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DETERMINACAO DO ANTICORPO EVI NA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA
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Anticorpos EVI foram pesquisados no soro de 25 portadores de cardiopatia chagésica acom-
panhados no ambulatério e em 58 pessoas provenientes de area endémica, a maioria delas sem

sintomas.

Anticorpo EVI foi encontrado em 93,10% de pacientes com doenca cardiaca e em 96,61%
dos demais, quando se utilizou tecido homélogo. O papel dos anticorpos EVI na doenga de Chagas
ainda néo estd esclarecido, embora o presente trabalho sugeriu ser um epifendmeno decorrente
da desmodulagdo da pessoa imune pela infecgéo cronica.

Observacdes experimentais sugerem que o
comprometimento agudo do coragéo nadoencade Chagas
estérelacionado com ainvasdo parasitaria do miocardio.
No entanto, ndo temos umaexplicacdo bem definidaquanto
ao envolvimento crénico. Acredita-se que, em suagénese,
haja participagdo de mecanismo imunol 4gi cos.

Os chagasicos possuem anticorpos que reagem com
extrato de coraco, conformefoi demonstrado em 1960 por
Kozma e col. 1. Entretanto, esses anticorpos ndo sao
especificos de cardiopatia chagéasica, podendo ser
encontrados na doencga reumética, apds o infarto do
miocérdio e no pés-operatdrio de cirurgiacardiaca?.

Em 1972, Trezza ® demonstrou, por meio de
imunofluorescéncia indireta, a presenca de anticorpo
antimiocérdio, que se fixava ao nivel sarcolemal-
subsarcolemal, no endotélio e adventicia dos vasos, em
32,8% dos chagasicos. Porém, observou também esses
achados em 56,2% dos valvopatas reumaticos operados e
em 6,4% de normais. Cossio e col. * em 1974 descrevem,
por meio de imunofluorescénciaindireta, a existéncia de
anticorpos com alta especificidade para os portadores de
cardiopatia chagésica. Esses anticorpos passaram a ser
conhecidos como EVI, por reagirem com endocérdio,
intersticio e vasos sangiiineos do coragdo e com o
intersticio de musculo esquel ético, quando se utilizaram
tecidos de rato como substratos.

Diversostrabal hos verificaram a especificidade desses
anticorpos paraadoencade Chagas, sugerindo aexisténecia
de um componente auto-imune nessa enfermidade >°. Os
auto - anticorpos séo considerados indicadores de
processos de auto-imunidade 2.

Recentemente, Cossio *° relatou que esses achados so
eram observados quando se empregaram, como substratos,
tecidos de animais, pois a utilizac8o de coragcdo humano
como substrato tornou negativos todos os soros de
pacientes chagéasicos.

O objetivo deste trabalho € estudar a presenca dos
anticorpos EVI na cardiopatia chagasica cronica, em
pacientes de ambulatério, comparando suafregiiénciaem
um grupo observado em érea endémica e em outro, de
centro urbano situado f oradaareaendémica, suaresposta
a diferentes substratos testados e, finalmente, a
observacdo de seu comportamento frente ao substrato
representado pelo coracdo humano.

MATERIAL EMETODOS

Foram analisados, por meio deimunofluorescéncia
indireta, 87 soros provenientes de 58 pacientes
portadores de cardiopatia chagésica cronica, residentes
na cidade de Piumhy, no sudoeste do Estado de Mi-
nas Gerais (distante 248 Km de Belo Horizonte e
vizinho do municipio de Bambui, onde em 1943 foi
criado o primeiro posto avangado de estudos sobre
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doenca de Chagas) e de 29 pacientes acompanhados no
ambulatério do Setor de Cardiomiopatiado HUPE UERJ,
diagnosticados com base em alteragdes clinicas,
eletrocardiogréficas, radioldgicas e positividade de dois
ou mais dos seguintes testes soroldgicos. fixagdo de
complemento (Reagdo Guerreiro-Machado), hemaglutinagcdo
eimunofluorescénciaindireta.

Como grupo de controle, foram utilizados 20 soros
provenientes de individuos normais da zona endémicade
Piumhy e 20 soros de componentes do corpo técnico-
administrativo do HUPE-UERJ.

