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MICRORGANISMOS E MICROPARTICULAS

THE PRESENT-DAY PATHOGENESIS OF CHAGAS DISEASE:
MICROORGANISMS AND MICROPARTICLES

RESUMO

A presente revisdo descreve os principais achados anatomopatolégicos que caracte-
rizam a cardiopatia chagasica cronica, discute a teoria autoimune e parassimpaticopriva
que dominaram a explicagao patogenética nas ultimas décadas e propoe novos caminhos
a partir de achados mais recentes. Esses achados se relacionam com a presenca de
outros microrganismos que talvez tenham sejam levados até o miocérdio por estarem
em simbiose com o T cruzi, como micoplasmas, clamidias e arqueias. As arqueias tém
como caracteristica aumentar a inflamagao por apresentarem antigenos aos linfocitos T
CD8+. Alinflamacao exacerbada pode levar a vasodilatagado da microcirculagéo e a falha
na distribuicéo de sangue no miocardio, ocasionando areas de isquemia em regides dis-
tais de dupla irrigacao. Isto explicaria as regides de afilamento e dilatagao aneurismatica
ventricular, bem como a fibrose e infiltracédo gordurosa do sistema de condugao (feixe de
His, n6 sinoatrial e atrioventricular). Esses microrganismos no interior da fibra cardiaca
podem induzir uma resposta imunolégica com fibrose ao redor dos cardiomiécitos, os
quais se tornam extremamente hipertroficos por ndo entrarem em apoptose. A simbiose
entre esses microrganismos pode levar a producéo de microparticulas infecciosas que
circulam e fazem parte da patogenia da descompensagao cardiaca. Assim, a agao tera-
péutica na doenga de Chagas deveria incluir a eliminacao simultanea desses diferentes
microrganismos e nao somente do T. cruzi.

Descritores: Doenca de Chagas; Patogenia e microparticulas; Microparticulas derivadas
de células.

ABSTRACT

This review describes the main anatomopathological findings that characterize chronic
Chagasic cardiomyopathy, discusses the autoimmune and parasympathetic dysautonomia
theories that have dominated the pathogenic explanation in recent decades, and proposes
new routes based on the most recent findings. These findings relate to the presence of
other microorganisms, such as micoplasmas, chlamydias and archaea, that are perhaps
carried to the myocardium as they are in symbiosis with T. cruzi. A characteristic of archaea
is that they increase inflammation by presenting T CD8+ lymphocyte antigens. Exacerbated
inflammation may lead to vasodilation of the microcirculation and failure of blood distribu-
tion in the myocardium, leading to areas of ischemia in distal regions of double irrigation.
This would explain the regions of thinning and dilation of the ventricular aneurysm, as well
as the fibrosis and fatty infiltration of the conduction system (His bundle, sinoatrial node
and atrioventricular node). These microorganisms in the interior of the heart fiber may lead
to an immunological response with fibrosis around the cardiomyocytes, which become
extremely hypertrophic, as they do not enter apoptosis. The symbiosis between these
microorganisms can lead to the production of infectious microparticles that circulate and
form part of the pathogenesis of decompensated heart failure. The therapeutic conduct in
Chagas disease should therefore include the simultaneous elimination of these different
microorganisms, and not only of T. cruzi.

Descriptors: Chagas Disease; Pathogenesis, Homeopathic, Cell-Derived Microparticles.
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Nesta revisao, descrevemos os principais aspectos ana-
tomopatolégicos das diferentes fases da doenca de Chagas
e as principais teorias patogenéticas.

