L quanto a for¢a de contragdo do 6rgdo isolado
(Anexo 4) apresentaram uma resposta atenuada no animal VAChT*® ao isoproterenol.
Esses resultados sugerem que existe um regulagdo acoplada entre os dois sistemas.

Tendo em vista nossos resultados, podemos concluir qu, a redu¢do da atividade

colinérgica do coragdo pode contribui de forma efetiva para o remodelamento mecanico,
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sem, contudo, alterar a atividade elétrica do miodcito ventricular cardiaco. Entretanto, o
grau de contribui¢do da desnervacdo colinérgica na cardiopatologia chagasica fica
dificil de ser mensurada, tendo em vista o carater multifatorial associado ao

desenvolvimento das alteragdes mecanicas e elétricas observadas na doenga em questao.

Mecanismo geral do estabelecimento da cardiopatia chagéasica

Levando em considerag@o nossos resultados, bem como dados apresentados pela
literatura, podemos propor um mecanismo geral para o estabelecimento da cardiopatia
chagasica. A infec¢do do hospedeiro vertebrado leva a ativagdo do sistema imune, sendo
a conseqiiéncia deletéria dessa resposta a geragao de uma miocardite. Essa miocardite ¢
capaz de levar, através da ativacdo de diferentes vias, a um remodelamento elétrico e
mecanico do midcito cardiaco. O remodelamento elétrico € obtido através da alteragdo
na condutancia de diferentes familias de canais idnicos, como Ic, 1, Ik, Ik € Lo, porém
nao se restringindo a essas. J4 o remodelamento mecanico, ¢ obtido em partes devido
modulacdo do manuseio do cdlcio ntracelular, que contribui para o remodelamento
elétrico e mecanico. As alteracdes celulares sdo atribuidas principalmente a ativacdo de
vias que levam a producdo de 6xido nitrico e superoxido, porém nao sendo restrito a
essas vias. A depender da cepa, a miocardite ¢ sustentada, gerando uma miocardite
cronica, ou ¢ resolvida, resultando em uma miocardite transitoria. No segundo caso,
tem-se que com a resolucdo da miocardite, ou a uma forte atenuacdo, levando a um
recobro da fungdo cardiaca. Sendo assim, o animal infectado entra na fase
indeterminada da infec¢do, apresentando-se assintomatico. Ja no caso da miocardite
sustentada, o remodemanento cardiaco continua e o sistema passa por uma fase
transitoria de compensacao, seguida por uma descompensacao. Uma vez que o coracao
ndo ¢ mais capaz de gerar uma resposta compensatoria, se estabelece no animal a
insuficiéncia cardiaca. Assim, nosso modelo de estudo proporciona uma hipdtese de que
o estabelecimento de uma fase cardiaca cronica, manifesta ou ndo, ira depender da cepa,
sendo que a cepa determinard uma miocardite cronica ou transitéria. O modelo de
estabelecimento da doenca de Chagas esta esquematizado na figura 56. A sequéncia de
eventos que levao ao fenotipo cardiaco observado na fase aguda, ¢ apresentado na figura

57.
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Infecgdo pelo Trypanosoma cruzi

Miocardite

— Fase aguda

Alteracdes cardiacas:
mecanica e elétrica
via 6xido nitrico e estresse oxidativo

Miocardite cronica + /\Resolugéo ou reducao da miocardite
fatores adicionais

| CEPADEPENDENTE | -
Descompensac¢ao do sistema Assintomatico
Fase:
— indeterminadae
crénica
Insuficiéncia cardiaca Assintomatico

—_—

Figura 56: Mecanismo geral para o estabelecimento da cardiopatia chagésica.

Além disso, apresentamos um esquema, proponto uma logica que explica do
ponto de vista molecular (produgdao de NO e 0, e alteracdo no manuseio de calcio) as
alteracOes macroscopicas observadas (mudangas no padrdo eletrocardiografico e
alteracdes na morfologia e funcionamento do coracdo, demonstradas pela técnica de

ecocardiografia)
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AlteracGes eletrocardiograficas

AlteracBes ecocardiograficas

h

Alteracdes no potencial de agdo

Alterag®es na contratilidade celular

n

Modulagdo da I, |, I¢; € Iy,

Modulag¢ao do manuseio de
Ca2+intracelular e

Moduladas via Pi3Kinase/NO e 0,  Proteinas contrateis

Infeccdo por T. cruzi

Figura 57 Eventos envolvidos nas alteracGes elétricas e mecanicas do coragdo na

fase aguda da doenca de Chagas
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A parasitemia dos animais infectados com a cepa colombiana apresenta um

carater transitorio, com elevada taxa de mortalidade aos 30 dpi.

A produgdo de MCP-1, IFN-y e TNF-a segue o decurso da parasitemia, sendo

observada uma inflamacgao cronica aos 170 dpi.

Os experimentos de ECG demonstram que animais infectados com a cepa
colombiana com 30 dpi apresentam um prolongamento do seguimento QRS,

bem como alternincia de onda P e alternancia de amplitude do complexo QRS.

Na ecocardiografia foi possivel constatar, nos animais infectados com a cepa
colombiana, que existe uma queda no desempenho cardiaco com 15 dpi, com
recobro aos 30 dpi. O recobro da funcdo cardiaca foi acompanhada por uma

hipertrofia do coragao.

Os experimentos de contratilidade celular relevaram que existe uma forte
atenuacdo da capacidade contratil do midcito cardiaco, com alteracdes nas
cinéticas de ativacgdo, tanto do ventriculo direito como do esquerdo, aos 15, 30 e

45 dpi.

As propriedades elétricas dos midcitos isolados tanto do ventriculo direito e
esquerdo foram alteradas nos animais com 15 e/ou 30 dpi infectados com a cepa
colombiana. As alteracdes foram dependentes do tempo de infec¢do, sendo mais
acentuadas com 30 dpi. De uma forma geral ocorreu um aumento do tempo da
repolarizagdo do potencial de acdo, redugdo da corrente de saida transiente
rapida de potéssio bem como do retificador retardado, reducdo da corrente de
calcio do tipo L e um ligeiro aumento da corrente de potassio retificadora de
entrada. A redu¢do na corrente de célcio do tipo L foi revertida quando o
cardiomidcito, isolado de animal com 30 dpi, foi incubado com inibidor ndo

seletivo para as 0xido nitrico sintases e para as fosfoinositol-3 cinases.

O manuseio de calcio intracelular do cardiomidcito do ventriculo esquerdo

isolado do animal com 30 dpi foi alterada. O transiente global intracelular de
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calcio ndo foi alterado, porém o tempo para o pico e recaptura de calcio foram
aumentados. Adicionalmente observamos uma assincronia na libera¢do de
calcio. O estoque intracelular de calcio também ndo foi alterado no animal

infectado, bem como a freqiiéncia e amplitude das sparks de calcio.

Quando comparado as propriedades elétricas do VE com e VD, dos animais
infectados com a cepa colombiana, o VD apresentou alteracdes mais

pronunciadas do que o VE

Animais interferon-y knockout apresentaram uma alteracdo diferenciada na
capacidade contratil do miocito isolado com 15 e 26-28 dpi, comparando o
ventriculo direito e o esquerdo. O VE ndo apresentou redu¢do na capacidade
contratil, a despeito de alteracdes na cinética de contracdo e relaxamento. J& o
VD apresentou uma atenuagdo da funcdo contratil, tanto com 15 e 26-28 dpi,
sendo a atenuacao agravada com a evolu¢ao da infec¢do. Da mesma forma que o
VE, o VD aprensentou alteracdes na cinética de contragdo e relaxamento, porém

com um maior grau de gravidade.

A producdo basal de 6xido nitrico é maior nos cardiomidcito do ventriculo

esquerdo isolado do animal com 30 dpi.

A infeccdo com a cepa Y causou uma reducdo transitoria na fun¢do cardiaca,

quando avaliado pela ecocardiografia.

Os animais infectados com a cepa Y apresentaram uma alteracdo transitoria das
propriedades elétricas dos miocitos isolados do ventriculo esquerdo, sendo que
foi observada atenuagdo nos 15 e 30 dpi, com recobro dos valores aos 45 dpi.
Aos 15 dpi ocorreu um aumento do tempo da repolarizagao do potencial de acao,
reducdo da corrente de saida transiente rapida de potassio e redug¢do da corrente

de calcio do tipo L. Essas alteragdes ndo foram observadas com 45 dpi.

As propriedades elétricas do miocito cardiaco do ventriculo esquerdo de animais

knockout para a dinucledtido de nicotinamida e adenina fosfato oxidase do tipo 2
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infectados com a cepa Y com 15 dpi, apresentaram: preservagdo do potencial de
acdo, corrente transitoria rapida de potassio, e corrente de calcio do tipo-L.
Adicionalmente foi observado um aumento na corrente de potassio retificadora

de entrada.

e Animais knockdown para o transportador de acetilcolina apresentaram um
potencial de acdo e corrente de calcio do tipo-L igual ao controle. Ja a resposta
da corrente de calcio do tipo-L ao isoproterenol no animal knockdown foi

atenuada.
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Tabela 1: Parametros de maxima taxa de contracdo da célula cardiaca

Méaxima taxa de contracao (um/s)

CT 15 dpi 30 dpi 45 dpi
VD | 114,8 +14,8 (23) | 61,7 £8,4 (30)* | 69,1 4,8 (47)** | 69,7 £5,1 (31)***
VE |112,6 +12,7 (28) | 53,7451 (32)* | 77,1 4,5 (50)** | 66,3 5,7 (41)***

* #x xxx comparando CTR (VE ou VD) com e CTR 15, 30 e 45 dpi ******

p<0,05 para one-way anova.

Tabela 2: Parametros de maxima taxa de relaxamento da célula cardiaca

Méxima taxa de relaxamento (um/s)

CT 15 dpi 30 dpi 45 dpi
VD 99,5 £10,7 49,7 £7,6* 63,1 +4,8** | 51,9 £4,9***
VE | 130,4 18,1 44,5+4,3* 73,5 +4,5* | 53,9 £5 2%**

*x*x** comparando CTR (VE ou VD) com e CTR 15, 30 e 45 dpi ******
p<0,05 para one-way anova.

Tabela 3: Parametros do potencial de acdo do ventriculo esquerdo da cepa

colombiana
Parametros PA
Overshoot (mV) DV/DT (mV/ms)
CTR VE 52,1+1,2 267,1+13,8
CTR 15 dpi VE 50,7+ 2,2 212,8 £+ 15,8
CTR 30 dpi VE 48,7+ 2,9 183,1 + 18,1*

* comparando CTR VE com CTR VE 30 dpi, *p<0,05 para one-way anova.

Tabela 4: Parametros do potencial de acdo do ventriculo direito da cepa

colombiana
Parametros PA
Overshoot (mV) DV/DT (mV/ms)
CTR VD 492+1,5 238,1 + 14,6
CTR 30 dpi VD 55,2 + 2,2* 2259+17.2

* comparando CTR VD com CTR VD 30 dpi, *p<0,05 para one-way anova.
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Tabela 5: Parametros médios para ativacdo da li, no ventriculo esquerdo da

cepa colombiana

Ik

Slope factor (mV) | Vmeio (mV)
CTR VE 28,6 £ 3,6 -6,8 £6,3
CTR VE 15 dpi 17,7+£2,7 0,3+29*
CTR VE 30 dpi 17,53+ 2,2 3,7 £4,2*%*

* comparando CTR VE com CTR VE 15 dpi,** comparando CTR VE com CTR
VE 30 dpi, *,** p<0,05 para one-way anova.

Tabela 6: Parametros médios para ativacao da li, no ventriculo direito da cepa

colombiana
Ik
Slope factor (mV) Vmeio (mV)
CTR VD 179+1,1 -02+3,5
CTR VD 30 dpi 17,1+1.8 11,5+2,9*

* comparando CTR VD com CTR VD 30 dpi,* p<0,05 para one-way anova.

Tabela 7: Parametros médios para ativa¢éo da lcaq) no ventriculo esquerdo da

cepa colombiana

lca)
Slope factor (mV) Vmeio (mV)
CTR VE 3,7+0,3 -11,8+0,9
CTR VE 15 dpi 3,7+0/4 -142+1,2
CTR VE 30 dpi 53+0,2* -8,9 £ 0,6*

* comparando CTR VE com CTR VE 15 dpi,** comparando CTR VE com CTR
VE 30 dpi, * p<0,05 para one-way anova.

Tabela 8: Parametros medios para ativacdo da Icaq) no ventriculo direito da
cepa colombiana

lcaw)
Slope factor (mV) | Vmeio (mV)
CTR VD 54+0,2 -5,1+0,9
CTR VD 15 dpi 58+0,6 -6,8+0,9
CTR VD 30 dpi 6,3+0,3 -5,2+0,6
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Tabela 9: Parametros médios para ativagao da lcaq) no ventriculo esquerdo da

cepa colombiana via 6xido nitrico/PI3Kinase

lca)

Slope factor (mV) | Vmeio (mV)
CTR + LNMMA 4,80+ 0,2 -8,1+04
CTR + LY 57+04 -8,1+0,9
30 dpi + LNMMA 57+0,3 -6,3+£0,7
30 dpi + LY 6,9+0,7 -4,8+0,5
30 dpi 51+0,3 -7,6 £0,5

Tabela 10: Parametros do potencial de acdo do ventriculo esquerdo da cepa Y

Parametros PA

Overshoot (mV) DV/DT (mV/ms)
CTR 53,7+15 218,2 + 10,2
CTR 15 dpi 49,9+0,9 189,5+4,7
CTR 30 dpi 53,1+2,3 198,4+7,2
CTR 55 dpi 51,3+1,3 246,7 10,4

Tabela 11: Parametros médios para ativacdo da l, no ventriculo direito da

cepaY
Ik
Slope factor (mV) Vmeio (mV)
CTR 189+24 -149+45
CTR 15 dpi 16,415 -0,3+£1,7*
CTR 30 dpi 19,9+3,2 4,9 + 3,8
CTR 45 dpi 31,4 +2,9%** 21,7 £ 4,1%*

* comparando CTR e CTR 15 dpi, * comparando CTR e 30 dpi, ***

comparando CTR e 45 dpi, *,**,*** p<0,05 para one-way anova.

Tabela 12: Parametros medios para ativacdo da lcaq) N0 ventriculo esquerdo

da cepaY
lcaq)
Slope factor (mV) Vmeio (mV)
CTR 53+0,3 -9,2+0,5
CTR 15 dpi 58+0,2 -7,9+04
CTR 30 dpi 57+0,2 -7,7+£0,9
CTR 45 dpi 52+0,3 -9,7+0,7
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Tabela 13: Parametros do potencial de acao do ventriculo esquerdo da cepa Y-

PHOX™
Parametros PA
Overshoot (mV) | DV/DT (mV/ms)
CTR 51,6 +1,2 222,1+8,8
CTR 15 dpi 50,3+0,9 201,3 £ 6,4*
PHOX™ 50,9+ 1,6 201,3+75
PHOX™ 15 dpi 50,3+0,9 262,7 £ 8,3*

* comparando CTR 15 dpi e PHOX™ 15 dpi, ** comparando PHOX™ e PHOX™
15 dpi, *,** p<0,05 para one-way anova.

Tabela 14: Parametros médios para ativagéo da li,, no ventriculo esquerdo da
cepa Y - PHOX™

Ik
Slope factor (mV) | Vmeio (mV)
CTR -104 £ 2,7 16,9+ 2,2
CTR 15 dpi -0,9+1,6% 176+1,1
PHOX" -42+19 179+1,3
PHOX' 15 dpi 2,7+1,8 179+15

* comparando CTR e CTR 15 dpi, * p<0,05 para one-way anova.

Tabela 15: Parametros medios para ativagdo da lcaq) no ventriculo esquerdo
da cepa Y - PHOX"

lca)
Slope factor (mV) | Vmeio (mV)
CTR 52+0,2 -9,2+0,5
CTR 15 dpi 55+0,3 -95+0,9
PHOX™" 45+0,2 -9,4+0,6
PHOX™ 15 dpi 56 +0,4* -9,6 £0,5

* comparando PHOX" e PHOX' 15 dpi, * p<0,05 para one-way anova.

Tabela 16: Parametros do potencial de acéo do ventriculo esquerdo - VAChT"P

Parametros PA

Overshoot (mV)

DV/DT (mV/ms)

CTR

539+14

281,4+12,7

VACHhTXP

48,9 +1,8*

247,3+14,6

* comparando CTR e VAChTXP; * p<0,05 para Test T de student



Tabela 17: Parametros médios para ativagédo da lcaq) no ventriculo esquerdo -

VAChT"P
lca
Slope factor (mV) | Vmeio (mV)
CTR 53+0,2 -11,3+0,5
CTR +I1SO 4,9+0,3 -19,5 +1,3*
VAChTXP 51+0,2 -10,3+0,7
VAChT*P + ISO 4,4+ 0,4 -16,7 + 1,4*

* comparando CTR e CTR + ISO; ** comparando VAChT*® e VAChT"® + ISO;

*** p<0,05 para one-way anova.

Tabela 18: Potencial de repouso para cardiomiécitos do ventriculo esquerdo de

animais infectados com a cepa colombiana.

