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RESUMO

Ainsuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome clinica de alta prevaléncia, com altas taxas de mortalidade
e morbidade, sendo a doenga de Chagas (DC) a sua terceira maior causa no Brasil. Para insuficiéncia
cardiaca refrataria, o transplante cardiaco é reconhecido como op¢do curativa, na auséncia de
contraindica¢do. O progndstico pés-transplante de IC pacientes por DC, porém, é pior do que outras
causas e ainda nao se sabe conhece bem o porqué e sua patogenicidade. O objetivo é identificar
marcadores de perfil proteico plasmatico e tecidual associados a patogénese da IC, com foco em DC.
O método envolve coleta de amostras de plasma e miocardio de pacientes de cardiomiopatia dilatada
por DC (grupo patoldgico), por causa idiopatica e isquémica (controle positivo) e pacientes ndo doentes
(controle negativo), cujos materiais sdo analisados por espectometria de massa, processados em
bioinformatica (PeaksX) e as informagbes finais cruzadas com bases de dados universais
(UniProt/SWISS-PROT e UniProt/TrEMBL). A amostra contém 15 pacientes cujo perfil clinico-
epidemioldgico é de 21.4% de chagdsicos, com idade média de 62,6 anos, 63,3% masculino, 50% em
NYHA IIl e 85,7% com fracdo de ejecdao de ventriculo esquerdo reduzida abaixo de 40%. Resultados
iniciais do piloto indicam a presenca de 119 proteinas na amostra de tecido e 47 na de plasma. Destas,
5 foram observadas em ambas: haptoglobina, cadeia beta e alfa de fibrinogénio, proteina ligante
secretora de esperma do epididimo e serotransferrina. A tarefa de identificagdo de proteinas foi
cumprida, devendo ser continuada futuramente e permitindo pesquisas futuras para compreensao da
funcdo dessas cadeias na patogénese da IC por DC. Este trabalho é parte de um projeto maior em
parceira com a Universidade de Brasilia e o Instituto do Coracdo do Distrito Federal e tera continuidade
de coletas e analises para aprofundamento.

Palavras-Chave: Insuficiéncia cardiaca. Doenga de Chagas. Prote6mica.
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INTRODUCAO
A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome clinica de alta prevaléncia, considerada uma

pandemia global, afetando aproximadamente 26 milh8es de pessoas no mundo [1]. No Brasil,
a doenca representa a causa mais frequente de internacao por doenca cardiovascular e mais
de 240 mil novos casos sdo diagnosticados anualmente [2]. As taxas de mortalidade e
morbidade séo igualmente altas [3,4]. A despeito dos avancos atuais em técnicas diagndsticas
e a instituicdo de tratamentos mais efetivos que melhoram a evolugéo, a incidéncia nao
diminuiu e o progndstico permanece reservado, principalmente nas fases avancadas da
doenca[5], atingindo taxa de mortalidade anual de 30% a 50% para os pacientes mais graves
[6]. Para aqueles que evoluem para insuficiéncia cardiaca refratéria, o transplante cardiaco é
reconhecido como opcéo curativa, na auséncia de contraindicacao.

Dentre as causas de IC, a Doenca de Chagas (DC) corresponde a terceira causa no
Brasil e a primeira em regifes endémicas [7,8,9] representando um grande problema de saude
publica na América Latina, onde se estima uma prevaléncia de oito milh6es de individuos
infectados pelo Trypanosoma cruzi, o protozoario causador da doenca [10]. A progresséo para
a forma cardiaca, denominada cardiomiopatia chagasica crénica (CCC), ocorre
aproximadamente entre 10 a 30 anos apoés a infeccdo aguda e compromete cerca de 20 a
40% dos infectados [11,12]. A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de
dois milhdes de individuos sejam portadores de CCC [13, 14] com mortalidade anual de
pacientes ambulatoriais de cerca de 4%.