FASE AGUDA

A maioria dos pacientes sobrevive a infecgao da fase agu-
da que habitualmente ocorre na infancia. Alguns morrem em
insuficiéncia cardiaca, com cardiomegalia, miocardio flacido
e congesto, trombose intracavitaria e linfonodos subepicar-
dicos aumentados. H& miocardite por infiltrado mononuclear
e edema sendo frequente ninhos de amastigotas do T. cruzi,
nao havendo correlagao entre grau do parasitismo tecidual
e intensidade da resposta inflamatéria, sugerindo que néao
s6 o T cruzi esta presente. A inflamag&o por vezes acomete
o sistema de conducéo cardiaco. Alteragdes eletrocardio-
gréficas sdo semelhantes as de outras miocardites agudas,
taquicardia sinusal, diminuicdo dos complexos QRS e alte-
racoes do segmento ST e da onda T, com maior incidéncia
de blogueio de ramo direito.

FASE CRONICA

A fase cronica é dividida em forma indeterminada, car-
diaca, digestiva, nervosa ou reativagao. Vamos abordar as
formas indeterminada, cardiaca e a reativagao.

a. Formaindeterminada (Fl) - Os pacientes levam vida normal
e sdo isentos do risco de morte subita. Bidpsias endomio-
céardicas e autopsias de individuos chagésicos nesta forma
que faleceram por outras causas revelam auséncia de lesdes
miocardicas ou miocardite cronica discreta e focal, e lesdes
do sistema nervoso autonémico intracardiaco.'?

b. Forma cronica cardiaca - O comprometimento do coracao
pode levar a alteragdes do ritmo, fenémenos tromboembdli-
cos, insuficiéncia cardiaca (IC) congestiva ou morte sUbita.
As alteragoes eletrocardiogréficas referem-se a retardo na
conducéao atrioventricular, anormalidades na repolarizacao
ventricular e extrassistoles. A alteragéo classica é blogueio do
ramo direito, as vezes associado a bloqueio divisional ante-
rosuperior esquerdo. Na forma cardiaca cronica sintomatica,
pode haver predominio de arritmias ou de IC. As arritmias,
principalmente extrassistoles ventriculares, aumentam com
a reducao da fracao de ejegdo, sendo esta considerada o
principal marcador prognéstico de mortalidade.

O paciente pode falecer subitamente (morte subita es-
perada) que se associa geralmente a arritmia ventricular. As
bradiarritmias sintomaticas tém comprovadamente tratamento
eficaz com implante de marcapasso. Arritmia ventricular
complexa (como taquicardia ventricular nao sustentada) ou
disfuncao ventricular acentuada tem indicagao de tratamento
com medicamentos antiarritmicos. Uma das complicagoes
arritmicas mais graves, frequentemente associada a morte
subita, é a taquicardia ventricular sustentada, que € a reen-
trada do estimulo elétrico em uma regiéo circunscrita dos
ventriculos, onde se encontra fibrose intensa entremeada
de fibras miocérdicas viaveis, o que leva a condugédo do
estimulo elétrico mais lento,® onde a ablagdo cirlrgica ou
por cateter desse foco, interrompendo o circuito reentrante
tem sido indicada.*® Nos individuos que falecem de modo
subito, o coragéo é pouco ou moderadamente aumentado de
volume quando sem grave insuficiéncia cardiaca, por discreta
a moderada hipertrofia e discreta dilatagdo dos ventriculos.

Quando falecem por insuficiéncia cardiaca mostram coragéo
bastante aumentado de volume, com muita hipertrofia, glo-
boso, com epicardite cronica em forma de placas, faixas ou
pequenos nddulos ao longo das coronarias. Ha dilatagao de
atrios e ventriculos, sendo frequente trombose intracavitaria,
com sede mais frequente no atrio direito e, em seguida, ponta
do ventriculo esquerdo. Os trombos podem se desprender e
formar émbolos, ou sofrer organizacao, ficando o endocardio
espessado, esbranquicado.