PR (mV)
CTR -65,9 + 0,76
CTR + 1SO -68,8 + 0,38*
VAChTKP -68,5 + 0,51*

PR, potencial de repouso, *,p<0,05 para one-way anova.
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Tabela 19: Capacitancia celular

CEPA Grupo Capacitancia (pF)
Colombiana
CTVD 130,945,9 (29)
CT VE 169,3+5,9 (44)
15 dpi VD 144,5+15,1(10)
30 dpi VD 120,9+6,2(31)
15 dpi VE 150,3+9,1(26)
30 dpi VE 148,5+5,4(53)
CepaY
CT 140,3+6,1 (36)
15 dpi 124,2+45,5 (40)
30 dpi 115,1+5,8 (21)
45 dpi 126,3+6,1(27)
Cepa Y PHOX™"
CT 145,6+4,5 (48)
CT 15 dpi 139,5+6,1 (48)
PHOX™ 157,5+5,2 (50)
PHOX™" 15 dpi | 142,5+4,7 (35)
VAChT""
CT 150,1+9,9 (20)
VAChTXP 160,5+12,6(14)
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Anexo 2 — Figuras adicionais
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Figura 1. Curva de condutancia para corrente de potassio retificadora de entrada
(k1) em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo e direito - CEPA Colombiana. Os
circulos e barras representam média + EPM. As linhas continuas representam os ajustes
segundo a equagdo 6. (A) e (C) representam a regressao linear obtida de acordo com a
equacdo 6 para o ventriculo esquerdo e direito respectivamente. (B) e (D) sdo os
coeficientes angulares obtidos segundo a equagdo 6, para a regressao linear apresentada
em (A) e (C), respectivamente. Cardiomidcito controle ventricular direito e esquerdo
(CTR VD n=17 e CTR VE n=12), cardiomiécito infectado do ventriculo esquerdo e
direito a 15 e 30 dias pos-infec¢do (CTR 15 (n=8) e 30 (n=15) dpi VE; CTR 30 (n=15)
dpi VD).
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Figura 2. Dependéncia de voltagem para ativacdo da corrente de
transiente rapida de potassio (k) em cardiomiocitos do ventriculo
esquerdo - CEPA Colombiana. Dependéncia de voltagem para ativacdo. As
linhas continuas representam os ajustes segundo a equacao 5. Cardiomidcito
controle ventricular esquerdo (CTR VE n=15), cardiomidcito infectado do
ventriculo esquerdo aos 15 e 30 dias pés-infeccdo (CTR 15 (n=10) e 30 (n=13)
dpi VE).
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Figura 3. Dependéncia de voltagem para ativagdo da corrente de transiente rapida
de potassio (ly) em cardiomidcitos do ventriculo direito - CEPA Colombiana. (A)
Dependéncia de voltagem para ativagdo. As linhas continuas representam os ajustes
segundo a equacdo 5. Cardiomidcito controle ventricular direito (CTR VD n=17),
cardiomidcito infectado do ventriculo direito aos 30 dias pos-infec¢do (CTR 30 dpi VD

n=15).
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Figura 4: Parédmetros da Corrente de Calcio (lca)) em cardiomiocitos do
ventriculo esquerdo - CEPA Colombiana. Pardmetros avaliados para Ic,q) de
cardiomidcitos ventricular esquerdo no controle (CTR VE n=17), 15 e 30 dias pos-
infeccdo (CTR 15 (n=8) e 30 (n=25) dpi VE) em -20, -10, 0 ¢ 10 mV. Os circulos e
barras representam meédia + EPM. (A) Dependéncia de voltagem para ativagdo. As
linhas continuas representam os ajustes segundo equacao 5. (B) Tempo para o pico da
Icay (ms). (C) Constante de tempo rapida (t,) e lenta (tr) para a inativagdo (ms). *
comparando CT com 15 dpi; ** comparando CT com 30 dpi. *,** p<0,05 para one-

way anova.
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Parametros da Corrente de Calcio (lcaw)) em cardiomiécitos do

ventriculo direito - CEPA Colombiana. Parametros avaliados para Ic,q) de

cardiomidcitos ventricular direito no controle (CTR VD n=12), 15 e 30 dias pos-

infec¢do (CTR 15 (n=10) e 30 (n=16) dpi VD) em -20, -10, 0 ¢ 10 mV. Os circulos e

barras representam média £ EPM. (A) Dependéncia de voltagem para ativagdo. As

linhas continuas representam os ajustes segundo equacdo 5. (B) Tempo para o pico da

Icar) (ms). (C) Constante de tempo rapida (t.) e lenta (tp) para a inativa¢do (ms). **

comparando CT com 30 dpi. ** p<0,05 para one-way anova.
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Figura 6: Parametros da Corrente de Calcio (Icaw)) da via 0xido nitrico/P13Kinase

em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo - CEPA Colombiana. Parimetros

avaliados para Ic,1) de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo de controle (CT); 30 dias
pos-infeccao (30 dpi) (n-14); CT + LNMMA (n=12) ; 30 dpi + LNMMA (n=14); CT +
LY (n=10) e 30 dpi + LY (n=17) em -20, -10, 0 e 10 mV. Os circulos e barras

representam média + EPM (A) Dependéncia de voltagem para ativagcdo. As linhas

continuas representam os ajustes segundo equagdo 5. (B) Tempo para o pico da Icyr)

(ms). (C) Constante de tempo rapida (t;) e lenta (t.) para a inativagdo (ms).
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Figura 7. Dependéncia de voltagem para ativagdo da corrente de transiente rapida
de potassio (ly,) em cardiomiocitos do ventriculo esquerdo - CEPA Y. (A)
Dependéncia de voltagem para ativagdo. As linhas continuas representam os ajustes
segundo equacdo 5. Cardiomiocito controle ventricular esquerdo (CTR VE n=18),
cardiomidcito infectado do ventriculo esquerdo aos 15 (n=18), 30 (n=9) e 45 (13) dias

pos-infeccao (CTR 15, 30 e 45 dpi VE).
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Figura 8: Parametros da Corrente de Calcio (lca)) em cardiomiocitos do
ventriculo esquerdo - CEPA Y. Parametros avaliados para Ic,q) de cardiomidcitos
ventricular esquerdo no controle (CTR VE n=18), 15 (n=22), 30 (n=12) e 45 (n=14)
dias pos-infec¢do (CTR 15 e 30 dpi VE) em -20, -10, 0 e 10 mV. Os circulos e barras
representam média £ EPM. (A) Dependéncia de voltagem para ativacdo. As linhas
continuas representam os ajustes segundo equagdo 5. (B) Tempo para o pico da Icar)
(ms). (C) Constante de tempo radpida (t;) e lenta (tL) para a inativacdo (ms). *
comparando CT com 15 dpi; ** comparando CT com 30 dpi. *,** p<0,05 para one-

way anova.
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Figura 9: Curva de condutancia para corrente de potéssio retificadora de entrada
(Ik1) em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo e direito - CEPA Y PHOX2". Os
circulos e barras representam média + EPM. As linhas continuas representam os ajustes
segundo equagdo 6. (A) representa a regressao linear obtida de acordo com a equagdo
6. (B) e o coeficiente angular obtidos segundo equagdo 6, para a regressao linear
apresentada em (A). Cardiomiocito controle ventricular esquerdo (CTR n=18),
cardiomiocito infectado do ventriculo esquerdo a 15 dias pés-infecgao (CTR 15 dpi
n=18), cardimiécito do ventriculo esquerdo de animal knockout para PHOX2"" (PHOX ™"
n=20) e cardimiocito do ventriculo esquerdo de animal knockout para PHOX2™"
infectado a 15 dpi (PHOX™" 15 dpi n=16). * comparando PHOX™ 15 dpi com CTR,
CTR 15 dpi e PHOX™".

200



=
[=]
i

ot
to
A

hod
2]
A

0,4 4

CTR
CTR 15 dpi
PHOX™
PHOX™ 15 dpi

4 C®

0.2 4

Densidade de Corrente (pA/pF)

40 -éO 0 2.0 40 6.0
v, (mv)
Figura 10. Dependéncia de voltagem para ativacao da corrente de transiente rapida
de potéassio (I,) em cardiomidcitos do ventriculo esquerdo - CEPA Y PHOX2". (A)
Dependéncia de voltagem para ativagao. As linhas continuas representam os ajustes
segundo equagdo 5. Cardiomidcito controle ventricular esquerdo (CTR n=23),
cardiomidcito infectado do ventriculo esquerdo a 15 dias pds-infecgdo (CTR 15 dpi
n=23), cardimiécito do ventriculo esquerdo de animal knockout para PHOX2"" (PHOX ™"
n=14) e cardimiocito do ventriculo esquerdo de animal knockout para PHOX2"

infectado a 15 dpi (PHOX™" 15 dpi n=16).

201



R

Q
Q pg4 4
s CIR
o CTR 15dpi
0,2 4 ¥ PHOX™
A PHOX™ 15 dpi
0,0 4
40 30 20 10 0 10 20
V_ (mY)
B - CTR
=1 CTR 15 dpi
12 , T PHOX™"
=1 PHOX™15 dpi X
* x
10 4 & *
*
= 81
£
g 6
£
@
- 44
2 4
0 -
0 10
C v (mV)
400 - 15 dpi PHOX7/ PHOX/ 15 dpi

"

g

—

o 20 4
EEE mMenocs 20
] menos 10

10 1 Em zero
/) mais 10
O

TRTL T]RT TRT TRTL

Figura 11: Parametros da Corrente de Calcio (lcaw)) em cardiomidcitos do
ventriculo esquerdo - CEPA Y PHOX2". Parametros avaliados para Ic,a) de
cardiomidcitos ventricular esquerdo no controle (CTR n=25), 15 dias pds-infec¢do
(CTR 15 dpi n=25), animal knockout para PHOX2"" (n=26) ¢ PHOX2" a 15 dpi
(PHOX™ 15 dpi n=19) em -20, -10, 0 ¢ 10 mV. Os circulos ¢ barras representam média
+ EPM. (A) Dependéncia de voltagem para ativacdo. As linhas continuas representam
os ajustes segundo equacdo 5. (B) Tempo para o pico da Icar) (ms). (C) Constante de
tempo rapida (t;) e lenta (1) para a inativacdo (ms). * comparando CT com PHOX™; **

comparando PHOX™ com PHOX™ 15 dpi. *,** p<0,05 para one-way anova.
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Figura 12: Parametros da Corrente de Calcio (lcaq)) em cardiomiécitos do

ventriculo esquerdo em VACHhTKP, Parametros avaliados para Ic,q) de cardiomidcito

controle ventricular esquerdo (CTR) (n=14), cardiomidcito do ventriculo esquerdo do

animal knockdown para o transportador de acetilcolina (VAChT*P) (n=20), CTR +
Isoproternol (ISO) (n=9) e VAChT*P + ISO (n=14) em -20, -10, 0 ¢ 10 mV. Os circulos

e barras representam média £+ EPM. (A) Dependéncia de voltagem para ativacdo. As

linhas continuas representam os ajustes segundo equacao 5. (B) Tempo para o pico da

Icay (ms). (C) Constante de tempo rapida (t,) e lenta (tr) para a inativagdo (ms). *

comparando CTR e CTR + ISO. * p<0,05 para one-way anova.
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Anexo 3 — Programa de anélise de contratilidade celular
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O programa de contratilidade celular bem como a interface grafica foi
desenvolvido pelos seguintes motivos principais:
1 - falta de programas gratuitos disponiveis para andlise de dados de contratilidade
celular
2 - possibilitar que pessoas ndo familiarizadas com ambiente de programagao analisem
dados de contratilidade celular

Abaixo ¢ apresentada uma seqiiéncia de figuras que ilustra a interface grafica
apresentada ao usudrio, bem como os passos envolvidos na andlise. A explicagdo de

cada uma das partes ¢ fornecida na legenda das figuras.

<)'cca s LX‘

Process your data

Export your results

Figura 1: Janela inicial do programa. Essa janela oferece duas opg¢des ao usudrio: a
selecdo dos resultados para serem a analisados, pelo botdo “Process your data”; e

exportar os resultados finais em uma tabela exel, pelo botdao ‘Export your results’.
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Load Data

‘ Wiew Files

|Ma file vl
1 1r
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0.8 08
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04 0.4t
02 02r
0 0
0 02 0.4 06 08 1 a 0.2 0.4 06 08 1
1 i
Select Region
0.8 08+
0.6 06
04 0.4r
0z 02+
] I L I L ) i} L I L I )
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
=]
01 (Al
0.2
—— e D E
0.4
0.5
1 06
2
ok B
4 0.4
El 1
G
i 0.2
G
9 il |
Clear Plots e 0 L L L L I
0 02 0.4 086 08 1

Figura 2: Figura originada apds pressionar o botdo ‘Process your data’. Uma vez
pressionado o botdo ‘Process your data’, apresentado na Figura 1 desse anexo, ¢
originada essa figura, onde o usuario ira selecionar seus resultados para analise. Para

iniciar a analise o usudrio deve pressionar o botao ‘Load Data’.
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Browse For Folder

Select Direckory to Open

[ poste GRC ||
|3 Poster_Japao
= IC5) programa de contratilidade
I Analysis =
i) ‘arquivos exemplos
I==3 Final analysis in xls Format
IE] programas

m "h. ORI TR | o4 1

£ . | ]

e

| .
Folder: | arquivos exemplos |

l Make Mew Folder I l (8] 4 ] I Cancel I

Figura 3: Uma vez pressionado o botdo ‘Load Data’ apresentado na Figura 2 desse
anexo, o usudrio deve selecionar a pasta contendo os arquivos a serem analisados. Nesse

caso os arquivos entdo armazenados na pasta denominada ‘arquivos exemplos’.

|3 D:\Daniloidoutoradoiprograma de contratilidadelarquivos exemplos

File Edit ‘iews Favorites Tools  Help

@Back - J I'ﬁ' /__\l Search i Falders -

Size  Type Date Modified Atkribu...
@ Preture Tooks g Ig] 103 KE  Text Docurnent 29/4/2008 13:24 A
E] exemplol2), bxt 103 KE  Text Document 290412008 13:25 A
TJ view as a slide show [£] exemplofa) txt 104 KB Text Document 29/4/2008 13125 A
{E) Crder prints anling [Z] exemplaid), bt 104 KB Text Document 29/4/2008 13:25 A
Jl':l Frirk pictures @ exemplofS), bxt 104 KB  Text Document 20412008 15:24 A
[Z] exemplafs).txt 104 KB Text Document 20412008 15:25 A

) Copy allitems ko CD
Figura 4: Arquivos utilizados como exemplos. Nesse caso, nossa pasta ‘‘arquivos
exemplos” contém seis arquivos. Os arquivos devem estar em formato txt e ordenados
em duas colunas com n linhas, sendo n=numero de pontos. Na primeira coluna devem

estar o eixo do tempo, a na segunda coluna o eixo da contragao.
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Load Data ‘ ‘ Wiew Files
exemplol1) txd w
exemplord ) ixt
exemplof2).tx
exemplol3) txd
1 | exemplocdy 1r
Plot Curve Exemplars) b oK
0 exemplolB) txt 0sl
06F 06+
04F 04F
02r 02r
1] L L . L | i}
0 0.2 0.4 0.6 0.6 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
il i
Select Region
08F 08F
06 06 -
0.4r 0.4r
0.2F 02F
o " " . n . i} n n " " ;
0] 0z 0.4 06 0.8 1 1] 0z 0.4 06 0.8 1
— e
01| a
gg ey
04
05
1 06F
2
oK o
4 0.4F
5 |
=]
7 02F
=]
a R
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Figura 5: Uma vez selecionado os dados, o usudrio deve pressionar o botao ‘View files’,
e os arquivos serdo carregados para analise. Observe na Figura 2, logo abaixo do botdo
‘View Files’ aparece a escrita ‘No file’. Apds pressionar o botdo ‘View files’ os
arquivos serdo carregados, armazenados na memoria do computador, permitindo a
analise. Como pode ser visto na presente figura, a escrita ‘No files’ observada na Figura

2 ndo ¢ mais observada, sendo agora possivel visualizar os arquivos a serem analisados.
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Load Data ‘ ‘ “iew Files
;exemplomj.txt v
146 1
Pliot C Y 2 O
AMANE ANARS -
144 Cursor 1 Cursar 2 I
0.6
142 1
0.4
140
0.2
138 L . . L L L . 1] L L 1 L )
1000 2000 3000 4000 5000  BOOD 7000 0 02 0.4 0B 08 1
1 1
Select Region
08 08
0B 06
o4 0.4
0.2 02
] . L L L s 0 L L I L )
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 [ 0.4 0.6 0.8 1
1
RPN
04
s
i 0.6
12
Ok 2
4 0.4
15
Gl
7 0z
G}
8 b
i} 02 0.4 06 08 1

Figura 6: Apds ter sido carregados os dados, o usudrio necessita escolher um arquivo
para iniciar a analise, nesse caso escolhemos o arquivo exemplo(1).txt como exemplo.
Ap6s selecionar o arquivo, conforme explicado na Figura 5, o usuério deve pressionar o
botdo ‘Plot Curve’. A curva de contratilidade sera plotada, conforme visualizado no
primeiro grafico a esquerda. O usuario deve selecionar o trecho da curva que deseja

realizar a analise. Nesse caso, o trecho ¢ delimitado pelo ‘Cursor 1° ¢ ‘Cursor 2’.
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Load Data ‘ ‘ Wiewy Files
exemplol! )t |
146 1
Plct Curve Hhhﬁi ANAAE oK =
144 Cursor 1 Cursar 2 H :
0.6
142
0.4
140
0z
138 L L L . . L L i}
1000 2000 3000 4000 5000 G000 FOO0
146 1
Select Region
145 0.8
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141 L I L . L i}
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1
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0s
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Ok d
4 0.4
=]
]
7 0z
]
a b
a 02 04 0B o8 i

0z

0.4 06

o8

0z

0.4 06

Save analysis

0g

Figura 7: Apos selecionado o trecho de interesse da curva, como apresentado na Figura

6, o usuario deve pressionar o botdo ‘Select Region’. No segundo grafico a esquerda

sera plotado a regido que sera levada em consideragdo para analise.
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Load Data

‘ Wiew Files

exemplof1) txt .v.