A morte subita é um problema de grande magnitude, uma vez que ocorre entre 55% a
65% dos casos, enquanto IC progressiva responde por 25 a 30% e fenbmenos
tromboembolicos por 10 a 15% [15, 16]. Assim, a natureza essencialmente arritmogénica da
cardiopatia chagésica cronica e a evidéncia de que certos tipos de arritmias, sobretudo as
arritmias ventriculares complexas, predispdem a morte subita, motivam buscas por medidas
profilaticas e terapéuticas, medicamentosas ou ndo, aumentando os custos de saude publica
para esta doenca téo prevalente [17]. A relevancia da cardiomiopatia chagasica cronica nao
se restringe apenas as areas endémicas, sendo um problema mundial diante das populacdes
migrantes e da globalizacdo [18]. Imigrantes infectados transferem a infecgdo por meio da
transfusdo de sangue ou doacdo de 6rgdos [19,20], razdo pela qual existe em vigor a
recomendacdo da Sociedade Internacional de Transplante Cardiopulmonar (ISHLT) de que
protocolos para a deteccdo do Trypanosoma cruzi em pacientes candidatos e para a vigilancia
apos o transplante em todos centros de transplante [21].

Por se tratar de uma infeccdo sistémica cronica, por muito tempo a CCC foi considerada

contraindicacdo ao transplante cardiaco por causa do risco de recorréncia da doenca com a



imunossupressdo. Com a experiéncia latino-americana bem-sucedida nos anos de 1980,
atualmente a etiologia chagasica ja representa a terceira indicacdo mais comum para
transplante [22], respondendo por 18% dos casos de IC refrataria no Brasil, pais onde foi
realizado o primeiro transplante cardiaco ortotépico com CCC e que é referéncia no
transplante cardiaco na Doen¢a de Chagas, guiando condutas que sdo incorporadas no
mundo todo [23].

Todavia, apesar do avan¢co da medicina nessa area, o paciente com cardiomiopatia
chagésica continua sendo um grande desafio na pratica clinica diaria, uma vez que esta
etiologia de IC prescinde de ensaios clinicos relevantes, diferentemente do que ocorre na
cardiomiopatia de etiologia isquémica (CMI) e dilatada idiopéatica (CMD), além de se haver
uma tendéncia recente de se analisar mais elementos moleculares proteicos do parasita
chagéasico do que da clinica médica em si [24,25]. Portanto, este projeto de pesquisa
desenvolve-se com a premissa da determinacdo e quantificacdo de marcadores de perfil
proteico total do processo de remodelamento cardiaco em pacientes chagasicos em

comparagdo com pacientes de cardiomiopatia dilatada idiopatica (controle positivo).

FUNDAMENTACAO TEORICA
Na populagdo com IC avancada, aos candidatos a transplante cardiaco séo reconhecidos

alguns marcadores clinicos e hemodinamicos considerados de pior progndstico, a saber: i)
baixo débito cardiaco, ii) congestdo refrataria, iii) insuficiéncia renal, iv) terceira bulha
persistente e v) hipotensdo arterial [24]. Além destes, a etiologia da cardiopatia parece
influenciar na evolugéo dos pacientes na fase avancada de IC [26]. Em comparacgé&o as demais
cardiopatias em fase final de evolugdo, a cardiopatia chagasica cronica (CCC) é a de pior

prognostico [25-30].

Em vérias séries observacionais sobre o tema, quando se compara a evolugéo clinica
dos pacientes com cardiomiopatia chagasica com a dos portadores de outras cardiomiopatias
(isquémica, dilatada, hipertensiva, alcodlica), os chagasicos tém pior desfecho [26][27].
Apesar de mais jovens, estes pacientes apresentam menor pressao arterial sistélica e
mortalidade maior em 25 meses, 0 que torna a etiologia chagésica um marcador independente

de mau progndstico com razao de risco de 2,75 [30].