c. Reativagao da doenga cronica - Aspectos histoldgicos
semelhantes aos da fase aguda podem ocorrer na evolugao
pos-transplante cardiaco em pacientes chagasicos ou em
estados de imunossupressao como AIDS.® Nesses casos,
é comum o aparecimento de nddulos na pele que lembram
o chagoma de inoculagao: infiltrado de mononucleares no
tecido subcutaneo contendo numerosas formas amastigotas
do T cruzi. O diagnostico de reagudizagdo pode ser feito
também pelo achado de tripomastigotas no exame direto
do sangue ou da medula éssea, ou de parasitos em bidpsia
endomiocérdica de acompanhamento usual pos-transplante.
Estes achados indicam que o parasita permanece residente
no paciente sob controle do sistema imune, mesmo apos
aretirada o coragdo doente. Essa complicagdo de reagudi-
zagao pos-transplante ficou mais rara porque os pacientes
chagasicos tém recebido doses menores de tratamento
imunossupressor.”

A ISQUEMIA, A FIBROSE E AS LESOES DE
AFILAMENTO DO MIOCARDIO

A leséo da ponta do ventriculo esquerdo na doenga de
Chagas é representada por afilamento, podendo acometer
também o ventriculo direito, com desaparecimento total ou
parcial do miocardio, e substituicao por fibrose. Também
conhecida como lesao vorticilar pode se apresentar com
protrusao (aneurisma) apical.® Muito comuns sédo as lesoes
do sistema nervoso autbnomo intracardiaco, constituido por
fibras nervosas e ganglios distribuidos no tecido gorduroso
do epicérdio da parede dos é&trios e do septo interatrial, que
também ¢é atingido pela inflamagao, originando ganglionite,
periganglionite e neurite cronicas. A lesdo inicia-se ja na fase
aguda e contribui para a destruicao neuronal que se conti-
nua na fase crénica da infecgdo. Para alguns estudiosos, a
despopulacéo neuronal seria a principal responsavel pela
cardiopatia chagasica cronica (antigamente denominada
cardiopatia parassimpaticopriva);® e seria um fator indutor
de aneurisma da ponta e outras alteragoes fibroticas cha-
gasicas.'®"" Qutra teoria proposta é que as alteragdes no
sistema de condugéao decorrentes da infecgao pelo T cruzi
na fase aguda destruiriam um ramo que levaria a informagao
elétrica de contragao para a ponta do ventriculo esquerdo,
0 que causaria dilatacao dessa regiao por falta de ativagédo
elétrica.’® Além da ponta, outras areas de afilamento do
miocérdio podem ocorrer, sendo uma das mais frequentes
frequentes a regiéo posterolateral do ventriculo esquerdo,
préximo a valva mitral. Essa lesdo é caracterizada por fibrose
contendo fibras cardiacas remanescentes, a semelhanca
do infarto do miocardio, sugerindo que essas lesdes estéao
relacionadas com isquemia prévia.

Estudos prévios nossos sugerem que afilamentos da
parede ventricular ocorrem por falta de suprimento sanguineo
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devido a baixa pressao de perfuséo distal. Estudamos co-
ragcoes de autopsia de pacientes que morreram em grave
IC, e que mostraram intensa dilatagcédo da microcirculagao,
que pode ter sido induzida por citocinas ou substancias va-
sodilatadoras. ' Tal vasodilatagdo nao foi vista em pacientes
com cardiomiopatia dilatada idiopatica. Assim, a hipdtese
que levantamos é que a vasodilatagao pode ocasionar uma
falha na regulagao arteriolar de distribuicao equitativa de
sangue, levando a diminuigdo da presséo de perfusao distal,
isquemia e necrose principalmente nas regides limitrofes de
dupla irrigacao (watershed ou borderzone).'* Poder-se-ia,
assim, explicar também pequenos focos de fibrose e tecido
de granulagéo sugestiva de sequelas isquémicas presentes
difusamente no miocardio de pacientes chagésicos. A falha
na perfusao distal pode levar a &reas mais extensas de is-
quemia com substituicdo do tecido miocardico por fibrose
ou tecido adiposo nas regides limitrofes de dupla irrigagao,
0 que poderia explicar as lesdes de adelgagamento no &pice
e naregiao posterolateral do VE, irrigadas, respectivamente,
pelas artérias interventriculares anteriores e posteriores, arté-
rias circunflexas e artéria coronéria direita. (demonstrados no
esqguema da Figura 1 e aspectos macro e microscopicos na
Figura 2) Essa les&o pode ser identificada in vivo por resso-
nancia magnética.' Corroborando nossos achados, estudos
radiolégicos post mortem mostraram alteragcdes vasculares
no &pice de coragdes chagéasicos com vasos distorcidos e
escassos, associados com diminuida densidade arterial,
sugerindo isquemia no aneurisma apical.®