146

A mnmanimmmad < |,

i

=

I

140

R

0.2

138

1000 2000 3000 4000 5000 G000 FOOO o 0z 0.4 0& 0.8 1
146

Select Region
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0g
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a00 1000 1500 2000 2500 0 02 0.4 06 0s 1
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Select Threshold 02 Save analysis
0.3 145
n4

VT

2
oK 3
4 143
3
6
i
&
a

142

1a 1‘2 1‘4 1é 1‘8 ZID 2‘2
Figura 8: Selecionado a regido de interesse, conforme demonstrado na Figura 7, o
usuario deve selecionar um valor de ‘threshold’, para que apenas os picos referente a
contragdo celular sejam considerados, nessa figura representado pelas cruzes em
vermelho (terceiro grafico a esquerda), ja que o ‘threshold’ correto foi selecionado, apds
pressionar a tecla ‘Selec threshold’. Caso o usudrio ndo selecione o threshold correto,
pontos ndo devidos serdo selecionados e o programa ird avisar o usudrio para selecionar
um outro valor. Um exemplo demonstrando pontos ndo corretos sdo apresentados nas

figuras 9 e 10.
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4B
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n-3 145
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Ok 3
4 143 |
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I 142 +
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b =
s - . , ; |
10 12 14 16 18 =

Figura 9. Mesmo tracado apresentado na figura 8. Nesse caso nota-se que o primeiro
ponto selecionado como pico de contragcdo, ndo se refere a um pico de contracdo celular.
Nesse caso utilizamos um threshold menor do que o da Figura 8, sendo o valor de 1 e

0,5, para a primeira e segunda situagao respectivamente.

RNE =
LIS P
Select Threshold 2.z '
3 | |15}
(0.4
05
R RETY
2
oK 2
4 143
= LA
B
[¥ 142
Its]
=] v
10 12 14 16 18 20

Figura 10. Mesmo tracado apresentado na Figura 8 e 9. Nota-se que agora foi
selecionado um threshold extremamente baixo, de 0,1. Nota-se que muitos pontos que
ndo se refere a um ponto de contragdo celular foram selecionados. Assim o usuario deve

mudar o valor, até obter um padrdo similar ao da Figura 8.
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Load Data ‘ ‘ “iewe Files
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Figura 11: Apoés realizar o procedimento apresentado na Figura 8, o usuario deve
selecionar a regido de repouso do comprimento celular (primeiro grafico a direita),
posicionando os cursores Pre contr 1 e 2 na posicdo de repouso antes da contracao
celular, e os cursores Pos contr 1 e 2, apds a contracdo celular. Em seguida, deve

pressionar o botao OK.
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Load Data Wiew Files
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Figura 12: Depois de pressionado o botdo ‘OK’, conforme apresentado a Figura 12, os
principais pardmetros analisados sdo plotados no segundo grafico a direita. No caso ¢
plotado: o tempo considerado como inicio da contracdo e relaxamento (circulo rosa);
tempo para 10-90% da contragdo e relaxamento (cruz em vermelho); pico da contragdo
(circulo verde); curva considerada para avaliar a taxa maxima de contracdo e
relaxamento (tragado em azul claro). Caso o usudrio esteja satisfeito com os resultados
obtidos ele deve pressionar o botdo ‘Save analysis’ e os pardmetros analisados serao
salvos em formato matlab, e posteriormente exportados em formato exel, conforme

explicado a seguir.
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Figura 13: Exemplo demonstrando que, dentro de um arquivo de contratilidade ndo ¢

necessario que todo o arquivo apresente uma boa qualidade de registro para que o sinal

seja analisado.
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Figura 14: exemplo ilustrando que o programa ¢ capaz de analisar curvas mesmo em

condi¢des ndo ideais, cabendo ao usudrio o censo critico quanto a qualidade de seus

experimentos.
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| D:Danilo\doutoradoiprograma de contratilidade

File Edit View Favorites Tools  Help

Back- I ? _’ Search ||~ Folders -
(€] > R HH

[
S !hh D:\Danilodoutoradotprograma de contratilidade

A

Mame Size  Type Date Modified Attribu, .,
V@m i‘j exemplof&).mat 10KE  MATLAE MAT-file 17/1/2011 16:06 a
1] exemplo(S).mat ISKE MATLAE MAT-file 17/1}2011 16:06 &
T Miew as a slide show 1] exemplo{4). mat 1ZKE  MATLAB MAT-file 17/1}2011 16:06 &
lﬂ Order prints online U exemplo{3).mat 18KE MATLAE MAT-file 17/1/2011 16:06 A
Ly Print pictures U exemnplalZ).mat KB MATLAB MAT-fil 17/1}2011 16:05 &
] exemplo{1).mat 13KE  MATLAE MAT-fil 17/1}2011 16:05 &

) Copy allitems to €D

Figura 15: Depois de terminada a andlise, e realizado o procedimento apresentado na
Figura 12, todos os arquivos analisados estardo presentes em um diretdrio acima da
posta ‘arquivos exemplos’. Nesse caso, os arquivos originados sdo os exemplo(1)-
(6).mat. O usuario deve criar uma pasta denominada Analysis e colocar todos os

arquivos exemplo(1)-(6).mat dentro dessa pasta, conforme Figura 16.

| D:Danilo\doutoradoiprograma de contratilidade

File  Edit View Favorites Tools  Help

@Back - -.J I? /-__.:' Search IL-. Folders v

- |5 D:\Danilotdoutoradoprograma de contratiidads

Ay

Size  Type Dake Maodified Akkribu, ..
@Wﬂ File Folder 17/1/2011 16:11
File Folder 17/1}2011 16:07
T‘:l Wiew as a slide show () analysis File Folder 17/1}2011 16:12

@) Order prints online
::I"_‘I Prink pictures
0y Copy allitems ko €0

Figura 16: Como pode ser visto, nesse caso foi criada a pasta ‘Analysis’
(NECESSARIAMENTE DEVE TER ESSE NOME). Os arquivos exemplo(1)-(6).mat
originados apds a analise foram colocados dentro dessa pasta. Conforme apresentado na
Figura 1, o layout inicial do programa apresenta dois botdes. ‘Process data’ e ‘Export
your results ’. Apds criar a pasta ‘Analysis’ o usuario deve pressionar o botdo ‘Export
your results ’. Ele devera navegar até a pasta ‘Analysis’, selecionando-a. Apds esse
procedimento, ira aparecer uma barra de espera avisando o usuario que os dados estido
sendo processados. Quando terminado, uma nova pasta sera originada no mesmo

diretorio da pasta ‘Analysis’, conforme Figura 17.
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I3 D:Danilowdoutoradoiprograma de contratilidade

File  Edit View Favorites Tools  Help

Back * | ,? | ) Search (" Folders -
) L& g L HH

Address

= D:yDanilodoutoradotprograma de contratilidade

Mame ¥ Size  Type Date Modified Attribu,..
@'ﬁiiﬁfure THIlS i-.j_jprogramas File Folder 17/1/2011 16:12
IZiFinal analysis in xls Format File Folder 17/1/2011 16:17
T Wiew as 3 slide show ) arquivos exemplos File Folder 17/1/2011 16:07
@ COrder prints online [ analysis File Folder 17/1/2011 16:12

iy Print pictures
® Copy all items to CD

Figura 17: Depois de selecionado o folder ‘Analysis’ e esperado o programa exportar os
resultados a pasta ‘Final analysis in xIs format’ serd gerada, contendo os diferentes

arquivos exel, os quais cada um possui um diferente parametro. Abaixo eles serdo

especificados.

I D:Danilodoutoradoprograma de contratilidadeFinal analysis in xIs format

File Edit View Favarites Tools  Help

Back = | _' ﬁ '._\J Search || Folders -
‘-\_'/J L / L E

Address

[5) Dt\Danilodoutoradoiprograma de contratiidadetFinal analysis in s Format

Mame 4 Size  Tvpe Drate Modified Attribu,.

File and Folder Tasks B Contraction Curves.ds 11KB Planiha do Micrasaf,.,  17/1j2011 16:14 A
uj Mot S rehaider JExampIe curves.xls 186 KE Planilha do Microsof,.. 17012011 16:16 A
S B general data.xs 10KE  Planiha do Microsof,..  17/1/2011 16:17 &

@ .‘,‘,L.Iegs Bl @;:]Mean Contraction Curves.xls S5 KB Planiha do Microsof...  17/1j2011 16:16 &
(57 Share this Folder .E_-jRelaxation Curves.xls 12KB Planilha do Microsaf...  1701/2011 16:15 A
@_.Jtimejerc;eak. s 9KE Planiha do Microsof...  17§1)2011 16:13 A

E_]time;erc_recov.xls 9KE Planilha do Microsaof... 17712011 16:14 A

Figura 18: Arquivos gerados apds os dados terem sido exportados. Nesse caso sdo
gerados 7 arquivos em formato exel, sendo: Contraction Curves, Example curves,
general data, Mean contraction curves, Relaxation curves, time perc peak e

time perc recov. Abaixo, cada um dos arquivos serdo explicados.
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A

B genersl datads
A

exemplo(1).txt
exemplo(2).txt
exemplo(3).txt
exemplo(4).txt
exemplo(5).txt
exemplo(6).txt

0~ o0 W e

we)

B

c

baseline (um) peak (um)

144,8018681
102,8901923
110,2822222
132,7582143
160,0143333
107,1678022

141,2314286
98,6525
105,0941667
130,4571429
157,372
104,3814286

J

D

0,154123783
0,141666667
0,195833333
0,058333333
0,079166667
0,108333333

1 maximal_velocity_relaxation (um/seconds)

(- RN - IV I - TV S ]

75,79251133
97,8

96
41,82857143
67,92

E E G H I
Time_to_peak (seconds) Time_to_relax (seconds) peak_height (um) perc_peak perc_peak_height (fractional shortening) maximal_velocity_contraction (um/seconds)

0,274923505 3,57043956 97,53425863 2,465741365 74,42070117

0,141666667 4,237692308 95,88134475 4,11865525 74,4
0,2375 5,188055556 95,29565559 4,704344409 85,8
0,1125 2,301071429 98,26672011 1,733279889 64,11428571

0,204166667 2,642333333  98,3486896 1,651310403 66,96

0,158333333 2,786373626 97,39998995 2,600010049 59,65714286
K L M N

Max_rate_contra_base Max_rate_contra_peak Max_rate_relaxation_peak Area

0,513948488 0,523422193 21,22778163 -0,700391432
0,723100991 0,950527915 23,07859866 -0,434151042
0,778003909 0,870493884 18,50404241 -0,840038194
0,482940254 0,315073321 18,17786745 -0,183113095
0,418462513 0,424461975 25,70455406  -0,3301875
0,556670396 0,591862202 22,76384288 -0,297979167

63,42857143

Figura 19: Arquivo “General data”. Na coluna A (Fig. 19 A) ¢ plotado o nome de cada arquivo e nas colunas de B a N os diferentes pardmetros.

Coluna (B) baseline: tamanho da célula no repouso; Coluna (C) peak: tamanho da célula na contracdo maxima; Coluna (D) time to peak: tempo

necessario para a célula sair do tamanho de repouso e ir para o tamanho de méaxima contragdo; Coluna (E) Time to relax: tempo necessario para

a cé€lula sair do tamanho maximo de contragdo e recuperar o tamanho de repouso; Coluna (F) peak height: encurtamento da célula em

micrometros; Coluna (G) perc-peak: porcentagem da célula (peak/baseline); Coluna (H) perc_peak height: porcentagem de encurtamento da

célula; Coluna (I) maximal velocity contraction : taxa maxima de variacdo do comprimento ao longo do tempo durante a contragdo; Coluna (J)

maximal velocity relaxation: taxa maxima de variagdo do comprimento ao longo do tempo durante o relaxamento. Col(K,L,M) parametros nao

utilizados; Col (N) Area: area da curva de contragdo.
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W[~ | Bw =

[ e e bt [ [t [ [
BlERQEGIRIEIRIESE

E
2|
23 |
24_
25 il
26_
2?_
28_
29 |
30|
31

A

10,48
10,43
10,43

10,5

10,5

10,5
10,51
10,51
10,52
10,52
10,53
10,53
10,53
10,54
10,54
10,55
10,55
10,55
10,56
10,56
10,57
10,57
10,57
10,58
10,58
10,59
10,59

10,6

10,6

10,6

i:’_-ﬂ Example curves.xls

B

144,38
144,22
144,26
144,54

144,6
144,42
144,43

144,7
144,76
144,56
144,56
144,81
144,86
144,64
144,63
144,87
144,91
144,69
144,67
144,91
144,94
144,72
144,68
144,93
144,96
144,74

1447
144,93
144,97
144,74

22,92
22,92
22,93
22,93
22,93
22,94
22,94
22,95
22,95
22,95
22,96
22,96
22,97
22,97
22,98
22,98
22,98
22,99
22,99

23

23

23
23,01
23,01
23,02
23,02
23,03
23,03
23,03
23,04

103,01
102,78
102,62
102,85
102,99
102,75
102,6
102,83
102,99
102,76
102,6
102,84
103
102,77
102,61
102,84
103
102,76
102,6
102,84
103,01
102,78
102,62
102,85
103,01
102,78
102,62
102,86
103,01
102,78

4,85
4,85
4,85
4,86
4,86
4,87
4,87
4,88
4,88
4,88
4,89
4,89

4,9

4,9

4,9
4,91
4,91
4,92
4,92
4,92
4,93
4,93
4,94
4,54
4,95
4,95
4,95
4,96
4,96
4,97

110,04
110,58
110,69
110,61
110,93
111,43
111,48

111,3
111,53
111,95

111,9
111,65
111,71
111,83
111,52
111,08
111,11

111,3
111,08
110,75
110,86

1111
110,93
110,65
110,74
110,87
110,59
110,24
110,24
110,25

10,5

10,5

10,5
10,51
10,51
10,52
10,52
10,53
10,53
10,53
10,54
10,54
10,55
10,55
10,55
10,56
10,56
10,57
10,57
10,57
10,58
10,58
10,59
10,59

10,6

10,6

10,6
10,61
10,61
10,62

132,28

132,2
131,96
131,78
131,76
131,68
131,53
131,59
131,97
132,36
132,52
132,56
132,72
132,86
132,86
132,97
133,26
133,43
133,54
133,63
133,81
133,76
133,44
133,13
133,07

1331
132,96

132,38
132,83

132,9

2,6
2,61
2,61
2,62
2,62
2,63
2,63
2,63
2,64
2,64
2,65
2,65
2,65
2,66
2,66
2,67
2,67
2,67
2,68
2,68
2,69
2,69

2,7

2,7

2,7
2,71
2,71
2,72
52
2,73

1604

160,1
160,04
159,97
159,66
159,36
159,36
159,33
159,06
158,84
158,98
159,22

159,2
159,15
159,34
159,48
159,35
159,21
159,332
159,45
159,29
159,13
159,38
159,78
159,92
159,93
160,21
160,57
160,61
160,52