N&o obstante, ao se analisar o comportamento clinico dos pacientes submetidos a
terapia de ressincronizagao cardiaca, por exemplo, os pacientes com CCC apresentam taxa
significativamente maior de hipocinesia do ventriculo direito, necessidade de estimulacdo
cardiaca artificial e risco de 6bito trés vezes maior comparados com as outras cardiopatias no

mesmo estagio de insuficiéncia cardiaca [13]. Identifica-se nos chagasicos alta frequéncia de



processos arritmicos e estes parecem refletir a patogénese da doenga. A presenca de focos
confluentes de fibrose intermediados por infiltrado mononuclear disseminado pelo miocardio;
isquemia miocéardica secundaria as alteragdes no tonus microvascular de pequenas artérias
coronarianas e disfungdes autondmicas intracardiacas (levando a hiperatividade simpatica)
predispbem a multiplos focos de reentrada, promovendo instabilidade elétrica e o
aparecimento de arritmias. De fato, estes pacientes costumam manifestar as primeiras
arritmias malignas mais precocemente do que o0s pacientes ndo chagésicos e necessitam em
maior monta de cardioversdo elétrica para encerrarem 0s processos arritmicos [27]. Além
disso, a sobrevida na CCC comparativamente a cardiomiopatia dilatada se manteve menor,
independentemente de outros parametros clinicos e ecocardiogréficos relacionados a um mau
prognéstico na insuficiéncia cardiaca, como classe funcional da New York Heart Association
(NYHA); fracdo de ejecédo do ventriculo esquerdo; funcdo ventricular direita e volume atrial

esquerdo [30].

Uma visdo mais detalhada da insuficiéncia cardiaca do ponto de vista fisiopatolgico
e, principalmente molecular, permite a inferéncia de que a doenca ndo parece ser apenas
secundaria a lesdo miocardica ou a sobrecarga de volume ou altas pressées intracardiacas,
mas, sim, ser o resultado final de uma complexa interacdo entre genética, ativacdo neuro-
hormonal, inflamatéria e bioquimica, cujas alteracdes atuam sobre o midcito, o intersticio
cardiaco ou ambos [31]. E sabido que um nimero crescente de enzimas, horménios,
substancias biolégicas e outros marcadores de estresse cardiaco, coletivamente
denominados como biomarcadores, estdo presentes em estudos sobre este tema:
marcadores i) inflamatérios (proteina C reativa, fator de necrose tumoral alfa, Fas (APO-1),
interleucina 1, 6 e 18); ii) estresse oxidativo (lipoproteinas de baixa densidade,
mieloperoxidade); iii) remodelamento extracelular (metaloproteinases, pré-colageno tipo 1),
neuro-horménios (noradrenalina, aldosterona, renina, angiotensina Il, vasopressina,
endotelina); iv) lesdo de midcito (troponina | e T, miosina de cadeia pesada, fracdo MB da
proteina creatina quinase); v) estresse de midcito (peptideo natriurético cerebral — BPN e pro-

BNP, adrenomedulina, ST2) e vi) novos marcadores (adiponectina, galectina).

Apesar deste progresso na imersao da patogénese da IC, o nimero de terapias
cardiovasculares efetivas e as acdes terapéuticas viaveis permanecem limitadas. O numero
de biomarcadores cardiovasculares Gteis com aplicabilidade clinica é ainda menor. Neste
cenario, o destaque € o BNP, que mostrou se tratar de um acurado preditor de sobrevida em
pacientes com insuficiéncia cardiaca, apresentando correlacao linear de seus niveis com o de
mortalidade intrahospitalar, sendo Util na estratificacdo de risco de pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica [31]. Entretanto, estes s&o resultados de estudos com pacientes com

miocardiopatia dilatada e, especificamente na CCC, uma vez mais, os dados literarios sao



escassos e nado ha, até o momento, conclusdes definitivas referentes a esta afeccao

especificamente.