Foram colhidos, por pungdo venosa, 10 ml de sangue
de cada individuo. Apbs separacdo, 0s soros, contendo
azidasddicaa0,1%, foram estocados a—20.°C.

Como substratos para observagéo dos auto-anticorpos,
foram empregados miscul o esquel ético, figado e coracdo
derato e estbmago de camundongo. Os animais utilizados
eram albinos e com 4 a 6 semanas de vida, sacrificados
apo6s anestesia com éter, sendo os tecidos retirados
imediatamente, clivados em fragmentos menores disposto
em blocos embebidos em Tissue-Tek (Ames, OCT-
Compound) e congelados em nitrogénio liquido, sendo,
estocados até o uso. Posteriormente, foram obtidos em
criostato (Cryo-Cut 1l American Optical), cortes de e
micrdmetros de espessuraempregando-sel@minasdevidro
previamente siliconizadas.

ApOs secar ao ar, a temperatura ambiente, por 20-30
minutos, as sec¢des foram incubadas com 0s soros
previamente diluidos a 1/10 por 30 minutos, em camara
Umidaatemperaturaambiente. A seguir, foram lavadas por
30 minutos em tampéo fosfato pH 7,4 e incubadas com
anti-1gG fluoresceinada (Behringwerk-Marburg-Germany)
diluido a 1/10 por 30 minutos. Finalmente, foram lavadas
em tampdo fosfato pH 7,4 por 30 minutos e montadas com
Elcanol (polivinil-acool-Sigma) entrelaminaelaminula

Todos os soros foram também testados empregando-
se com substrato o coragéo humano, com o mesmo método
descrito anteriormente.

A leiturafoi realizada por dois observadores, deforma
independente em microscopio de luz ultravioleta Leitz
Didux.

Como critério de leitura foi utilizado o proposto por
Khoury e Col. 2 grupo | - padro EVI caracteristico
(coloragdo do endocardio, vaso e intersticio); grupo Il -
fraca intensidade EVI ou falta de coloracdo em uma das
trésestruturas; grupo 11 - faltado padréo vascular e grupo
IV,- evidenciados somente os vasos do substrato figado.

RESULTADOS

Dos 29 soros provenientes de portadores de cardiopatia
chagésica acompanhados no HUPE-UERJ, 27 (93,10%)
coraram estruturas vasculares, 19 coraram endocardio (fig.
1), vasos (fig. 2) eintersticio de muscul o esquel ético (fig.
3) e corresponderam ao tipo | de Khoury e col. Qito

corresponderam ao tipo |1 e 2 soros foram negativos em
todos os tecidos de animais testados.

Dos 58 soros provenientes de pacientes de Plumhy 57
(96,61%) coraram estruturas vasculares, 50 coraram
endocardio, vasos e intersticio de mulsculo esquelético
correspondendo ao tipo | e 7 corresponderam ao tipo 1.
Um soro foi negativo em todos os tecidos de animais
testados.

Fig.1- Anticorpos EVI em musculos cardiacos de rato.
Imunofluorescéncia indireta 250 X.

Fig.2 - Anticorpos EVI em vasos de figado de rato.
Imunofluorescéncia indireta 250 X.

Entre os 87 pacientes portadores de cardiopatia
chagésicacronica, encontramoso padréo EV1 tipo | em 69
pacientes(75,8%) etipo || em 15 pacientes (17,2%), sendo
negativo em apenas 3 pacientes (7,0%). Quando
comparamos 0s pacientes quanto a procedéncia
encontramos maior proporgdo de pacientestipo | em area
endémica, sendo menor a proporcdo de tipo Il e a dos
negativos.

Nos controles hospitalares, nenhum foi positivo para
EVI, enquanto que nos provenientes de Piumhy 3 foram
positivos com padréo semelhante ao do grupo |.

Todos os soros que foram positivos em tecidos animais
foram negativos quando testados em coragdo humano.
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Fig.3 - Anticorpos em musculo esquelético de rato.
Imunofluorescéncia indireta 250 X.
COMENTARIOS

A cardiopatiachagésica, por seus efeitosincapacitantes
e repentinos, € um dos principais problemas de salide
publica em certas éreas de nosso pais.