10,5

10,5

10,5
10,51
10,51
10,52
10,52
10,53
10,53
10,53
10,54
10,54
10,55
10,55
10,55
10,56
10,56
10,57
10,57
10,57
10,58
10,58
10,59
10,59

10,6

10,6

10,6
10,61
10,61
10,62

107,12
107,14
106,96
106,75
106,65
106,53
106,26
106,01
105,88
105,74
105,52
105,32
105,23
105,14
104,93
104,85
104,79
104,74
104,63
104,53
104,52

104,5
104,44
104,39
104,43
104,44
104,41

1044
104,43
104,55

Encurtamento {um)

145,5
145
1445
144
1435
143
142,5
142
141,5
141

140,5

10

12

14 16
Tempo(s)

18

20

Figura 20: Arquivo “Example curves”. O Arquivo apresenta os trechos dos arquivos utilizados para a analise. Col (A) eixo tempo e Col (B) eixo

da contracdo, referente ao arquivo ‘exemplo(1).txt’. Os demais arquivos sdo apresentados sucessivamente na mesma ordem. O grafico ilustra o

arquivo originado pelos pontos das Col(A,B).
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r.’__‘f_] Mean Contraction Curves.xls
| A | B | {; | D | E | F | G | H | 1 | ] | K | L | M | N | (0] | P | Q | R | 5 | 1
1 1
2 | 0 141,2171 o 98,69 0 104,0717 0 129,8886 0 156,887 0 104,3743 1455
3 | 0,004166 141,2857 0,004167 98,7775 0,004167 104,1917 0,004167 1235,9286 0,004167 156,977 0,004167 1044357
4 0,008331 141,38 0,008333 98,925 0,008333 104,3817 0,008333 130,0557 0,008333 157,052 0,008333 104,4771 185 ﬁ
5 | 0,012497 141,3143 0,0125 98,975 0,0125 1044742 0,0125 130,1857 0,0125 157,069 0,0125 104,4514 — 1445
6 | 0,016662 141,2271 0,016667 99 0,016667 104,625 0,016667 130,3371 0,016667 157,188 0,016667 104,4543 E ! ’
7 | 0,020828 141,2986 0,020833 99,175 0,020833 104,8525 0,0203833 130,5271 0,020833 157,404 0,020833 104,5586 ‘g’ es r f
8 | 0,024393 141,39 0,025 99,3875 0,025 105,2442 0,025 130,7057 0,025 157,527 0,025 104,6429 ‘E 1435
9 | 0,029159 141,3286 0,029167 99,4625 0,029167 103,3658 0,029167 130,8586 0,029167 157,544 0,029167 104,6386 E r r
10| 0,033324 141,2486 0,033333 99,505 0,033333 105,5008 0,033333 131,0071 0,033333 157,62 0,033333 104,6586 E 143 f
11| 0,03745 141,3239 0,0375 99,7425 0,0375 105,7692 0,0375 131,2186 0,0375 157,766 0,0375 104,7971 ':' 1435
12| 0,041655 1414157 0,041667 100,02 0,041667 105,9883 0,041667 131,4743 0,041667 157,817 0,041667 104,9114 E I r
13| 0,045821 141,3523 0,045833 100,1125 0,045833 106,03 0,045333 131,6914 0,045833 157,783 0,045833 104,9114 = 142
14| 0,045986 141,27 0,05 100,185 0,05 106,1133 0,05/ 131,8571 0,05 157,854 0,05 104,9471 fige J \
15| 0,054152 141,35 0,054167 100,5025 0,054167 106,3333 0,054167 132,0471 0,054167 158,145 0,054167 105,1257 ' v i
16| 0,058317 1414486 0,058333 100,86 0,058333 106,4667 0,058333 132,2457 0,058333 158,281 0,058333 105,2714 141 - T T T T 1
17 0,062483 141,39 0,0625 100,965 0,0625 106,4283 0,0625 132,36 0,0625 158,285 0,0625 105,2743 ) 05 i 1.5 2 g5
18 0,066048 141,3057 0,066667 101,0375 0,066667 106,4542 0,066667 132,3971 0,068667 158,367 0,066867 105,3286
15 0,070814 141,382% 0,070833 101,405 0,070833 106,6067 0,070833 132,4671 0,070833 158,486 0,070833 105,5786 Tempo {S}
20 | 0,074973 141,4386 0,075 101,815 0,075 106,6558 0,075 132,5943 0,075 153,471 0,075 105,79
21| 0,079145 141,44 0,079167 101,91 0,073167 106,5817 0,079167 132,7129 0,079167 158,386  0,079167 105,8
22| 0,08331 141,3571 0,083333 101,965 0,083333 106,6183 0,083333 132,7957 0,083333 158,451 0,083333 105,8557
23 | 0,087476 1414471 0,0875 102,315 0,0875 106,7742 0,0875 132,9186 0,0875 153,591 0,0875 106,1143
24 0,091641 1415771 0,091667 102,6225 0,091667 106,825 0,091667 133,0686 0,091667 158,566 0,091667 106,3229
25| 0,095807 141,532% 0,095833 102,56 0,095833 106,7733 0,095833 133,1471 0,095833 158,468 0,095833 106,3
26 | 0,099972 141,4771 0,1 102,5025 0,1 106,9092 0,1 133,1514 0,1 158,577 0,1 106,3157
27| 0,104138 141,58 0,104167 102,755 0,104167 107,23 0,104167 133,1714 0,104167 158,804 0,104167 106,5471
28 | 0,108303 141,75 0,108333 102,9025 0,108333 107,3958 0,108333 133,2329 0,108333 158,87 0,108333 106,7229
29| 0,112469 141,7471 01125 102,675 0,1125 1074242 0,1125 133,2557 0,1125 158,837 0,1125 106,6557
30 0,116634 141,6857 0,116667 102,51 0,116667 107,6142 0,116667 133,2286 0,116667 158,995 0,116667 106,6229
F1 0,1208 141,8042 0,120833 102,72 0,120833 107,9325 0,120833 133,23 0,120833 159,263 0,120833 106,8229

Pronto

Figura 21: Arquivo ‘Mean Contraction Curves’. O arquivo armazena as curvas médias utilizadas para o calculo dos parametros de contratilidade
celular. Col (A) eixo tempo e Col (B) eixo da contragdo, referente ao arquivo ‘exemplo(1).txt’. Os demais arquivos sdo apresentados

sucessivamente na mesma ordem. O grafico ilustra o arquivo originado pelos pontos das Col(A,B)
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2] Contraction Curves.xls

A | B Gl s s Ea TR N [ || S [—) oo —| M | N
1 exemplo(1).txt 0,866426 0,870591 0,874757 0,878922 (,883088 0,887253 0,891419 0,895584 0,89975 0,903915 0,908081 0,912246
2 | 144,3643 144,25 144,3 144,1529 143,8471 143,6943 143,65 143,4371 143,1271 142,9736 142,91 142,6943
3 |exemplo(2).txt 0,895833 0,9 0,904167 0,908333  0,9125 0,916667 0,920833 0,925 0,929167 0,933333  0,9375 0,941667
4| 102,4475 102,185 102,205 102,17 101,86 101,5725 101,5325 101,4525 101,1525 100,8625 100,7625 100,6375
5 |exemplo(3).txt 0,808333  0,8125 0,816667 0,820833 0,825 0,829167 0,833333  0,8375 0,841667 0,845833 0,85 0,854167
6 | 109,6967 109,3392 109,2708 109,4042 109,3417 109,1333 109,125 109,2425 109,145 108,9142 108,8783 108,9683
7 |exemplo(4).txt 0,9375 0,941667 0,945833 0,95 0,954167 0,958333  0,9625 0,956667 0,970833 0,975 0,979167 0,983333
8 132,42 132,21 131,9586 131,6914 131,4386 131,22 131,0414 130,8614 130,7071 130,6014 130,5086 130,4571
3 |exemplo(5).txt 0,9125 0,916667 0,920833 0,825 0,929167 0,933333  0,9375 0,941667 0,945833 0,95 0,954167 0,958333
10| 159,714 159,603 159,598 159,441 159,162 159,005 158,969 158,847 158,619 158,467 158,398 158,242
11 exemplo(6).txt 0,908333  0,9125 0,916667 0,920833 0,925 0,929167 0,933333  0,9375 0,941667 0,945833 0,95 0,954167
12| 106,8757 106,6386 106,4014 106,2843 106,1514 105,9029 105,6786 105,5629 1054471 105,2557 105,0886 105,0129
13 |
14 145
15 — 1445
16 E X

| 3 1
17 o \\
| S 1435
18 t N
| 2 143
L2 E ~\
20| 8 1425
21 s b |
' g e,
2
1 w1415
23 e
24' 141 T T T T T T T T 1
25 084 O0B6 088 0g 0,92 094 096 028 1 1,02
26| Tempo (s)
27|
28|
29 |
30|
31
Pronto

Figura 22: Arquivo ‘Contraction Curves’. Contem as curvas utilizadas para o calculo da

maxima taxa de contragcdo. Col(A) o nome dos arquivos.
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@‘] Relaxation Curves.xls

| A | B | € | B E | F | 6 | ® | ¢ | ¥ | K | L |
1 |exemplo{1).txt 0,999722 1,003887 1,008053 1,012218 1,016384 1,020549 1,024715 1,02888 1,033046 1,037211
2 | 141,2314 141,2971 141,3886 141,3229 141,2343 141,3086 141,4 141,3386 141,2543 141,3271
3 exemplo{2).txt 1,016667 1,020833 1,025 1,029167 1,033333  1,0375 1,041667 1,045833 1,05 1,054167
4 | 98,6525 98,7575 98,885 98,8925 98,9325 99,1625 99,3975 99,465 99,56 99,895
5 |exemplo(3).txt 0,983333  0,9875 0,991667 0,995833 1 1,004167 1,008333  1,0125 1,016667 1,020833
6 | 105,0942 105,1483 1052225 105,185 105,1558 1052208 105,2317 1051375 105,0958 105,1975
7 exemplo{4).txt 0,983333  0,9875 0,991667 0,995833 1 1,004167 1,008333  1,0125 1,016667 1,020833
8 | 130,4571 130,4857 130,5571 130,6171 130,64 130,6843 130,7314 130,75 130,7671 130,8157
3 |exemplo(5).txt 0,983333  0,9875 0,991667 0,995833 1 1,004167 1,008333  1,0125 1,016667 1,020833
10 | 157,372 157,438 157,471 157,414 157,422 157,523 157,552 157,486 157,49 157,58
11 |exemplo(6).txt 1 1,004167 1,008333  1,0125 1,016667 1,020833 1,025 1,029167 1,033333  1,0375
12 | 104,3814 104,4314 104,4686 104,4371 104,4386 104,5443 104,6257 104,6229 104,6429 104,7814
13 |
14- 1445
15.
i /\jf\f
18 E 1435
_19. = |
20' E 143 f/
21 | < /\/
22| E
23. ‘E 142,5 /‘,
2| 3
5 S 42 o
26 | /\/
27' 141,5 /V\/\NV“'
28
29 141 T T T T 1
30| 1 1,05 1,1 1,15 1,2 1,25
a1 Tempo (ms)
Bronto
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Introduction

Chagas’ disease, caused by the intracellular haemo-
flagellate protozoan parasite Trypanosoma cruzi, is

ORIGINAL CONTRIBUTION

Changes in cellular contractility and
cytokines profile during Trypanosoma
cruzi infection in mice

Abstract Trypanosoma cruzi, an intracellular protozoan parasite
infecting a wide variety of vertebrates, is the agent responsible for
Chagas’ disease. This pathology often results in severe inflammatory
heart condition and it is one of the major causes of dilated cardiomy-
opathy leading to heart failure in Latin America. Nevertheless, little is
known about the changes in isolate cardiac myocytes contractility during
the development of this pathology. Here we report a relationship between
cytokines profile of mice infected with T. cruzi and the modifications in
the cellular contractility pattern. We found that cellular contractility,
measured as fractional shortening, showed a complex behavior. The
changes were evaluated during the acute phase (15, 30 and 45 dpi) and
chronic phase (>90 dpi). The time to half contraction and relaxation
were lengthier despite the number of days after infection or the heart
region evaluated. The maximal contraction and relaxation velocities were
significantly slower. The observed changes in cellular contractility were
correlated with the presence of circulating IFN-y, TNF-¢ and MCP-1/
CCL2 during the course of infection. Together, our data demonstrate that
cellular contractility is altered in the three heart regions studied, and
these alterations are observed at the very beginning of the parasitism and
they remained until the chronic phase has been reached. Indeed, we
propose a role for IFN-y, TNF-¢ and MCP-1/CCL2 in the mechanical
heart remodeling during experimental Chagas’ disease.

Key words Trypanosoma cruzi - chagas’ disease - cellular
contractility - cytokines - chemokines - cardiac chambers -
heart failure

one of the most common determinants of congestive
heart failure and sudden death in Latin America,
where it represents a serious health problem, affecting
more than 18 million people [7]. Chagas’ disease is
a multifactorial illness that can evolve in different
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consecutive phases (acute, asymptomatic and chron-
ic). Approximately 20%-40% of patients go on to
develop cardiomyopathy, characterized by intense
myocarditis and multiple arrhythmias, and/or the
pathological dilations of organs from the digestive
tract [4]. The mechanism responsible for the devel-
opment of cardiomyopathy is still controversial and
several hypotheses have been raised including the
persistence of the parasite or parasite antigens at the
inflammatory site, or an important role of an auto-
immune process [12, 38, 39]. There is substantial
evidence showing that cardiomyocytes, an important
target of T. cruzi infection, produces marked amounts
of cytokines and chemokines when infected with the
parasite [27, 28]. Interestingly, cytokines and che-
mokines that are normally elicited during T. cruzi
infection, such as IFN-y, interleukin (IL)-1f, tumor
necrosis factor (TNF)-a, IL-10, IL-6, transforming
growth factor (TGF)-f and monocyte chemotactic
protein (MCP-1/CCL2), were shown to vary in their
ability to regulate the function of different ion chan-
nels present on the cardiac myocytes membrane
surface as well as proteins involved in the calcium
homeostasis and cellular contractility machinery, [3,
14, 22, 25]. Furthermore, cytokines have been shown
to be able to modulate different cells, such as endo-
thelial cells [46]. Moreover, the most studied cytokine,
concerning heart function is by far the TNF-«, which
is believed to have a dual action on cardiomyocyte
function [37]. The positive and negative effects of
TNF-o on heart contraction are due to alterations in
Ca** dynamics and therefore would involve specific
ion channels [1]. Many effects attributed to TNF-o in
modulate cardiomyocyte contractility is thought to be
due to its ability to stimulate cardiomyocyte to pro-
duce NO [14], which is an important modulator of
different proteins involved in Ca** homeostasis [35].
Contractile dysfunction is a prominent feature in
heart failure, and there is an inverse relationship be-
tween cytokine levels and cardiac performance [45].
Until now, however, no comprehensive study has been
done analyzing the functional alterations associated
with the mouse model of Chagas’ disease, correlating the
time-course of cytokine production with the disruption
of cellular contractility. In this work we investigated the
putative association between the cardiac contractility
adaptations and serum cytokine levels during acute and
chronic stages of the T. cruzi infection in mice.

Materials and methods

Mice and parasites

Eight-week-old male C57BL/6 mice were infected
intraperitoneally with 50 bloodstream trypomastigote

forms of Colombian [15], a myotropic strain of T.
cruzi. Parasitemia in the tail blood was assessed on
different days post-infection by the method of Brener
[6]. In each assay, mouse survival was monitored
daily and cumulative mortality determined. The
Colombian T. cruzi strain used was maintained by
serial passages in mice at the Centro de Pesquisas
René Rachou/FIOCRUZ (Belo Horizonte, Brazil).

Serum cytokine measurements in T. cruzi infected

mice
Mouse Inflammation Kit from BD™ (Cytometric Bead
Array—CBA) was used to quantify MCP-1/CCL2, IFN-
7, and TNF-o in serum. The assay was performed
according to the manufacturer’s instructions, with
modifications. Briefly, capture beads (25 pl) were ad-
ded to the 96-well capture plates combined with 25 pl
of cytokine standard over a range of 5,000 to 20.57 pg/
ml, in order to set up the standard curve, or with 25 pl
of test samples. PE-conjugated detection reagent
(25 pl) was added to each well and incubated for 2 h at
room temperature protected from direct light expo-
sure. Wash buffer was added to the plate and centri-
fuged at 200xg for 5 min. Supernatant was removed,
and bead pellets ressuspended in 200 pl of wash buffer.
The fluorescence produced by the CBA beads was
measured on a FACScan flow cytometer (BD Biosci-
ences, San Jose, CA) and analyzed with its software.