Neste cenario, a andlise protedmica sérica (plasmatica) associada a analise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de pacientes em fase avancada
da miocardiopatia chagésica crbnica pode permitir um melhor entendimento sobre a
fisiopatologia e biopatogénese da doenca, por um método ndo invasivo. A composi¢éo do
cenario molecular ndo se restringe ao contedado plasmatico, mas também envolve os
componentes de tecido, sendo importante considerar a andlise e a relagéo entre as proteinas
de ambos esses sitios [32]. Ao se realizar uma comparagéao direta entre o perfil de proteinas
totais em pacientes chagasicos com o perfil dos portadores de IC de outras etiologias, espera-
se gerar entendimento sobre os eventos moleculares que levam ao pior desfecho clinico na
cardiopatia chagasica em comparacao as demais, ainda que sejam preenchidos os mesmos

critérios para insuficiéncia cardiaca refrataria, com indicagéo de transplante.

METODOLOGIA
Pacientes participantes

Os pacientes participantes da pesquisa sao portadores de insuficiéncia cardiaca (IC)
refrataria de etiologia chagasica (CCC), dilatada idiopatica (CDIC) e isquémica (CIC) seu
controle negativo que sao doadores de 6rgao cardiaco (doadores com morte tronco-cefalica,
segundo critérios estabelecidos pelo Decreto n° 9.175, de 18 de outubro de 2017 que
Regulamenta a Lei n° 9.434, de 4 de fevereiro de 1997), encaminhados para transplante
cardiaco no Servico de Cirurgia Cardiaca do Instituto de Cardiologia do Distrito Federal
(ICDF), localizado em Brasilia, Brasil.

Para participarem desta pesquisa, todos os pacientes na fila de transplante que
preencheram os critérios da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), e podem, a qualguer momento, se desvincular do projeto se assim o
desejarem, sem qualquer 6nus, com garantia de sigilo das informac@es e privacidade do
sujeito. Todos receberam esclarecimentos quanto aos objetivos e riscos do estudo, cientes
da inexisténcia de custos financeiros adicionais referentes aos procedimentos para o0s
participantes.

A pesquisa esté registrada na Plataforma Brasil e com autorizagdo via parecer
consubstanciado do CEP segundo o registro CAAE: 13158619.7.0000.0026, vinculado aos

conformes do comité de ética do préprio ICDF.

Critérios de incluséo:




Para inclusdo neste estudo, os pacientes devem ser portadores de insuficiéncia
cardiaca (IC) em fase avancada refrataria ao tratamento clinico com indicacdo de transplante
cardiaco. Foram formados trés grupos para analise: i) grupo composto por portadores de
cardiomiopatia chagéasica crénica (grupo patolégico), ii) grupo composto por portadores de
cardiomiopatia dilatada idiopética e isquémica (controle positivo) e iii) grupo composto por
doadores do 6rgao, ndo patoldgicos (controle negativo).

Critérios de exclusao:

Os sujeitos excluidos desta pesquisa sdo aqueles que apresentam contraindicacdes
ao transplante cardiaco, a saber: i) resisténcia vascular pulmonar fixa > 5 Wood, mesmo apés
provas farmacolégicas; ii) doencas cerebrovascular e/ou vascular periférica graves; iii)
insuficiéncia hepatica irreversivel; iv) doenca pulmonar grave; v) incompatibilidade ABO na
prova cruzada prospectiva entre receptor e doador; vi) doenca psiquiatrica grave,
dependéncia quimica e nao aderéncia as recomendac¢fes da equipe.

A Tabela 1 relaciona os pacientes participantes pela etiologia, classe funcional da doenca
e fracdo de ejecdo no momento da ultima consulta ambulatorial no Instituto de Cardiologia do
Distrito Federal (ICDF) antes do transplante para que possamos compreender o

comprometimento que foi alcancado pela insuficiéncia cardiaca daqueles pacientes.