Estas falhas de perfusao podem explicar relatos clinicos
de pacientes chagésicos de dor toracica, porém cinecoro-
nariografia normal, mas analise com thallium 201 mostrando
defeitos de perfusao em segmentos durante teste de esforgo.
Os defeitos eram reversiveis em regides com mobilidade da

Representacao esquematica dos locais de afilamento
miocardico e fibrose em regides terminais de dupla irrigacao
levando a altera¢des isquémicas

Perfusdo normal Perfusdo chagdsica

*_,_*——-i-’_ N R
= il‘l‘___l‘l__.—-m B =
111 I

Area isquémica - borderzone [l Diametro arteiolar

Figura 1. Regides limitrofes de irrigagéo arterial: A esquerda vista
anterior do coragao Ponta VE (entre a coronaria descendente anterior
- DA e descendente posterior - DP). N6 AS e Feixe de His, (entre a
circunflexa (Cx) e coronaria direita (CD).

N6 AV - N6 Atrioventricular; SA - sinoatrial; VD - ventriculo direito; VE - ventriculo
esquerdo; AD atrio direito, AE - atrio esquerdo.

Aspecto anatomopatoldgicos macro e microscopicos de
comprimentos isquémicos (setas vermelhas) em regides de
duplairrigacao, levando a afilamentos do miocardio

Figura 2. Area de afilamento miocardio de substituicao por fibrose
e gordura (identificadas por setas vermelhas) devido a isquemia
em regioes de dupla irrigagéo. Em A) afilamentos na parede latero-
basal e &pice do VE em coragdo com implante de marcapasso. B)
afilamento com fibrose na ponta do VE. C) aspecto histolégico da
regido de bifurcacao do feixe His com fibrose do ramo direito. D)
bifurcacdo do feixe de His em grande parte substituido por tecido
adiposo e fibrose.

parede normal ou discretamente diminuida e defeitos fixos
em regioes fibréticas e os autores relacionaram com possivel
anormalidade parassimpatica no controle da microcirculagao
coronariana.'” Posteriormente se confirmou presenca de re-
perfusao anormal regional em diferentes grupos de pacientes
chagasicos por marcadores radioativos e que se associou
a anormalidades de contratilidade da parede miocardica e
progressao da disfuncao ventricular.” Estudos de infeccao
chagasica experimental também mostraram lesdes hipoxicas
por alteragdo da microcirculacao,™

No sistema excitocondutor, feixe de His, também ha dupla
irrigacao (artéria septal da descendente anterior e artéria na
cruz cordis da coronaria direita), e seria mais suscetivel a
isquemia pelas razdes anteriormente descritas, explicando
inflamagé&o crénica inespecifica, fibrose e atrofia, as vezes
com infiltracéo de tecido adiposo, principalmente no seu ramo
intramiocérdico direito, explicando bloqueio AV e bloqueio
do ramo direito. (Figura 1)