Cardiomyocytes isolation

Ventricular and atrial cardiomyocytes from age-mat-
ched mice were enzymatically isolated as previously
described with few modifications [24]. Briefly, the
hearts were mounted on a Langendorff system, per-
fused for 5 min with calcium-free solution containing
(in mM): 130 NaCl, 5.4 KCl, 0.5 MgCl,, 0.33 NaH,PO,, 3
pyruvate, 22 glucose and 25 HEPES (pH set at 7.4).
Afterwards, the hearts were perfused for 10-15 min
with a solution containing 1 mg/ml collagenase type II
(Worthington, USA). The digested heart was then re-
moved from the cannula, and the ventricles and right
atrium were separated and cut into small pieces. Single
cells were isolated by mechanical tritation and stored in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma Chemi-
cals Co., St Louis, MO, USA). Only calcium-tolerant,
quiescent, rod-shaped myocytes showing clear cross
striations were studied. The isolated cardiac myocytes
were used within 4 h after isolation.

Measurements of cell contractility

Cellular contractility was evaluated as previously de-
scribed [33]. Briefly isolated cells were placed in a
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chamber with a glass coverslip base mounted on the
stage of an inverted microscope (Eclipse—TS 100—
Nikon, Japan). The chamber was perfused with Tyrode’s
solution (in mM) 140 NaCl, 5.4 KCl, 1 MgCl,, 1.8 CaCl,,
10 HEPES, 10 glucose (pH set at 7.4). Experiments were
performed at room temperature (25-30°C). Myocytes
were stimulated via platinum bath electrodes with volt-
age pulses with 5 ms duration and an intensity of 20 V.
Stimulation frequency was set at 1 Hz. Cells were visu-
alized on a PC monitor with a NTSC camera (Myo-
CamCCD100V, Ionoptix, Milton, MA, USA) in partial
scanning mode. This image was used to measure cell
shortening (our index of contractility) in response to
electrical stimulation, using a video motion edge detec-
tion system (Ionoptix, Milton, MA, USA). The cell image
was sampled at 240 Hz. Cell shortening was calculated
from the output of the edge detector using an lonWizard
A/D converter (Ionoptix, Milton, MA, USA. From 8 to 16
consecutive contractions were averaged. Cell shortening
contraction from stimulation (expressed as a percentage
of resting cell length), maximal velocity of contraction
and relaxation, time to half contraction and relaxation
were calculated. Parameters were obtained using soft-
ware developed by our group in MatLab® platform.

Statistics

All values were expressed as mean + SEM. Statistical
significance was determined by performing one-way

Fig. 1 C57BL/6 mice were challenged with 50 para-
sites of the Colombian strain. Parasitemia (a) and

ANOVA. The analyses were done using ORIGIN v.8
(Northampton, MA, USA). In the case of contractility
experiments we carried out Shapiro’s normality test.
P < 0.05 was regarded as statistical significant.

Results

Time-course of parasitemia and expression
of cytokines

C57BL/6 mice were infected with the Colombian T.
cruzi strain, and the course of infection was deter-
mined. The parasitemia peaked at 45 days after
infection and was controlled thereafter (Fig. 1a) with
practically undetectable circulating parasites at
90 days after infection. Survival was analyzed during
the 90 days after infection (Fig. 1b) with expressive
death rate between 30-45 days post-infection. Infec-
tion with T. cruzi induces an increase of the expres-
sion of inflammatory cytokines and chemokines [10,
41]. These immune mediators have been implicated in
the control of parasitism. Our results demonstrated
that, during the early acute phase of T. cruzi infection
(15 days post-infection) the serum concentration of
the cytokines IFN-y and MCP-1/CCL2 were signifi-
cantly higher (20 and 3.6-fold, respectively) when
compared to the baseline levels (Fig. 1ci and cii). The

i 4007 IFN-y
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serum concentration for both increased further to
peak at 30 days after infection. We also measured
TNF-u levels during the infection and as depicted in
Fig. Iciii at 30 days post-infection the serum con-
centration reached its maximum. From the 30th to the
170th day post-infection there was a progressive de-
crease in the cytokine levels but without reaching the
baseline which indicates a sustained inflammation in
agreement with previously published results [29, 37,
42]. MCP1/CCL2 showed a sustained high level even
at day 170 post infection arguing in favor of a pre-
dominant effect during the chronic phase.

Cellular contractility varies during Chagas’ disease

To ascertain whether the onset of circulating cyto-
kines could be associated with cardiac contractility
dysfunction, isolated cardiac myocytes contractility
measurements from mice sacrificed at 15, 30, 45 and
90 days after infection were performed. It is well
known that in hearts from adult mammals, the atria
and ventricles have distinctive structural and con-
tractile characteristics as well as heterogeneous elec-
trophysiological properties [34]. Thus, we used
isolated myocytes (non-infected and infected) from
right atrium (RA), right ventricle (RV) and left ven-
tricle (LV) to assess whether there may be differences
in the unloaded shortening during the course of the
disease.

Figures 2a-c and 3a-c shows typical experimental
records of the load-free cell contraction under steady-

state field stimulation for the different heart regions
used in the present study. Each cardiac myocyte was
paced at a fixed frequency (1 Hz). In each case,
measurements of sarcomere length shortening were
made at steady-state and in Tyrode’s solution con-
taining 1.8 mM CacCl,. It has been reported [32] that
contractile properties of the myocardium may change
with age.

We then decided to have two age-matched control
groups (30 and 90 days). Our analysis is represented
in Fig. 4 and Table 1 that summarizes average data.
All parameters changed significantly with few excep-
tions depending on the region analyzed.

Of note is the observation that at day 15 after
infection the differences are large and consistent
among unloaded myocytes isolated from RA, RV and
LV of the adult mouse heart.

Two important indexes of the phasic contraction
of unloaded cardiac myocytes are the maximal
velocity of contraction and relaxation. These
parameters were calculated as the maximal absolute
value of dL/dt, based on the averaged contractility
curve, for each cell studied. Our analysis revealed
that the maximal velocities of contraction and
relaxation underwent, as the disease progressed, a
significant decrease despite of the region or stage
analyzed (Table 1). Important to note are the
changes observed at 15 and 90 days post-infection.
These findings are indicative for a possible connec-
tion between initial cytokine expression and the
cardiac myocytes remodeling which persists during
the chronic stage of the disease.

Fig. 2 Cardiac cellular contractility in mice. Control 15 dpi 30 dpi 45 dpi
Representative recordings from control RA RA RA RA
mouse (non-infected, first column); 15 dpi 1.00 S .
(second column); 30 dpi (third column) and 0.98- {V—va "
45 dpi (last column). From top to down RA ’
right atrium, RV right ventricle and LV left 0.96 1
ventricle. First (a), second (b) and third (c) 0.94
rows represent RA, RV and LV, respectively 0924
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< RV RV RV RV
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]
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Fig. 3 Cardiac cellular contractility in mice. Repre- Control 90 dpi

sentative recordings from control mouse (non-

infected, first column) and 90 dpi (last column). 1.00 - . .. ., Y . . . . .,
From top to down RA right atrium, RV right ventricle “ \I V ‘I \l
and LV left ventricle. First (), second (b) and third (c) 0.98

rows represent RA, RV and LV, respectively 0.96 -

0.94 4
0.92

RV

0.96 1
0.94 4
0.924

Resting cell length (%)

1.00

I Y

Lv

0.98 4
0.96

0.94 4
0.92 4

Discussion

Cardiac malfunction is a serious and frequent com-
plication related to Chagas’ disease [13]. Two mech-
anisms have been postulated to explain the
myocardial dysfunction during the course of the
infection: (1) the presence of a local inflammatory
reaction causing nervous system destruction and
extensive heart fibrosis, and (2) which is more com-
plex, consists of the immunological net events,
including synergic action of various cytokines [10],
generation of oxygen/nitrogen species [43, 44] and the
time-dependent auto-immunity [2, 40]. All of these
events correlate well with the presence of intracardiac
CD4", CD8" T lymphocytes and macrophages, which
generate IFN-y, MCP-1/CCL2, TNF-o, IL-12, and
provokes the induction of antimicrobial immuno-
globulins and auto-antibodies [39, 41]. In fact, the
autoimmunity hypothesis is strongly supported by the
existence of circulating immunoglobulins which spe-
cifically react with cardiac f1 and f2 adrenergic
receptors [23, 26] in chagasic patients and in experi-
mental Chagas’ disease [5]. Thus, the immune system
appears to be an important subject of research to
understand heart remodeling during T. cruzi infec-
tion.

Thus, the present study demonstrates a possible
causal involvement of TNF-«, IFN-y and MCP-1/CCL2

TYVVT

as mediators in the signaling pathways that culmi-
nates in regional myocardial contractile dysfunction
in response to Chagas’ disease. Circulating MCP-1/
CCL2 and IFN-y serum concentration increased sud-
denly at 15 dpi without a parallel increase in the
number of parasites. Interestingly, the RV and LV
contractility were significantly reduced (~50%) at this
stage (15 dpi). These results imply a putative role for
MCP-1/CCL2 and IFN-y in impairing cardiomyocyte
contractility.

As reasoned by Thielmann and colleagues [42] and
in line with our findings may be there is no mono-
causal sequence of events; as a matter of fact, the
interaction of these cytokines may be much more
complex and needs further investigation in more
controlled conditions (e.g. using knock-out models to
address specific issues related to the actual influence
for each of these cytokines).

Another time-point that deserves attention is
30 dpi where TNF-a concentration rose to approxi-
mately 8 times that measured at 15 dpi. This large
amount of circulating TNF-o will add up to the other
cytokine levels maintaining the contractile dysfunc-
tion (see Figs. Iciii and 4). These results confirm and
extend other reports of substantial contractile
depression due to TNF-o [42]. Somewhat interesting
is the lack of effect (at least in cell shortening) in the
RA at 15 and 30 dpi. At 45 dpi (end of acute phase)
there was an increase in cell shortening by about 50%
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Fig. 4 Averaged parameters of cell contractility in mice. Left panel represents
the fractional shortening from RA, RV and LV during the infection (15, 30, 45

and 90 dpi). Middle panel represents time to half contraction from RA, RV and

Table 1 Maximal rate of contraction and relaxation measured during the progression of the Chagas’ disease

Time to half relaxation (ms)

C
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100 ™
RA
80
60 =1

40

20=

100 =
RV

80 = #
60

40 -

20

0~

100 4

80 =

60 =4

40 =

20 =

Control
45 dpi

30 dpi

LV during the course of the infection. Right panel represents the time to half
relaxation. *P < 0.05 15, 30, 45 and 90 dpi Vs. Controls (30 or 90 days non-
infected)

Control (30 days) 15 dpi 30 dpi 45 dpi Control (90 days) 90 dpi
Maximal rate of contraction (um/s)
RA 92.8 + 10.5 (22) 61.7 £ 7.2 (28)* 73.6 + 9.7 (16) 90.2 + 7.2 (28) 62.6 + 4.4 (44) 503 + 4.3 (40)*
RV 114.8 + 14.8 (23) 61.7 + 8.4 (30)* 69.1 £ 4.8 (47)* 69.7 £ 5.1 31)* 786 £ 53 (41) 446 + 7.3 (35*
Lv 112.6 + 12.7 (28) 53.7 £ 5.1 (32)* 77.1 £ 45 (50)* 66.3 + 5.7 (41)* 95.1 £ 8.1 (39) 57.7 £ 47 (47)*
Maximal rate of relaxation (um/s)
RA 84.5 £ 10.6 63.1 £ 85 63.7 £9.7 746 £ 6.9 586 + 4.1 448 £ 4.1*
RV 99.5 £ 10.7 49.7 £ 7.6* 63.1 + 4.8* 51.9 + 4.9* 67.7 £ 5.1 39.6 £ 6.6*
Lv 130.4 + 18.1 445 + 43* 73.5 £ 4.5% 53.9 £ 5.2% 985 = 11.1 519 £ 4.6*

RA right atrium, RV right ventricle, LV left ventricle. Values are expressed as means £ SEM. Number in parenthesis reports the number of different cells used from

each heart region

*P < 0.05 when compared to Controls (30 and 90 days—non-infected)

a result that is difficult to explain at this moment. In
the study of Skyschally and colleagues [37] they argue
in favor of a “bidirectional” role attributed to TNF-o

which could provide a plausible reason for the distinct
RA behavior in our model. In general, RA was the
least affected despite the disease stage.
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Nowadays, many groups are studying the biologi-
cal role of cytokines on heart function. However, very
little is known about the role of these signaling mol-
ecules in the cardiac remodeling which is one
important outcome of Chagas’ disease. The results
presented in Fig. 1 indicate that IFN-y and MCP-1/
CCL2 are expressed earlier. These data in parallel with
cellular contractility measurements (Fig. 4 and Ta-
ble 1) it is possible to establish a role for MCP-1/CCL2
and IFN-y in the acute phase of Chagas’ disease
mainly at 15 days post-infection as we pointed out
above. Alterations observed in this study could be due
to a direct effect of cytokine in modulating heart
physiology and/or due to their ability to directly
stimulate cardiomyocytes to produce NO [28]. The
hypothesis that cytokines are involved in the myo-
cardium remodeling process is supported by various
studies that specifically evaluated the acute and
chronic cytokine effects on whole heart function [11,
20]. TNF-a and IFN-y are the most studied cytokines
concerning their action on the heart. There are
experimental evidences indicating that acute and
chronic exposure to these cytokines could depress
heart and cardiomyocyte function. This depressive
effect is assumed to be related to a reduction of the
Ca’* transient through a mechanism that involves
activation of iNOS that produces an increase in the
intracellular NO concentration [1, 11, 31]. Another
possibility that has been raised is the reduction of
Ca’" sensitivity of the contractile myofilaments [17].
In addition to that there are reports suggesting that
IEN-y is able to decrease the production of the cyto-
skeleton-associated muscle LIM protein which has
been described as an important protein involved on
the control of cellular contractility machinery [19].
Thus, we showed for the first time that the changes in
cardiomyocyte function could be explained by the
increased levels of the three cytokines identified in
this study.

Despite the fact that TNF-a and IFN-y have been
well studied there are few reports about the MCP-1/
CCL2 effects on heart tissue [30]. However, MCP-1/
CCL2 participates in the recruitment of macrophages
to the heart tissue leading to the stimulation of TGF-J3,
IL-10, IL-1f and TNF-« release [8, 9, 36]. Therefore, a
likely conclusion is that MCP-1/CCL2 expression
raises during the acute stage and this should signalize
to the cardiac myocytes to produce other molecules

responsible for the control of the parasitemia. In fact,
among all chemokines tested, MCP-1/CCL2 is an
important inductor of iNOS activity in T. cruzi in-
fected cardiomyocytes [27].

We hypothesized that MCP-1/CCL2 would have a
distinct function in the chronic stage. In a model of
myocarditis induced by antibody against myosin
heavy chain it is proposed that MCP-1/CCL2 is the
main effector to the establishment of the inflamma-
tory process [16, 18, 21]. Our data suggest that MCP-
1/CCL2 may have a pivotal role in the chronic stage of
the disease especially concerning the cardiac cell
dysfunction.

To the best of our knowledge this is the first report
investigating in detail the changes in cellular cardiac
contractility in isolated myocytes from different heart
regions in response to infection with T. cruzi. Taken
all data together we can conclude that in Chagas’
disease, in addition to the classical function attributed
to the cytokines that is the parasitemia control, these
molecules may play an important role on the process
of cardiac remodeling which is a remarkable feature
of the chagasic cardiopathy. The detailed cellular
mechanisms should be addressed in future studies to
uncover the participation of each cytokine on the
heart physiology during the development of Chagas’
disease.

Conclusion

This study provided new information about heart
remodeling during experimental Chagas’ disease. We
found that cellular contractility was altered, with a
significant reduction in fractional shortening in iso-
lated cardiomyocytes from right atrium, left and right
ventricles. These changes were observed throughout
the disease stages and it is reasonable to suppose that
TNF-o, IFN-y and MCP-1/CCL2 production is some-
how correlated with the reduced cardiomyocyte per-
formance. Lastly, our data suggests an important role
for cytokines to generate heart remodeling in Chagas’
disease.
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Overwhelming evidence supports the importance of the sympathetic nervous system in heart failure. In
contrast, much less is known about the role of failing cholinergic neurotransmission in cardiac disease. By
using a unique genetically modified mouse line with reduced expression of the vesicular acetylcholine trans-
porter (VAChT) and consequently decreased release of acetylcholine, we investigated the consequences of
altered cholinergic tone for cardiac function. M-mode echocardiography, hemodynamic experiments, analysis
of isolated perfused hearts, and measurements of cardiomyocyte contraction indicated that VAChT mutant
mice have decreased left ventricle function associated with altered calcium handling. Gene expression was
analyzed by quantitative reverse transcriptase PCR and Western blotting, and the results indicated that
VAChT mutant mice have profound cardiac remodeling and reactivation of the fetal gene program. This
phenotype was attributable to reduced cholinergic tone, since administration of the cholinesterase inhibitor
pyridostigmine for 2 weeks reversed the cardiac phenotype in mutant mice. Our findings provide direct
evidence that decreased cholinergic neurotransmission and underlying autonomic imbalance cause plastic
alterations that contribute to heart dysfunction.