Tabela 1. Perfil dos pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca participantes do projeto

Paciente | Transplante | Idade | Sexo Etiologia Classe Fracdo de
Funcional ejecdo

IMS 13/09/2017 | 62 Masculino Isquémica ] 29,26%

FAP 15/10/2017 | 55 Masculino Chagasica v 15,23%

JN 16/11/2017 | 20 Feminino Dilatada 1] 32%
idiopatica

JAS 29/11/2017 | 66 Masculino Dilatada v 30,16%
idiopatica

FEN 27/12/2017 | 15 Masculino Dilatada ] -
idiopatica
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DRS 26/01/2018 | 65 Masculino Chagasica n 25%

GSS 14/02/2018 | 23 Feminino Dilatada | 21,61%
idiopatica

CRG 27/02/2018 | 57 Masculino Isquémica n 25%

JVS 27/02/2018 | 63 Masculino Isquémica n 24%

MGB 26/04/2018 | 51 Feminino Dilatada v 29%
idiopatica

RSB 07/05/2018 | 64 Feminino Idiopatica n 34%

EJR 08/05/2018 | 38 Feminino Dilatada v 19%
idiopatica

UR 02/10/2018 | 41 Masculino Dilatada - -
idiopatica

JDR 19/12/2018 | 68 Masculino Chagasica n 32%

Preparo das amostras e extracao

As amostras de bidpsia e plasma foram lisadas em 8M ureia contendo coquetel
completo de inibidores de proteases (Roche) e de fosfatases (Roche). O extrato proteico foi
precipitado com acetona 100% a 4°C, ressuspendido em tamp&o 100mM bicarbonato de
amonio (ABC) em 8M ureia, reduzido com 20mM DTT por uma hora, alquilado com 40mM IAA
por no minimo uma hora no escuro para serem digeridos. No dia seguinte, a solucao foi diluida
guatro vezes com 100mM ABC e foi adicionado tripsina modificada (Promega) na propor¢cao
1:50 e incubados por mais 3 horas. Em seguida as amostras foram acidificadas com
concentracdo final de TFA igual a 0,1% (v:v) e dessalinizadas em microcolunas home made

de resina de fase reversa C18.

Analise por LC-MS/MS e bioinformética

As amostras foram analisadas com um sistema UHPLC-nano (Dionex) acoplado online
com um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Elite (ThermoScientific). Precisamente 6ug
de proteina total extraida a partir do volume inicial de amostra foram carregados em uma

coluna PepSwift Monolithic TrapColumn de 5cm (didmetro interno de 200um, Dionex-
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nanoViper) e separadas em uma coluna analitica de alta resolu¢éo PepSwift Monolithic Nano
Column de 25cm (diametro interno de 100um, Dionex-nanoViper) e eluidas usando um
gradiente de 100% fase A (0.1% &c. férmico) até 26% fase B (0.1% ac. férmico, 95%
acetonitrila) por 180 min, 26% até 100% fase B por 5 min e 100% fase B por 8 min (um total
de 193 min a 200 nL/min). Apds a corrida, a coluna lavada com 90% fase B e reequilibrada
com fase A.

Os espectros de massas foram adquiridos no modo positivo aplicando-se data-
dependent automatic survey MS scan e aquisicdo de espectros de massas em tandem
(MS/MS). Cada MS no Orbitrap (amplitude de massa: m/z 350-1800 e resolucdo: 120000) é
seguida por MS/MS dos vinte ions mais intensos no LTQ. A fragmentac¢do no LTQ ocorreu
por dissociacdo de alta energia induzida por colisdo (HCD) e as sequéncias de ions
selecionados serdo excluidas dinamicamente por 15 segundos.

O processamento dos dados foi feito com Proteome Discoverer v.1.3 beta (Thermo
Scientific). A busca e identificacdo das proteinas também foi realizada pelo programa
Proteome Discoverer e software Peaks, com algoritmo Mascot v.2.3 contra um banco de
dados de Homo sapiens instalado no servidor do laboratério, usando a ferramenta Database
on Demand (Reisinger & Martens 2009) contendo as proteinases encontradas no
UniProt/SWISS-PROT e UniProt/TrEMBL.