INFLAMACAO, MICRORGANISMOS E A
VASODILATACAO

Estudos com bidpsia endomiocardica mostraram miocar-
dite linfocitaria em cerca de 60% dos pacientes com arritmia e
90% daqueles com insuficiéncia cardiaca grave.2°?! Pacientes
falecidos subitamente ou com insuficiéncia cardiaca mostram
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lesbes histoldgicas qualitativamente semelhantes, porém
mais intensas.! H& inflamacao cronica fibrosante no miocérdio
que varia de area para area e de individuo para individuo. O
infiltrado inflamatorio é constituido predominantemente por
linfocitos e macrofagos, além de eosindfilos, plasmocitos,
neutréfilos e mastécitos, acompanhado de intensa fibrose,
que as vezes circunda fibras cardiacas isoladas. A intensidade
do infiltrado inflamatdrio ndo guarda relacao com a presenca
e a quantidade de parasitos, com linfocitos agredindo fibras
cardiacas nao parasitadas sugerindo autoimunidade.?*?* No
entanto nossos trabalhos mais recentes tém sugerido que,
outros fatores além do parasito estdo associados, e que
podem perpetuar a inflamagéao.

Antigenos e de DNA de T. cruzi presentes em pequena
quantidade nos focos de inflamagao miocéardica sugerem
que o parasita ainda tem um papel na fase cronica.?*?* O
encontro de ninhos de amastigotas de 7. cruzi é raro, sendo
que fibras cardiacas parasitadas mais integras nao despertam
reacdo imunoldgica, ou seja, ha apresentagéo de antigenos
pela fibra cardiaca ao sistema imunitario. Outro aspecto
particular € que ndo ha apoptose de miocélulas cardiacas,®
diferentemente da cardiomiopatia dilatada idiopética que
mostra relagao com a IC.%7

Amiocardite € predominantemente por linfécitos T CD8+,
gue aumenta na presenca de antigenos do T. cruzi mas néo
se acompanha de aumento de linfécitos T CD4+, mas de
citocinas inflamatdrias.?® Esse aumento de citocinas inflama-
térias poderia explicar a intensa vasodilatagao que discutimos
acima e que levaria a falha na perfuséo nos territorios distais,
principalmente nas zonas limitrofes de dupla irrigagéo.

A presenca de outros microrganismos poderia explicar
essa exacerbacao da inflamagéao, e a falta de resposta a
tratamento especifico contra o T. cruzi?*® Revisao de bidpsias
endomiocérdicas das décadas de 1980 e 1990 mostrou agen-
tes infecciosos primitivos como micoplasmas, clamidias e ar-
queias,®" e que podem ter sido carreados pelo proprio T cruzi.
Micoplasmas e clamidias parecem favorecer a sobrevivéncia
de outros agentes infecciosos no hospedeiro.®2® |sto pode
explicar a falta de apoptose de cardiomidcitos descrita acima
na cardiopatia chagasica. O encontro de arqueias tem ainda
um significado patogenético mais forte: sdo os mais antigos
microrganismos j& descritos na natureza, considerados nao
patogénicos, mas que aumentam inflamacao. Elas captam
proteinas gerando resposta imune aumentada de linfocitos
T CD8+, sem ativagao de resposta T CD4+,3 aspecto este
caracteristico da miocardite chagasica.® A presenca desses
outros microrganismos pode explicar a fibrose acentuada ao
redor das fibras cardiacas, isoladamente ou em grupos.®

PAPEL DE MICROPARTICULAS NA
DOENCA DE CHAGAS: NOVOS
AVANCOS E DESAFIOS

Pequenas vesiculas revestidas por membranas tém sido
implicadas na comunicagéo entre células humanas, como por
exemplo, as produzidas por células cardiacas, incluindo corpos
apoptaticos, microvesiculas (também chamadas microparticu-
las) e exossomos.*” As diferentes vesiculas sdo diferenciadas
entre si pela sua origem subcelular, tamanho e contetido.