The role of sustained cholinergic tone in long-term cardiac function, such as heart failure (15), diabetes (29), and hyperten-
function is poorly understood. Cardiac regulation by the parasym- sion (13, 50). Moreover, excessive adrenergic activation in asso-
pathetic nervous system is mediated primarily by acetylcholine ciation with diminished parasympathetic activity is detrimental in
(ACh) binding to the M, muscarinic ACh receptor (M,-AChR)  cases of heart failure (35). Recent studies demonstrated that
(12). In addition, cholinergic tone also controls sympathetic ac- M,-AChR knockout (KO) mice exhibit impaired ventricular
tivity, as preganglionic neurotransmission is cholinergic in the two function and increased susceptibility to cardiac stress, suggesting
branches of the autonomic nervous system. Reduced parasympa- a protective role of the parasympathetic nervous system in the
thetic function occurs during aging (11) and has been observed  peqrt (26). In support of this hypothesis, vagal stimulation has
for patients with several disorders that ultimately affect cardiac been shown to be of benefit in cases of heart failure (28). While

most of these studies focus on possible protective actions of vagal
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Although less abundant, parasympathetic fibers are also found
throughout the ventricles, where stimulation of M,-AChR by
ACh leads to L-type calcium channel inhibition and conse-
quently reduced cardiomyocyte contractility (34).

Genetic disturbance of cholinergic neurotransmission in ani-
mal models is complicated, due to the requirement of ACh re-
lease to sustain motor function. Thus, the consequences of chron-
ically reduced cholinergic neurotransmission for long-term
cardiac function and molecular remodeling have not been studied
in detail until now. Given the abundance of acetylcholine recep-
tors, it is likely that genetic disturbance of individual receptors
may not reveal all the consequences of decreased cholinergic
tone. We have recently generated a mouse model of cholin-
ergic dysfunction (VAChT knockdown, homozygous [VAChT
KDH°M]) by targeting using homologous recombination for
the vesicular ACh transporter (VAChHT), a protein responsible
for packaging ACh in secretory vesicles (41). VAChT KD"°M
mice have an approximately 70% reduction in the levels of
VACHT (41). Here, we used this unique mouse model to inves-
tigate whether long-term reduction of cholinergic neurotransmis-
sion affects cardiac physiology.

The present studies demonstrate that autonomic imbalance,
due to chronic decrease of cholinergic neurotransmission in
VAChHT mutant mice, is associated with altered gene expression
that underlies a heart dysfunction phenotype. Additionally, we
show that enhancement of cholinergic activity is beneficial in
improving cardiac alterations in VAChT mutant mice. Our find-
ings provide novel insights on mechanisms and compensatory
changes found in hearts subjected to prolonged alterations in
autonomic regulation. These data support the notion that the
cholinergic system is an important pharmacological target in
heart failure.

MATERIALS AND METHODS

Animal models and drug administration. VAChT mutant mice (VAChT
KDHOM) were described previously (41). VAChT mutant mice were generated by
targeting the 5’ untranslated region of the VAChT gene by homologous recom-
bination in a mixed 129S6/SvEvTac X C57BL/6] background and were back-
crossed to C57BL/6Uni (from the University of Campinas) for 3 generations
(N3), as further backcrossing into the C57BL/6 background caused infertility
(data not shown). Heterozygous mice were intercrossed to generate the VAChT
mutant and wild-type controls used in these experiments. Wild-type and mutant
mice 1, 3, or 6 months old were used in this study for evaluation of cardiac
function and myocyte Ca®* transients. Pyridostigmine (PYR; Sigma) adminis-
tration to mice was performed twice daily by intraperitoneal injection for two
weeks (1 mg/kg body weight).

VAChT-null mice (VAChTY¥!) in which the VAChT open reading frame
(ORF) was deleted by using Cre/loxP, were described previously (9). VAChTde/de!
mice die shortly after birth due to respiratory failure; therefore, experiments were
performed with embryonic day 18.5 (E18.5) embryos. VAChT9! mice were in-
tercrossed to generate the VAChT-null mice.

Animals were housed in groups of three to five per cage in a temperature-
controlled room with 12-h/12-h light/dark cycles in microisolator cages. Food and
water were provided ad libitum.

Animals were maintained at the Federal University of Minas Gerais (UFMG),
Brazil, and at the University of Western Ontario in accordance with NIH guide-
lines for the care and use of animals. Experiments were performed according to
approved animal protocols from the Institutional Animal Care and Use Com-
mittee at the UFMG and at the University of Western Ontario.

Hemodynamic measurements. Invasive left ventricle (LV) hemodynamic mea-
surements were made using a Millar Mikro-tip pressure transducer (Millar In-
struments, Houston, TX) as previously described (20, 33, 51). LV parameters,
according to the blood pressure module in Chart analysis software (PowerLab;
AD Instruments), were obtained at the baseline and following the administration
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of isoproterenol (ISO; 0.02 pg or 0.5 pg intraperitoneally [i.p.]) as previously
described for anesthetized mice (17).

M-mode echocardiography. Cardiac function under noninvasive conditions
was assessed by two-dimensional guided M-mode echocardiography of halo-
thane-anesthetized mice as previously described (2). Heart rates (HRs) recorded
under this condition were 541.5 = 21.4 beats per min (bpm) for the wild-type
(WT) mice (8 mice), 520.2 = 25.2 bpm for the VAChT KDHOM mice (5 mice),
and 549.0 = 23.4 bpm for the VAChT KD"°M mice with PYR (5 mice).

Electrocardiography. A dorsally mounted radio frequency transmitter and
wire leads (lead II configuration) were implanted subcutaneously under anes-
thesia. Chronic electrocardiogram (ECG) recordings from conscious mice were
acquired with the Data Sciences International telemetry system (Transoma Med-
ical, St. Paul, MN) as previously described (33). ECG recordings were initiated
following a minimum of 7 days postimplantation. HR and HR variability (HRV)
parameters were obtained and analyzed under basal (saline), atropine (1 mg/kg,
i.p.), propranolol (1 mg/kg, i.p.), or atropine-plus-propranolol conditions by
using the Dataquest A.R.T. software (Transoma Medical). The analysis for both
HR and HRV was performed 15 min following administration of drugs.

Cardiomyocyte isolation and Ca®* recordings. Adult ventricular myocytes were
freshly isolated and stored in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,; Sigma)
until they were used (within 6 h) as previously described (21). Intracellular Ca®*
imaging experiments were performed with Fluo-4 AM (10 pM; Invitrogen, Eugene,
OR)-loaded cardiomyocytes for 25 min, and these were subsequently washed with an
extracellular solution that contained 1.8 mmol/liter Ca®* to remove the excess dye.
Cells were electrically stimulated at 1 Hz to produce steady-state conditions. The
confocal line-scan imaging was performed with a Zeiss LSM 510META confocal
microscope. The amplitude of the Ca®* transient evoked by the application of a
Ca?"- and Na™-free solution containing 10 mM caffeine was used as an indicator of
the SR Ca®" load (36). Cells were subjected to a series of preconditioning pulses (1
Hz) before caffeine was applied. Ca®* spark frequencies in resting ventricular myo-
cytes were recorded. Digital image processing was performed by using custom-
devised routines created with the IDL programming language (Research Systems,
Boulder, CO). The Ca** level was reported as F/F, (or as AF/F,), where F, is the
resting Ca>* fluorescence.

Langendorff preparation-perfused hearts. Briefly, once removed from the
animal, the heart was perfused with a Krebs-Ringer solution, which was delivered
at 37°C with continuous gassing with 5% CO, to yield a physiological pH of 7.4.
Hearts were perfused with this solution for 50 min as previously described for
mice and rats (6, 14).

Histological assessment of cardiac fibrosis. In both WT and VAChT KDHOM
groups, the fibrotic area in the LV and interventricular septum (IS) was evalu-
ated by Masson’s trichrome staining. Whole hearts were harvested, fixed in 10%
formaldehyde, embedded in paraffin, and cut into sections 6 pm thick. Tissue
sections were collected from atrial and ventricular regions, mounted on slides,
and postfixed in Bouin’s solution. After a series of xylene and alcohol washes
were performed, slides were stained with Weigert’s hematoxylin and Masson’s
trichrome staining solutions. Then, slides were subjected to increased concen-
trations of alcohol and xylene and mounted with Entellan.

Quantitative PCR. For RNA purifications, tissues were grounded in a potter
with a pestle with liquid nitrogen, and total RNA was extracted using Trizol. For
quantitative PCR (qPCR), total RNA was treated with DNase I (Ambion, Aus-
tin, TX), and first-strand cDNA was synthesized using the High-Capacity cDNA
transcription kit (Applied Biosystems, CA) according to the manufacturer’s
instructions. After reverse transcription, the cDNA was subjected to qPCR on a
7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, CA) by using Power SYBR
green PCR master mix (Applied Biosystems, CA). Briefly, amplification was
carried out in a total volume of 20 wl containing 0.5 uM each primer, 10 wl of
Power SYBR green master mix (2X), and 1 ul of cDNA. The PCRs were cycled
45 times after initial denaturation (95°C, 2 min) with the following parameters:
95°C for 15 s, annealing at 60°C for 30 s, and extension at 72°C for 30 s. For each
experiment, a nontemplate reaction was included as a negative control. In ad-
dition, the absence of DNA contaminants was assessed in reverse transcriptase-
negative samples. Melting curve analysis of amplification products was per-
formed by cooling the samples to 60°C and then increasing the temperature to
95°C at 0.1°C/s. The specificity of the PCRs was also confirmed by size verification
of the amplicons in acrylamide gel. Relative quantification of gene expression was
done with the 27427 method, using the B-actin gene expression to normalize the
data. Sequences of primers used are available upon request.

Immunofluorescence. Images were acquired with an Axiovert 200 M micro-
scope coupled with the ApoTome system or a Leica SP5 confocal microscope to
obtain optical sections of the tissue. Objectives used were 20X dry, 40X water
immersion (1.2 numerical aperture [NA]), and 63X oil immersion (1.4 NA).
Adult VAChT KD"OM and WT mice were anesthetized with ketamine and
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xylazine (70 and 10 mg/kg i.p., respectively) and transcardially perfused with
ice-cold phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4, for 10 min, followed by an
ice-cold solution of methanol containing 20% dimethyl sulfoxide (DMSO) for 10
min. Immunofluorescence was performed as previously described (10). Slices
were incubated for 15 to 18 h with primary antibodies anti-VAChT (rabbit
polyclonal, 1:250; Sigma Chemical Co., Sao Paulo, Brazil) and CHT1 (rabbit
polyclonal, 1:250; kindly provided by R. Jane Rylett, University of Western
Ontario, London, Ontario, Canada).

Immunofluorescence of adult ventricular cardiomyocytes was performed on cells
fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) and permeabilized with 0.5% saponin. Anti-
a-actinin antibody (Sigma) was used at a dilution of 1:200. Secondary antibody-
conjugated to Alexa Fluor 488 or 543 (Molecular Probes) was used at a dilution of
1:1,000, and nuclear staining was performed using DAPI (4',6-diamidino-2-phenylin-
dole) in a dilution of 1:1,000. Cardiomyocyte cellular area in a-actinin-stained cells
was measured.

Cardiomyocyte morphometry. The mice were anesthetized with 10% ke-
tamine-2% xylazine (4:3, 0.1 ml/100 g, i.p.), and heartbeat was stopped in
diastole by using 10% KCI (intravenous [i.v.]). Hearts were placed in 4% Bouin’s
fixative for 24 h at room temperature. The tissues were dehydrated by sequential
washes with 70, 80, 90, and 100% ethanol and embedded in paraffin. Transversal
sections (5 pm) were cut starting from base area of the heart at intervals of 40
pm and stained with hematoxylin-eosin for cell morphometry. Tissue sections (2
from each animal) were examined with a light microscope (BX 41; Olympus) at
X400 magnification, photographed (Q Color 3; Olympus), and analyzed with
ImagelJ software. Only digitized images of cardiomyocytes cut longitudinally with
nuclei and cellular limits visible were used for analysis (an average of 40 cardi-
omyocytes for each animal). The diameter of each myocyte was measured across
the region corresponding to the nucleus.

Whole-heart morphometry. Transversal heart sections (5 pm) were cut start-
ing from base area of the heart at intervals of 40 wm and stained with
hematoxylin-eosin. The area of cardiac mass was obtained by subtracting the
left and right ventricle chamber areas from the total area of the heart and
expressed as a percentage of the total area. Images with X20 magnification
were captured using a Q Color 3 camera (Olympus) to measure ventricular
and total tissue areas.

Whole-cell patch clamp and action potential recordings. An EPC-9.2 instru-
ment (HEKA Electronics) was used to patch clamp single ventricular cardiomy-
ocytes in whole-cell voltage and current clamp configurations, using specific
protocols according to the ionic conductance evaluated (8, 36, 42). Measure-
ments started 5 min after breaking into the cell in order to attain equilibrium
between the pipette solution and the cell cytoplasm. For action potential (AP)
recordings, the pipette solution consisted of 130 mmol/liter K-aspartate, 20
mmol/liter KCI, 10 mmol/liter HEPES, 2 mmol/liter MgCl,, 5 mmol/liter NaCl,
and 5 mmol/liter EGTA (set to pH 7.2 with KOH). Modified Tyrode used as bath
solution contained 140 mmol/liter NaCl, 5.4 mmol/liter KCI, 1 mmol/liter MgCl,,
1.8 mmol/liter CaCl,, 10 mmol/liter HEPES, and 10 mmol/liter glucose (set at pH
7.4). Current injections triggered action potentials at a constant rate (1 Hz).

For L-type Ca®* current (I, 1 ) recordings, the pipette solution contained 120
mM CsCl, 20 mM tetraethylammonium chloride (TEACI), 5 mM NaCl, 10 mM
HEPES, 5 mM EGTA (set to pH 7.2 with CsOH). The bath solution was
modified Tyrode solution. I, was elicited by depolarization steps from —40 to 50
mYV for 300 ms from a holding potential of —80 mV at a frequency of 0.1 Hz and
sample frequency of 10 kHz. To inactivate Na™ current (I,), we used a prepulse
from —80 to —40 mV with a duration of 50 ms. B-Adrenergic stimulation of cells
was produced by the addition of 100 nmol/liter isoproterenol to modified Tyrode
solution for 3 min. All experiments were carried out at room temperature (23 to
26°C).

Western blotting. Forty to 60 pg of protein was separated by SDS-PAGE.
Antibodies used were anti-SERCAZ2 and antiphospholamban (anti-PLN) (ABR),
anti-phospho-PLN (Ser-16) (Upstate), anti-phospho-PLN (Thr-17) (Badrilla),
anti-troponin I (Tnl) and anti-phospho-Tnl (Cell Signaling), and anti-a-tubulin
(Sigma Chemical Co.). Immunodetection was carried out using enhanced chemi-
luminescence (Amersham Biosciences). Protein levels were expressed as ratios
of optical densities. a-Tubulin was used as a control for any variations in protein
loading.

Statistical analysis. All data are expressed as means *+ standard errors of the
means (SEM), and the numbers of cells or experiments (1) are shown. Significant
differences between groups were determined with Student’s ¢ test or an analysis
of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post hoc test. P values of
<0.05 were considered to be statistically significant.
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FIG. 1. VAChT mutant mice present heart failure. (A) VAChT
and CHT1 immunoreactivity in neurons of adult WT and VAChT
KDHOM mouse intracardiac ganglia. Note the reduction in immuno-
fluorescence for VAChT. There was no decrease in immunoreactivity
in nodal ganglia of VAChT KDHOM stained with an antibody against
the high-affinity choline transporter (CHT1). Blue labeling corre-
sponds to nuclei stained with DAPI that seem to predominantly label
glial cells. Arrowheads indicate some of the neuronal cell bodies in the
ganglia. Bar = 20 pm. (B) Left ventricle function (as assessed by
contractility index) in VAChT KD"M mice (black bars) and WT mice
(white bars). VAChT mutant mouse hearts had decreased contractility
indexes and lower absolute responses to ISO. n, number of mice; *, P
value of <0.05 in comparison with the WT.