As buscas foram feitas com 0s seguintes parametros: precisdo no MS de 10ppm, no
MS/MS de 0.05Da, até 2 sitios de clivagem perdidos, carbamidometilacdo de cisteinas como
modificacdo e oxidacdo da metionina e acetilagdo N-terminal das proteinas como
modificaces variaveis. O nimero de proteinas, grupo de proteinas e nimero de peptideos
foram filtrados com uma taxa de deteccdo de falsos positivos (FDR) menor que 1% e
peptideos com rank 1 e minimo de 2 peptideos por proteinas serdo aceitos para identificacao

com Proteome Discoverer. O esquema resumido do método esta disposto na Figura 1.

Obtencao do fingemnnt
através dos espectros
de massa

Amanivh \ Analise de ptotclnaf.

Bloinformatica e estatistica
winiada D u (‘410 om

Acido formico 70% PEAKS X

acetonitria 1:1 R retele

Figure 1. Fluxo de preparo de amostras e andlise para o fingerprinting por espectrometria de massas por Orbitrap.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Em andlise preliminar dos dados obtidos, constata-se que a idade média dos

pacientes € de 49,14 anos, sendo a mediana 56 anos e o desvio-padrédo de 18,5 anos.
Porém, ao se considerar a relagédo etaria com as patologias de base para o transplante
cardiaco, tem-se que a média dos pacientes chagasicos € de 62,6 (+ 6,8) anos de idade,
para pacientes de isquemia € 60.6 (+ 3,2) anos e, em cardiopatia dilatada idiopatica, 39,75
(+ 19,6) anos. Com isso, percebe-se que ha maior variedade de idade de pacientes
transplantados por etiologia dilatada idiopatica, enquanto que a doenca de Chagas e a
isquemia estao relacionadas a uma populacao mais préxima de 60 anos, com menor

variacao.

Quanto a distribuicdo por sexo, o Grafico 1 ilustra tal propor¢éo dos pacientes do estudo.
Em contrapartida ao | Registro Brasileiro de Insuficiéncia Cardiaca (2015) que demonstrou a
prevaléncia maior da doengca em mulheres (60%), a amostra do presente estudo tem
predominio de pacientes do sexo masculino (63,3%).

O Grafico 2 classifica os pacientes participantes do estudo de acordo com a etiologia da
insuficiéncia cardiaca. Destaca-se o fato de apenas 21,4% expressar fenétipo de doencga de
Chagas em comparacéo a grande porcentagem de pacientes cuja etiologia dilatada idiopatica.
Dessa forma, justifica-se novamente a necessidade da continuidade do trabalho para que se

obtenha uma amostra maior de pacientes que se encaixem no padréo chagasico.

Grafico 1. Classificagio dos pacientes de acordo com o sexo

Mulheres
35,7%

Homens
64,3%

13



Grafico 2. Classificagdo dos pacientes de acordo com a etiologia da Insuficiéncia cardiaca.

Chagasica
21,4%

Isquémica
21,4%

Dilatada Idiopatica
57,1%

O Gréafico 3 separa os pacientes de acordo com a classe funcional da insuficiéncia cardiaca
de acordo com a New York Heart Association (NYHA). Com predominio das classes Ill e IV
(representando, juntas 78,6% da amostra), indicando um maior nivel de gravidade na doenca
gue levou a necessidade da realizacao de transplante cardiaco.

Grafico 3. Classificagio dos pacientes de acordo com a classe funcional da insuficiéncia

cardiaca

indeterminado

71% 7,1%
1
7,1%
v
28,6%
]
50,0%

O Gréfico 4 classifica os pacientes de acordo com a intensidade da fracdo de ejecao do
ventriculo esquerdo (FEVE). A Sociedade Europeia de Cardiologia (ESC) utiliza os seguintes
parametros para a caracterizagdo da preservacao da fracdo de ejecdo na insuficiéncia
cardiaca:

14



FEVE preservada FEVE de médio alcance FEVE reduzida

> 50% 40-49% <40%

A partir dessa referéncia, pode-se notar que a FEVE de todos os pacientes em que foi
determinada pela equipe médica do ICDF é reduzida, corroborando para a necessidade do
transplante, visto que niveis reduzidos da fragédo de ejecéo levam ao baixo débito cardiaco e

menor perfuséo tecidual, prejudicial a homeostase do paciente.