Microparticulas (MPs), em geral tém entre 100 e 1000 mm,

séo geradas de células por brotamento da membrana celular
externa, quando a célula é exposta a estimulos pré-tromboti-
cos e pré-inflamatérios, diferenciacao celular e senescéncia.®®
MPs contém moléculas bioativas que incluem uma variedade
de estruturas adesivas, citocinas, receptores de células,
microRNA, etc.*

Exosomos sao vesiculas extracelulares com tamanho
variando entre 30 e 100nm, flutuando em uma densidade
entre 1,13-1,19 g/ml quando se usa ultracentrifugagao em
gradiente linear de sacarose.®® Os exosomos eram vistos
como vesiculas de descarte de material da célula, porém
hoje tém sido vistos como tendo um papel na comunicagéo
intercelular envolvendo tanto a fisiologia normal da célula®
quanto condigdes patologicas.*! Tem se descoberto que
exosomos contém dupla fita de DNA, RNA mensageiro, mi-
croRNA, etc. e que sao funcionantes nas células receptoras.*

Assim, a troca de conteldos de exosomos pode re-
presentar uma maneira efetiva e eficiente de comunicacao
intercelular. Além disso, sabe-se hoje que proteinas e RNA
presentes no interior de exosomos sao altamente regulados
por varios estimulos de processos patolégicos e condi-
¢oes que induzem doenga.**Desta forma, muitas doencas
podem ser diagnosticadas pelo conteldo dos exosomos
presentes no individuo e podem ser futuros biomarcadores
diagndsticos e prognosticos.

Exosomos em condi¢des de doenga podem induzir efei-
tos deletérios sobre o remodelamento cardiaco, estando
aumentado na IC.** Porém, exosomos estdo associados a
cardioprotegéo,* podendo ter um potencial papel terapéutico
no tratamento das doencas cardiovasculares. ¢4

MPs ou microvesiculas podem também ser produzidas
e liberadas por microrganismos.* Conforme descrito acima
encontramos microrganismos em pacientes chagésicos,
principalmente micoplasmas, clamidias e arqueias. O estudo
sugeriu que a forma com IC esté relacionada a maior ativa-
¢ao do complemento, fibrose e miocardite linfocitica, pela
presenca de arqueias patogénicas, maior interacéo entre
microorganismos, e maior viruléncia. Na Fl, micoplasmas
e clamidias nao estdo em simbiose, e em conjunto com
arqueias elétron densas ndo patogénicas levariam a menor
ativagdo do complemento, menor degradacao de miosina,
sem reagao “autoimune”.

Estudos posteriores do nosso laboratério mostraram que
soros de pacientes chagasicos FI mostram aumento significa-
tivo de exosomos que seriam protetores da IC, possivelmente
removendo proteinas anormais do soro, como por exemplo,
metaloprotease de arqueia.*®*® Por outro lado, na forma
cronica IC esses exossomos protetores estao em nimero
diminuido, mas ha exossomos derivados de arqueia.>®5' Ou
seja, a presenga de arqueias patogénicas estaria relacionada
ao desenvolvimento de complicagdes cardiacas, seja por
aumentarem a inflamagéo, vasodilatagao da microcirculacao,
e também diminuindo a formagao de exosomos protetores. %

Em concluséo, novos achados sugerem que a evolugao
cronica da doenca de Chagas pode estar relacionada a pre-
senca de outros microrganismos (micoplasmas, clamidias e
arqueias), talvez trazidos ao miocardio em simbiose com o
T cruzi. As arqueias aumentariam a inflamagéao por apresen-
tagao de antigenos aos linfécitos T CD8+, podendo levar a
uma vasodilatagao da microcirculacao. Isto levaria a falha na
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distribuicédo de sangue homogénea no miocérdio, areas de
isquemia em regides distais de dupla irrigagcdo com regides de
afilamento e dilatacao aneurismética ventricular, fibrose e infil-
tragao gordurosa do feixe de His, no sinoatrial e atrioventricular.
Microrganismos intra fibra cardiaca podem induzir fibrose ao
redor dos cardiomidcitos, os quais se tornam extremamente
hipertréficos por ndo entrarem em apoptose. A simbiose entre
esses microrganismos pode levar a producao de micropar-
ticulas infecciosas que circulam e fazem parte da patogenia
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