RESULTS

Decreased cholinergic neurotransmission in VAChT KD"OM
mice causes heart failure. VAChT KDY°M mice have previ-
ously been shown to have reduced VAChT expression and
altered ACh release (41; R. F. Lima, V. F. Prado, M. A. Prado,
and C. Kushmerick, submitted for publication). In agreement
with these previous observations, hearts from 3-month-old
VACHhT KD"°™ mice had decreased VAChT immunoreactivity
in intracardiac ganglia (Fig. 1A; arrowheads indicate some of the
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TABLE 1. Hemodynamic parameters for WT and VAChT KD"°™ mice under baseline and isoproterenol stimulation conditions®

Baseline” Isoproterenol”
Parameter

WT VAChT KDHOM WT VAChT KDHOM
HR (bpm) 277 + 26 240 = 15 621 * 22 509 * 43*
LVSP (mm Hg) 104.0 = 2.4 86.2 = 6.0* 111.8 = 10.9 90.7 + 4.4
LVEDP (mm Hg) 83+ 1.7 11.8 +24 12+12 7.5 £2.0*
+dP/dt,,,, (mm Hg/s) 7,245 + 388 4,640 = 573* 16,615 = 866 10,798 = 1,295*
—dP/dt,;, (mm Hg/s) 6,739 £ 478 4,591 = 637* 9,163 * 436 6,448 + 375*

“ HR, heart rate; LVSP, left ventricle systolic pressure; LVEDP, left ventricle end diastolic pressure; +dP/dt,,,,, maximum first derivative of the change in left

ventricle pressure; —dP/dt ;.
® Values are means = SEM (n = 6).

neuronal cell bodies) compared to the WT. In contrast, there was
no decrease in immunoreactivity in VAChT KD"™°™ mouse
nodal ganglia stained with an antibody against the high-affinity
choline transporter (CHT1). These results confirm previous as-
sessments of VAChT and CHT1 expression in VAChT KD"OM
mice (10, 41). We have shown previously that a constitutively lack
of cholinergic tone affects skeletal muscle function and ability to
perform exercise in VAChT KD™°™ mice (41). Moreover, the
lack of VACHT in KO mice affects skeletal muscle development
(9). In order to determine if the constitutive decrease in cholin-
ergic tone could affect cardiomyocytes and, hence, heart physiol-
ogy, we performed invasive hemodynamic assessments on anes-
thetized mice. These experiments revealed a reduced contractility
index (maximum first derivative of the change in left ventricle
pressure [dP/dt] divided by the LV pressure at the time of maxi-
mum dP/df) in the hearts of 3-month-old VAChT KD"°M mice
compared to that of WT controls (Fig. 1B). Peak left ventricle
systolic pressure and the maximum rates of LV pressure rise and
fall (peak +dP/dt and —dP/dt, respectively) were also significantly
lower in VAChT mutants than in WT mice under baseline con-
ditions (Table 1). Furthermore, an attenuated response to ISO by
VAChHT mutants was evident (Fig. 1B and Table 1). Although the
absolute effect shows a decrease in the ISO-mediated response by
VAChHT mutants, the relative increases in contractility index were
not significantly different between WT and VAChT mutants. In
order to investigate the progression of cardiac dysfunction in
VAChKT mutants, we have also performed hemodynamic assess-
ments of 1-month-old VAChT mutant mice. In contrast to
3-month-old mice according to the obtained data, younger mice
did not show differences in the contractility index under either
baseline (WT, 134 = 22 57! [n = 4]; VAChT KD"°™, 135 + 6
s~! [n = 5]) or maximal ISO stimulation (WT, 251 = 17s™ ! [n =
4]; VAChT KD™°™, 303 + 24 5! [n = 5]) conditions. Therefore,
all subsequent experiments were performed with 3-month-old
mice.

To ascertain the extension of cardiac dysfunction in
3-month-old VAChT KD"°™ mice “in vivo,” we performed
two-dimensional M-mode echocardiography. As shown in Fig.
2A, VAChT KD™°M mice displayed reduced left ventricle
fractional shortening, consistent with the heart dysfunction
illustrated in Fig. 1B. To further confirm that the decreased
baseline fractional shortening was indeed the result of altered
cholinergic function in vivo, we treated VAChT KD"°M mice
for 2 weeks with a cholinesterase inhibitor, with the rationale
that pharmacological restoration of ACh at synapses might
rescue the phenotype and improve cardiac function in mutant
mice. Administration of pyridostigmine for 2 weeks signifi-

minimum first derivative of the change in left ventricle pressure; *, P value of <0.05 in comparison to the wild-type value.

cantly increased fractional shortening of VAChT KD"°M mice
toward control levels (Fig. 2A). To further assess directly the
heart dysfunction in VAChT KD"°™ mice without the com-
plication of extensive regulation by the autonomic nervous
system, we used the Langerdorff isolated heart preparation. In
agreement with the results obtained with echocardiography
studies, isolated hearts from VAChT KD"°™ mice had signif-
icantly decreased systolic tension compared to WT hearts (Fig.
2B). Pyridostigmine treatment of animals for 2 weeks also
reversed the decreased systolic tension in isolated VAChT
KDHOM hearts measured in vitro. Similarly, a contractile dys-
function was observed in isolated adult ventricular cardiomyo-
cytes from VAChT KD"®M mice, which demonstrated re-
duced fractional shortening compared to cardiomyocytes from
WT mice (see Fig. S1A in the supplemental material).

In agreement with the data showing heart dysfunction in
VAChT KDH°M mice, transcripts encoding atrial natriuretic
factor (ANF), B-myosin heavy chain (3-MHC), and B-type
natriuretic peptide (BNP), markers of cardiac stress, were also
upregulated in cardiomyocytes from VAChT mutants. These
changes were reversed by pyridostigmine treatment, suggesting
that they are triggered by reduced cholinergic neurotransmis-
sion (Fig. 2C).

One possible reason for the alteration in cardiac function in
VAChT KD"°M mice might be related to an increase in blood
pressure or HR. Contrary to this prediction, decreased cholin-
ergic tone in VAChT KD™°M mice was associated with re-
duced arterial pressure (see Fig. S1B in the supplemental ma-
terial), with no significant alteration in basal HR using the
tail-cuff system (715 = 9 bpm for WT mice [n = 17] versus
698 = 10 bpm for VAChT KD"°M mice [n = 16]). Similarly,
no significant differences were observed in HR as determined
by telemetry comparing WT and VAChT KD™°™ mice (530 +
45 bpm for WT mice [n = 3] versus 615 + 26 bpm for KD™OM
mice [n = 3]; P = 0.18). Additionally, HRs of VAChT KD"°M
and WT mice under anesthesia were not significantly different
(Table 1), and this contrasted with significantly reduced HRs
recorded from ex vivo beating hearts from VAChT KD"°M
mice compared to those from WT controls (Fig. 2D).

Importantly, heart dysfunction observed in VAChT mutant
mice was not linked to cardiac fibrosis (see Fig. S1C in the
supplemental material) and hypertrophy. Instead, cardiac mass
(Table 2), morphometric analyses of cross-sectional area (see
Fig. S1D in the supplemental material), and cellular area mea-
surements (1,992.0 = 78.5 wm? cell area in WT mice [29 cells]
versus 1,318.0 * 60.4 um? in VAChT KD"°™ mice [40 cells];
P < 0.05) indicated that both the heart and cardiomyocytes
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FIG. 2. Pyridostigmine treatment prevented cardiac dysfunction in
VACHhT KD"°M mice. (A) Echocardiography analysis of left ventricle
fractional shortening (FS) in VAChT mutant mice (black bars) and
WT mice (white bars). Note the significant improvement in left ven-
tricle performance after pyridostigmine treatment (gray bars). n, num-
ber of mice. (B) Time course of systolic tension in isolated perfused
hearts from WT (white squares; 15 hearts) and VAChT KD"°M (black
squares; 16 hearts) mice. Pyridostigmine treatment improved systolic
tension of hearts from mutant mice (gray squares; 4 hearts). (C) Gene
expression of stress cardiac markers in cardiomyocytes from VAChT
KDHOM mice and WT mice. The bar graph shows data from at least 5
independent experiments. a.u., arbitrary units. (D) The HR measured
in ex vivo beating hearts from VAChT KD"°M mutants (black squares)
was lower than that of WT hearts (white squares) after 40 min of
perfusion. Pyridostigmine treatment for 2 weeks (gray squares) pre-
vented the observed changes in HR. (E) (Top) Representative confo-
cal images of electrically stimulated intracellular Ca*" transient re-
cordings in ventricular myocytes. (Bottom) Ca** transient line-scan
profile. (F) Significant reduction in peak Ca*" transient amplitude
observed in freshly isolated adult VAChT KD"M ventricular cardio-
myocytes compared to the amplitude for WT mice. Pyridostigmine
treatment significantly prevented intracellular Ca®* dysfunction in
VAChT KDH°M mice. n, number of ventricular cardiomyocytes ana-
lyzed. (G) Ca** transient kinetics of decay in VAChT KD"M cardio-
myocytes and WT mice. Note that the observed changes in myocytes
from VAChT KD"°M mice can be prevented by 2 weeks of pyridostig-
mine treatment. *, P value of <0.05 in comparison with WT and
KD"®M PYR mice. T50, time from peak Ca*" transient to 50% decay.
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TABLE 2. Phenotypic parameters for WT and
VAChT KD"M mice”

Parameter WT (n = 23)° KDHOM (5 = 26)?
BW (g) 24.26 = 0.51 22.53 = 0.36
HW (mg) 193.50 = 4.82 177.30 = 4.36
HW/TL ratio (mg/mm) 8.80 = 0.25 7.96 = 0.16

“ BW, body weight; HW, heart weight; HW/TL, heart weight/tibia length ratio.
 Values are means = SEM. The P values were <0.05 for all conditions in
comparisons of the values for the wild-type and VAChT KDHOM mice.

from VAChT mutant were significantly smaller than those of
the WT mice at 3 months. However, it is possible that hyper-
trophy may develop or progress in mutant hearts as a result of
depressed cholinergic drive with age. In fact, hearts from
6-month-old mutants presented more pronounced changes in
cardiac structure characterized by concentric hypertrophy
compared to age-matched controls (see Fig. S1E and F in the
supplemental material). Taken together, these data suggest
that VAChT mutants have progressive changes in cardiac
mass. Herein, we focused our experiments on 3-month-old
mice.

Altered Ca** handling can influence cardiomyocyte physi-
ology and changes in intracellular Ca®" are a major feature in
heart failure and myocyte pathology (3, 4). To determine if the
heart dysfunction detected in VAChT KD"°M mice is related
to changes in Ca”* handling, we examined intracellular Ca**
in freshly isolated Fluo-4 AM-loaded ventricular myocytes
from 3-month-old VAChT KD™°™ and WT mice. Figure 2E
displays typical line-scan fluorescence images recorded from
electrically stimulated ventricular myocytes. VAChT KD"OM
cardiomyocytes developed significantly smaller and slower in-
tracellular Ca®™" transients than WT cells. The amplitude of the
Ca®" transient was significantly reduced in VAChT KD™°M car-
diomyocytes (Fig. 2F), and the kinetics of Ca®" decay were
significantly slower (Fig. 2G). These changes are closely re-
lated to the alteration in cholinergic tone in VAChT mutant
mice, as Ca®* handling is restored to normal levels in cells
obtained from pyridostigmine-treated VAChT KD™°™ mice.
Hence, changes in intracellular calcium handling parallel al-
terations in cardiac function due to reduced cholinergic tone.
Collectively, these results suggest a correlation between de-
creased cholinergic tone and heart dysfunction that can be
recovered by cholinesterase inhibitor treatment.

Cardiomyocyte remodeling in VAChT KD"®™ mice. To in-
vestigate the cellular basis of the abnormal intracellular Ca?™*
transient of failing VAChT KD™°M cardiomyocytes, electrical
activity and expression levels of Ca®>" handling proteins were
assessed by electrophysiology and Western blotting techniques,
respectively. First, we investigated whether possible changes in
I, may play a role in the Ca** signaling dysfunction observed
in VAChT KD™°M cardiac cells. Figure 3A shows sample I,
recordings. Virtually no difference between macroscopic I,
values recorded in VAChT KD"°™ and WT cells was ob-
served (at 0 mV, —8.10 = 0.44 pA/pF in 12 WT cardiomyocytes
versus —7.98 = 0.39 pA/pF in 20 VAChT KD"°M cardiomyo-
cytes) (Fig. 3B), suggesting that under basal conditions, Ca*"
currents of the two genotypes were identical. Activation of
B,-adrenergic receptor increases I,, and this is in part respon-
sible for the adrenergic regulation of myocytes. Although we
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FIG. 3. Electrical properties of VAChT KD"M cardiomyocytes.
(A) Sample I, currents recorded from depolarizations from —40 mV
to 0 mV. ISO (100 nmol/liter) significantly increased the magnitude of
Ic, in WT cells but not in VAChT KD"M ventricular myocytes.
(B) Average I-V relationships for I, current density recorded from
WT mice (open circles), WT mice with ISO (gray circles), VAChT
KD"°M mice (black triangles), and VAChT KD"°™ mice with ISO
(open triangles). (C) Steady-state activation curves. (D) Sample action
potential recordings from WT and VAChT KD"°M ventricular cardio-
myocytes. (E) Action potential durations at 10, 30, 50, 70, and 90%
repolarization. Fifteen cells from each experimental group were used.

#, P value of <0.05 in comparison with WT mice.

have not observed a significant change in ISO-mediated re-
sponse in vivo, it is possible that at the cellular level, B-adren-
ergic responses are altered; therefore, we next evaluated I,
levels in myocytes exposed to ISO (100 nM). Figure 3A to C
show that the I, increase induced by ISO was much less
prominent in VAChT KD™°™ ventricular myocytes.

Alterations in action potential profile may also contribute to
dampening Ca®>* cycling in ventricular cells. To investigate this
possible contribution, we recorded action potentials in ventric-
ular myocytes from WT and VAChT KD"°™ mice. No change
between the action potential profiles of these cells was ob-
served (Fig. 3D and E), indicating that electrical changes were
not contributing to the Ca?" signaling dysfunction observed in
response to decreased cholinergic tone.

The slow decline of the Ca®" transient in VAChT KD"M
cardiomyocytes is consistent with the decreased expression of
the sarcoplasmic reticulum (SR) Ca®*" pump (SERCA2);
therefore, we examined SERCA2 levels in these hearts. A
significant reduction in SERCA2 expression levels was ob-
served in VAChT KD"OM hearts (Fig. 4A) compared to WT
controls. In cardiac cells, PLN is the primary determinant of
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FIG. 4. Ca®* signaling components in VAChT KDHOM hearts. In
panels A to D, the top image is a representative Western blot and the
bottom shows an average densitometry graph (n, number of heart
samples analyzed). (A) SERCA2 levels in VAChT KD"°M hearts
were observed to be significantly reduced compared to levels in WT
hearts. Phosphorylated-PLN levels at the protein kinase A (PKA)-
dependent site (Ser-16) were lower in VAChT mutant hearts (B),
while phospho-Thr-17-PLN levels were increased in these hearts (C).
(D) Phospho-Ser-23/24-troponin I levels were decreased in VAChT
mutant hearts relative to WT hearts. Tubulin expression levels were
used as a loading control. (E) The SR Ca®* content in ventricular
cardiomyocytes from VAChT mutants was significantly reduced com-
pared to that in WT cells. n, number of cells. (F) Ca®" spark frequency
showed a tendency to be lower in VAChT KD"°M cardiomyocytes
than in WT mice, but the difference was not statistically different. n,
number of cells. *, P < 0.05.

SERCAZ2 function. Therefore, we also investigated if there
may be a change in PLN activity in VAChT KD"°M hearts by
examining PLN expression/phosphorylation levels in these
hearts. PLN expression was higher in VAChT KD"°M hearts
(data not shown); however, as shown in Fig. 4B, phosphory-
lated-PLN levels at Ser-16, a key determinant of SERCA2
activity, were significantly reduced in these hearts. We have
also assessed PLN phosphorylation levels at the CaMKII site
(Thr-17). Phospho-Thr-17-PLN levels in VAChT KD"°M
hearts were significantly increased compared to those in WT
hearts (Fig. 4C). Another important aspect of cardiac cells is
the sensitivity of the myofilaments to Ca®*. Since Tnl phos-
phorylation desensitizes the myofilament to Ca®", we next
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FIG. 5. VAChT KD"Y°M hearts present an altered GPCR re-
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assessed Tnl phosphorylation levels in cardiac samples. As
shown in Fig. 4D, phospho-Ser-23/24-troponin I levels were
significantly decreased in VAChT KD"°M hearts compared to
WT hearts.

Since the SERCA2/PLN ratio is altered in the VAChT
KD™OM hearts, we next examined the possibility that this
alteration may lead to a reduction of Ca®* in the SR. Figure
4E shows a significant reduction in SR Ca®* content in
VAChT KD"®M cardiomyocytes. Furthermore, Ca®" sparks
were less frequent in VAChT KD"°M cardiomyocytes than in
WT mice (Fig. 4F), although the data just failed to reach
statistical significance.