Grafico 4. Classificagdo dos pacientes de acordo com a FEVE.

indeterminada
14,3%

reduzida
85,7%

Quanto a analise do contetudo proteémico do material biolégico dos participantes, foi
realizado, até a elaboracdo deste relatorio, um piloto do perfil proteico plasmatico e tecidual
do paciente ISM, o qual € um controle positivo (insuficiéncia cardiaca classe funcional llI,
fracdo de ejecdo 29,26%). Vale observar que o presente trabalho faz parte de uma pesquisa
maior, independente da instituicdo. Dessa forma, foi planejado para duracdo de pelo menos
dois anos para que o n de amostras colhidas seja o0 maior possivel. Sendo assim, ainda esta
em fase de coleta e analise de mais dados, em relagéo ao projeto amplo.

A andlise das amostras do piloto seguiu o plano metodolégico apresentado, tendo sido
processadas no espectrémetro e software de bioinformatica Peaks X. Foram encontradas 119
proteinas na amostra tecidual e 47 na amostra de plasma. Destas, apenas 5 foram
observadas em ambas. Séo elas haptoglobina (HP), cadeia beta e alfa de fibrinogénio (FGB
e FGA), proteina ligante secretora de esperma do epididimo (HEL-S-78p) e serotransferrina
(TF).
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A haptoglobina captura e combina a hemoglobina que é acumulada no rim, permitindo
reciclagem hepética do grupo heme e prevenindo dano renal. Através de mecanismos
moleculares como regulacao negativa da atividade da oxidoredutase e do processo catabolico
de peréxido de hidrogénio além da endocitose receptor-mediada (células de Kupffer), age
como antioxidante, tem atividade antibacteriana e desempenha um papel na modulacédo de
respostas inflamatorias de fase aguda.

As cadeias alfa e beta de fibrinogénio s&o monomeros que foram clivados pela
trombina. Juntas, polimerizam para formar uma matriz de fibrina insolGvel, que é um dos
principais componentes dos trombos, estabilizando lesbes em estagios primarios, além de
guiar a migracdo celular durante a reepitelizagdo e induzir agregacdo e degranulagéo
plaguetaria aumentando expressdo de SELP em plaquetas ativadas. Além disso, modula
resposta inflamatoria celular a interleucina 1 e regula negativamente o processo de apoptose

celular no endotélio por via extrinseca, protegendo contra a disfung&o endotelial.

A proteina ligante secretora de esperma do epididimo sinaliza ligacdo de receptores

na resposta inflamatoria da célula a IL-1, ativag&o plaquetaria e polimeriza¢do de proteinas.

A serotransferrina € uma proteina transmembrana transportadora ligante de ferro,
através da ligacéo a dois ions Fe®**e um anion (geralmente bicarbonato). Transporta ferro de
sitios de absorcéo e degradacao de grupo heme para sitios de armazenamento e utilizacao.
Além de estar envolvida na proliferagcéo celular, organizacdo da membrana celular, regulacéo
positiva de endocitose mediada por receptores, modificagcdo proteica e regulacdo da sua
estabilidade pés-translacional.

5 PROTELNAS
HF

FGB
Fc4

HEL-S-78p
TF

Figure 2 Diagrama de Venn comparando amostras isoladas e suas proteinas com comum.
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Chama a atengao o diminuto nimero de proteinas em comum entre os dois materiais
biol6gicos (figura 2) e para o fato de que ndo séo marcadores especificos para, até onde se
sabe até entdo, a patogénese da insuficiéncia cardiaca, mais relacionados a inflamacéo,
funcado plaquetéria e endotelial. Todavia, ressalta-se a importancia da coleta tanto de plasma
guanto de fragmentos de tecido miocardico para uma andlise protedmica mais ampla e
completa, que abrange um numero maior de possiveis biomarcadores relevantes. Caso fosse
optado pela coleta de apenas um tipo de amostra, dezenas de proteinas potencialmente mais

especificas e Uteis ndo seriam consideradas.

Observa-se que, dentre as aqui referidas proteinas de intersec¢éo entre os conteudos
plasmatico e tecidual, nenhuma foi idéntica as ja enumeradas na literatura [25, 31]. Entretanto,
observa-se que ha proximidade entre alguns elementos gerais de funcionalidade, como o
componente de estresse oxidativo (haptoglobina) e de remodelamento extracelular (cadeias

alfa e beta de fibrinogénio) [31].

Na realizacdo do STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins)
demonstrador das interagBes funcionais entre as proteinas listadas, pode-se perceber o
contraste da riqueza analitica especialmente da amostra de tecido (Figura 3) em contraste

com a andlise das proteinas plasmaticas (Figura 4) e das comuns (Figura 5).
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Figure 3. STRING das proteinas encontradas no tecido miocardico.
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Figure 5. STRING das proteinas encontradas no plasma. Figure 4. STRING das proteinas em comum entre plasma e
tecido.
CONCLUSOES

A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome clinica de alta prevaléncia, com altas taxas
de mortalidade e morbidade, sendo a doenga de Chagas a sua terceira maior causa no Brasil
[1-4]. Para insuficiéncia cardiaca refratéria, o transplante cardiaco é reconhecido como opcao
curativa, na auséncia de contraindicacdo [5, 21-23] e, frente ao total dos transplantes
acompanhados neste estudo, de fato representam 21,42% da amostra. Ainda séo insipientes
pesquisas que corroboram os biomarcadores de cardiopatias de insuficiéncia [31,32], porém
neste estudo também se constata a presenca de novas proteinas correlacionadas, indicando
seu potencial investigativo.

A partir do modelo de representacdes de relacdo STRING, percebe-se que os vinculos
entre as proteinas encontradas sdo intimos. Com isso se tem a sugestdo de que sao
estruturas relevantes para a composicao do tecido miocardico lesado e as referidas proteinas
plasmaticas, o que pode indicar o potencial de se descobrir biomarcadores associados a
patogénese da insuficiéncia cardiaca de cardiomiopatia dilatada. Contudo, apenas amostra
de controle foi processada inicialmente, sem se poder dessa forma confirmar o mapeamento
completo do desenvolvimento da patologia chagasica.

De toda forma, para fazer uma construgcdo substancial da moléstia j& se conseguiu
reunir dados e materiais de uma boa amostra de pacientes no Distrito Federal. Em suma, o
perfil epidemiolégico é predominantemente masculino, com sinais de gravidade de ICC
chagéasica por volta dos 60 anos (transplantados), sendo o agravamento dos quadros
relacionado a diminuicdo da FEVE (<40%), corroborando a necessidade de transplante.

Este estudo, portanto, mais do que fechar verdades, abre portas para estudos futuros,
nao so6 para a continuidade do mesmo projeto com os demais dados a serem analisados em
breve, mas permitindo a exploracdo de novas vertentes a fim de corroborar ou descartar as

relacées de biomarcadores aqui sugeridas. A conclusido desta pesquisa neste momento é a
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evidéncia de presenca de proteinas, a partir de dados iniciais uma populagéo selecionada,
que sugestivas de marcadores cuja fungdo na patogénese da insuficiéncia cardiaca por
cardiomiopética dilatada chagasica. Cumpre-se entdo o objetivo de premissa (determinar e

guantificar esses elementos proteicos), ainda com abertura a mais aprofundamentos.
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