VAChT KD"®™ mice show altered autonomic control of
heart rate and G-protein-coupled receptor (GPCR) function.
A chronic decrease in cholinergic tone in VAChT KD'"M
mice appears to cause molecular cardiac remodeling with al-
terations in expression of genes related to cardiac stress, Ca*"
handling, and muscle contractility. Moreover, data from re-
cordings of calcium currents suggested that 8,-adrenergic re-
ceptor responses are altered in VAChT KD"°M cardiomyo-
cytes. To determine if decreased cholinergic tone, caused by
reduced release of ACh in VAChT mutant mice, affected the
responses to muscarinic and adrenergic activation, we treated
Langendorff preparation-perfused hearts with ACh or ISO. As
shown in Fig. 5A, hearts from VAChT KD"°M mice were
much more sensitive to ACh (13 pmol/liter) than hearts from
WT mice, and they showed enhanced bradycardia in response
to this neurotransmitter. In contrast, the contractility response
of ex vivo beating hearts from VAChT KD"°™ mice to ISO
(10 pmol/liter) was significantly attenuated (Fig. 5B), provid-
ing additional evidence of altered adrenergic response in mu-
tant hearts.

To examine the possibility of autonomic imbalance in
3-month-old VAChT KD"°M mice in vivo, we assessed the
effects of muscarinic and adrenergic receptor blockades on HR
and HR variability parameters. Administration of atropine did
not significantly increase HRs in either WT (AHR, 56 * 27
bpm) or VAChT KD"°M (AHR, 65 =+ 28 bpm) mice, whereas
propranolol administration significantly reduced the HR in
VACHhT KD"°M mice (AHR, —115 = 27 bpm; P < 0.05) but
not in WT mice (AHR, —78 = 40 bpm). Interestingly, the
coadministration of atropine and propranolol resulted in a
significant reduction of HR in VAChT KD"°™ mice (AHR,
—87 *= 13 bpm; P < 0.05) but not in WT mice (AHR, —11 * 4
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bpm). These results would suggest that HR in VAChT KD"°M
mice is under increased sympathetic control relative to HR in WT
mice. To further investigate autonomic imbalance, we examined
HRYV parameters. Under baseline conditions, no significant dif-
ferences in very low frequency (VLF) and low frequency (LF)
power spectrum of HRV between WT and VAChT KDHM mice
were observed (data not shown). However, high-frequency (HF)
power was significantly increased in VAChT KD"°™ mice (HF,
3.66 = 0.18 ms% n = 3) compared to WT mice (HF, 1.98 = 0.42
ms% n = 3), which resulted in a significant difference between the
LF/HF ratios of the genotypes (4.2 = 0.6 for KD™™ mice [n =
3] versus 6.6 £ 0.5 for WT mice [n = 3]; P = 0.04). Atropine
administration significantly reduced the LF/HF ratio in both WT
(1.2 = 0.5; n = 3) and VAChT KD"°M (1.6 = 0.8; n = 3) mice,
and these values were not different between genotypes. Interest-
ingly, propranolol treatment did not significantly alter the LF/HF
ratios relative to the baseline LF/HF ratios for either WT or
VAChT KD"°M mice (data not shown). Lastly, the coadminis-
tration of atropine and propranolol significantly reduced the
LF/HF ratios in both WT (2.1 = 1.1;n = 3) and VAChT KD"M
(09 = 0.5; n = 3) mice, and these values were not different
between genotypes. Taken together, these experiments suggested
the possibility that decreased cholinergic tone causes an imbal-
ance of autonomic control of the heart, characterized by altered
GPCR activation, with sympathetic tone in VAChT KD"°M
mice being at a higher level than that in WT mice.

To determine the molecular basis of these changes in GPCR
activation, we measured transcript expression levels of musca-
rinic and adrenergic receptors or associated proteins (such as
GPCR kinases [GRKs]). Real-time quantitative PCR analysis
of RNA from heart tissue indicated that M, muscarinic recep-
tor levels were overexpressed (by 2-fold) in VAChT KD"°M
hearts (Fig. 6A). In contrast, B,-adrenergic receptor transcripts
were decreased by 41% in VAChT mutant hearts compared to
the expression of WT controls (Fig. 6B). This reduction is
consistent with attenuated magnitude of ISO-induced incre-
ment in I, in VAChT KD"°M cardiomyocytes (Fig. 3B) and
the reduced ISO response of VAChT mutants observed ex vivo
(Fig. 5B). Interestingly, pharmacological restoration of ACh
with pyridostigmine treatment for 2 weeks reversed the over-
expression of M, receptor message in VAChT KD"°M hearts,
but it did not reverse the decrease in the levels of B;-adrener-
gic receptor message. Finally, we examined if we could detect
transcripts for muscarinic receptors in isolated adult ventricu-
lar cardiomyocytes. We found an increase in M, muscarinic
receptors in cardiomyocytes similar to what we found in the
whole heart, but we also found that M; and M; transcripts,
which have been shown to have a role in inotropic responses
(25, 45, 49), were also overexpressed in VAChT KD"™ mice
(Fig. 6C).

To further confirm if reduced ACh release could alter
GPCR message levels, we measured M, and 3, receptor mes-
sages in recently developed VAChT KO mice (VAChT"de!
[9]). Homozygous VAChT KO mice are unable to release
acetylcholine in response to depolarization and died shortly
after birth due to respiratory failure (9). We examined hearts
from embryos (day 18.5) of VAChT¥*! mice and found that
they recapitulate the molecular changes in GPCRs levels found
in adult VAChT KD™°M mice, i.e., mRNA levels of M, mus-
carinic receptors were significantly increased, while the mRNA
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FIG. 6. Effect of VAChT deficiency on M, muscarinic and ;-
adrenergic receptor message levels. M, muscarinic and ,-adrenergic
receptor message levels were determined by qPCR. n, number of heart
samples. (A) M, mRNA levels were significantly increased in VAChT
KD"OM hearts. (B) Significant reduction in B,-adrenergic receptor
mRNA levels was observed in VAChT KDHOM hearts. Pyridostig-
mine treatment prevented the increase in M, mRNA levels without
affecting B,-adrenergic receptor mRNA expression levels in VAChT
KD"OM hearts. (C) Determination of M; to Ms mRNA expression
levels by real-time quantitative PCR in ventricular cardiomyocytes
from WT and VAChT KD"°M mice. Significant levels of M, to M,
transcripts were detected in cardiomyocytes from WT mice. M;, M,,
and M; muscarinic receptor transcript levels were upregulated in
VAChT KDHOM cardiomyocytes. The bar graph represents data from
at least 6 independent experiments. *, P < 0.05. (D and E) Increased
M, and reduced B,-adrenergic receptor transcript messages are ob-
served in hearts of VAChT knockout mice. *, P value of <0.05 in
comparison with the WT; 7, P value of <0.05 in comparison with
KD"OM mice treated with PYR. n, number of heart samples analyzed.

levels of B,-adrenergic receptors were decreased in VAChTdeVde!
mice compared to the WT (Fig. 6D and E). Thus, in two distinct
strains of mutant mice with altered expression of VAChT, we
detected similar gene expression patterns of GPCRs. Alterations
in GRK expression levels have the potential to affect GPCR-
stimulated biological responses, and GRKs have been shown
to be altered in heart failure (40). Therefore, we measured
GRK message levels in hearts of VAChT KD™°M mice, with
particular attention to GRKs that have been previously shown
to phosphorylate B-adrenergic or M, receptors and participate
in receptor desensitization. The message of GRK2, the most-
expressed GRK in cardiac tissue, was increased in VAChT
KD"OM hearts compared to WT controls (by 84%). We also
observed a significant increase in GRKS message levels (by
44%), whereas GRK3 levels were not altered in VAChT
KDHOM hearts. Moreover, GRK6 expression levels in VAChT
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FIG. 7. GRK message expression levels are altered in VAChT mu-
tant hearts. Determination of GRK2 (A), GRK3 (B), GRKS5 (C), and
GRK6 (D) mRNA expression by real-time quantitative PCR. n, num-
ber of hearts analyzed. *, P < 0.05.

KD"OM hearts were reduced by 17% compared to those in
WT hearts. Figure 7 summarizes these data. Hence, the alter-
ation in receptor responses may reflect a combination of re-
ceptor and GRK changes in hearts of VAChT mutants.

DISCUSSION

In this work, we present evidence that chronic disturbance in
cholinergic tone in mutant mice causes changes in cardiac gene
expression associated with a molecular remodeling with al-
tered intracellular calcium handling and decreased ventricular
function. The dysautonomy due to decreased VAChT expres-
sion causes pronounced alterations in autonomic receptor
function, with attenuated B,-receptor responses, whereas M,
responses seem exacerbated. Moreover, the cardiac phenotype
of VAChT KD"™°M mice could be reversed by treatment with
a cholinesterase inhibitor, pyridostigmine. These data suggest
that cholinergic transmission might have unanticipated roles in
maintaining ventricular cardiac contractility and that de-
creased cholinergic tone may contribute to cardiac dysfunc-
tion.

Clinical studies have shown that withdrawal of parasympa-
thetic tone precedes sympathetic activation during the devel-
opment of heart failure (1). For humans, spectral analysis
suggests that aging, one of the major risk factors for heart
failure, decreases parasympathetic drive (11). Animal studies
further corroborated these data by showing autonomic imbal-
ance in the early stage of experimental heart failure in dogs
(22). Thus, dysautonomy plays important roles in pathological
changes in the heart (37). However, given that genetic inter-
ference in the presynaptic cholinergic system is usually fatal, it
has been difficult to chronically disturb the cholinergic auto-
nomic nervous system to understand if acetylcholine plays any
unanticipated roles in cardiac contractility.

VAChHT presence in synaptic vesicles is fundamental for
evoked release of ACh, as VAChT KO mice cannot release
this neurotransmitter (9), and the VAChT KD"°M mice,
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which present reduced VAChT expression, show reduced ACh
packing in synaptic vesicles (41). It is likely that both the
sympathetic and parasympathetic nervous systems are affected
in VAChT KD™°™ mice, since both depend on preganglionic
cholinergic neurotransmission, albeit the parasympathetic ner-
vous system should be hit twice due to its postganglionic cho-
linergic phenotype. We favor the possibility that dysautonomy
caused by decreased cholinergic tone results in imbalance of
autonomic control of the heart in mutant mice, based on the
following evidence. First, it is known that at room temperature
(25°C), the sympathetic drive predominates in mice and keeps
their heart rate high (18). We found that heart rates were
identical in the two genotypes despite a substantial decrease in
B,-receptor expression and function in VAChT KD"°M mice,
suggesting that in vivo, the sympathetic nervous system needed
to be overactivated in VAChT KD"°™ mice in order to main-
tain the basal HR at levels that were similar to those of the
WT. Second, the changes in B,-receptor expression and GRKs
observed for VAChT KD"°™ mice are similar to those seen in
models of adrenergic overactivation (19, 39). Third, the effect
of sympathetic blockade on changes in HR responses were
significantly enhanced in VAChT KD™°M mice, suggesting an
important sympathetic component to maintenance of normal
values of heart rate in the mutant mice. It is therefore con-
ceivable that dysautonomy caused by reduced cholinergic func-
tion in VAChT mutants favors an increased sympathetic tone
in these mice. The HR variability analysis conducted here
supports this conclusion.

An intriguing observation is the reduced heart rate found in
Langerdorff preparation-perfused hearts of mutant mice. This
finding agrees with the results of autonomic blockage in vivo
showing a reduced intrinsic heart rate in VAChT KD"°M
mice. It is likely that these results reflect reduced sinoatrial
node action potential firing in mutant mice. Future studies will
be needed to determine the ionic and molecular bases of these
changes.

Our findings contrast in part with the results obtained with
another model of cholinergic dysfunction, the M,-AChR
knockout mice (26). In spite of the similar in vivo HRs of the
VAChT KD"°™ and M,-AChR knockout mice compared to
their respective controls, these two mouse strains presented
distinct degrees of cardiac dysfunction and remodeling. Since
most of the major cardiac changes observed in VAChT
KD™°M mice can be attributed to the reduced cholinergic
tone, it seems reasonable to have expected that the same array
of changes would be observed in the M,-AChR knockout mice.
One potential explanation for these phenotypic distinctions is
the degree of activation of B-adrenergic and muscarinic signal-
ing. Whereas B-adrenergic responses were significantly altered
in VAChT mutants, this signaling pathway was preserved in
M,-AChR knockout mice (26). Moreover, VAChT mice pre-
sented exacerbated M, responses, in contrast to M,-AChR
knockout mice, in which M, responses were absent (26). There
is another consideration: the existence of other types of mus-
carinic receptors in the heart, albeit with lower levels of ex-
pression, has been reported (44, 49). Indeed, we could also
detect M, and M; muscarinic receptor messages in ventricular
cardiomyocytes, and their expression was elevated in VAChT
KD™°M mice. It is surprising that M,, M;, and M; receptors
are all upregulated in ventricular myocytes from VAChT mu-
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tants, even though parasympathetic fibers are not abundant in
ventricles of rodents (30). Therefore, ACh may control ven-
tricular cell function by mechanisms that are not characterized
yet, and disturbance of VAChT expression can interfere with
ventricular function. In fact, the possibility that cardiomyocytes
express presynaptic cholinergic proteins has been raised re-
cently (23).

It is well established that acetylcholine controls atrial func-
tion, with predominant roles in maintaining heart rate and
action potential conduction. Unexpectedly, we found that al-
tered cholinergic tone also provokes profound effects on ven-
tricular cardiomyocytes. The array of cellular changes included
Ca®" signaling dysfunction and altered GPCR function. Inter-
estingly, these changes occurred without altering I, density or
action potential properties. Overall, the cardiac remodeling
observed for VAChT mutant mice resembles in many aspects
the remodeling process observed for animal models of heart
failure with sympathetic overdrive (7, 19, 39). Therefore, we
suggest that the autonomic imbalance in the sympathetic di-
rection in VAChT mutants, with decreased parasympathetic
activity, can largely explain the development of ventricular
dysfunction in these mice.

It is not clear at the moment if the overexpression of M,
muscarinic receptors contributes to the VAChT cardiac phe-
notype. We found that hearts from VAChT mutants were
more sensitive to the bradycardic effects of ACh, suggesting
the presence of increased functional M, receptors in these
hearts. It is well known that M, receptors couple to the Gi/0
family of G proteins (27) to inhibit adenylyl cyclase; therefore,
it is likely that M, overexpression may also contribute to the
impaired B, response in VAChT mutant hearts. Consistent
with this notion, improvement in ventricular function following
pyridostigmine treatment of VAChT mice occurred in spite of
reduced B;-receptor mRNA levels. It remains to be deter-
mined if attenuation of B;-adrenergic receptor mRNA in this
model is a late event that may require more-prolonged pyri-
dostigmine treatment. Levels of GRK2 are elevated in differ-
ent models of heart failure characterized by enhanced chronic
neurohumoral stimulation, in which they contribute to ,-ad-
renergic receptor attenuation (39). Consistent with this notion,
we found increased GRK2 levels in the VAChT mutant model
of cholinergic deficiency. Our results also demonstrated an
upregulation of GRKS in VAChT mutant hearts. Recently,
Martini and collaborators (31) have characterized a new role
for GRKS as a nuclear histone deacetylase (HDAC) kinase
with a key role in maladaptive cardiac hypertrophy. In this
context, nuclear accumulation of GRKS5 correlates with en-
hanced ventricular expression of the hypertrophy-associated
fetal gene program (31). It is interesting that 3-month-old
VAChT KD"®M mice had no sign of cardiac hypertrophy,
although they showed increased levels of ANF and B-MHC
transcripts. However, it is important to mention that ventric-
ular expression of these markers is not always associated with
cardiac hypertrophy (38, 48). In contrast, 6-month-old mice
presented concentric hypertrophy, suggesting that cardiac dys-
function is progressive in VAChT mutant hearts as a result of
chronic depressed cholinergic drive with age. It remains to be
determined whether aged VAChT KD™°™ mice will present
further features of heart failure. Another critical aspect of
cardiac dysfunction in heart failure is ventricular dyssynchrony.
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In fact, ventricular dyssynchrony has been shown to have del-
eterious effects on cardiac function resulting in contractile in-
efficiency and increased mortality (46). It remains to be deter-
mined whether VAChT KD™°™ mice present ventricular
dyssynchrony.

Taken together, our experiments indicate that dysautonomy
causes profound changes in gene expression, suggesting that
the balanced long-term responses of GPCRs are fundamental
to maintain cardiac gene expression to maintain normal heart
function. Our data also add to recent evidence suggesting that
therapies aimed at enhancing parasympathetic activation may
have positive effects on patients with heart failure (16, 43, 47).
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