Em 1974, Cossio e Col * descreveram a presenca, em
95% dos casos de cardiopatia chagasica crénica, de
gamaglobulina circulante, que reagia com endocardio,
intersticio e vasos sanguiineos do coracdo além de
estruturas vasculares do intersticio de musculo ,
esquelético de ratos. Esse fator endocérdio - vascular-
intersticial, conhecido como fator EVI, fixacomplemento e
éabsorvido por formas epimastigotasde T. cruzi, sugerindo
provavel reacdo cruzada entre antigenos presentes em
ambas estruturas. Este mesmo achado foi observado em
44,4% de paci entes assintomaticos, porém, infectados por
T. cruzi, ndo sendo encontrado em outras doengas
cardiacas nem em pacientesnormais>’.

A especificidade dos anticorpos EV | paraacardiopatia
chagésica foi, posteriormente, confirmada por varios
autores %°. Szarfman e col. 1, estudando 60 soros de
pacientes com diversas doengas infecciosas, tais como
malaria, leishmaniose, equinococose, amebiase,
toxoplasmose, triquinose e tripanossomiase africana,
provenientes de areas ndo endémicas da doenca de
Chagas, observaram baixa prevaléncia do fator EVI,
encontrado em somente 2 casos (3,3%) em portadores de
maléaria e leishmaniose cuténea. Confirmaram, assim, a
grande especificidade desses anticorpos para a
tripanossomiase americana. Estes achados estéo de acordo
com os apresentados por Cossio e C01.4, em 100% dos
casos de miocardite chagéasica aguda, em 95,23% (20/21)
dos pacientes com cardiopatia chagasica cronica e em
44,4% (19/47) dos casos de assintomaticos com reacdo
soroldgica positiva para doenca de Chagas.

Khoury e Col. 12, em 1978, ressaltaram aimportanciada
pesquisa do fator EVI no diagndstico mais Preciso da
cardiopatia, afirmando inclusive, que deveria ser
investigada a participagdo do T. cruzi, sempre que fosse

observado positividade a nivel de vasos, em testes de
rotina para outros auto-anticorpos. Devemos mencionar
que Pearson e col ., em 1974, encontraram anticorpos
dirigidos paracomponentesvascul ares, em 6,6% dos 5000
testados para a pesquisa de fator antinuclear em seccles
de figado de camundongo. Esses anticorpos sdo da classe
19G, fixam complemento e est&o associados principal mente
as doencas do tecido conectivo especialmente a artrite
reumat6ide, asindrome de Reiter e dartrite reumatdide, a
sindrome de Reiter aartrite reumatoide juvenil pelo virus
dahepatite B.

Mesmo em individuos saudaveis, poderemos observar
apresencade anticorpos antiestruturas; vasculares (AVA)
conformefoi descrito por Cossio e col 5.

Verificamos, que o0s soros que continham anticorpos
EVI, também coravam estruturas vasculares em outros
Orgéos, conforme jé& foi demonstrado por outros autores
4812 Entretanto, encontramos nNesses soros anticorpos que
coravam estruturas musculareslisas no estdbmago efibrilas
localizadas nas bordas dos tdbulos renais, portanto,
anticorpos antimusculo liso (AML). Assim, parece que,
no soro de pacientes chagésicos, existam anticorpos
dirigidos paracomponentesmusculares. A especificidade
destes anticorpos, ainda ndo foi determinada, porém, é
interessanteressaltar que aactina se encontraamplamente
distribuida em tecidos animais e talvez isso seja o
responsavel pela positividade em tecido muscular, bem
como em outros tecidos onde sgjam encontradas fibrilas
contracteis (paredes vasculares, tubulos renais, etc.).
Entretanto, a positividade caracteristica d e peguenos
Vasos corondrios, intensamente corados por soro de
pacientes com cardiopatia chagasica e negativos quando
testamos outros soros com anticorpos antimusculo liso,
s80 peculiares da cardiopatia chagasica.

Aposinfecgdo pelo T. cruzi, sdo produzidos anticorpos
contralaminina e ndo contra qualquer outro componente
conhecido da membrana basal ou tecido conectivo. Tais
anticorpos ndo estdo presentes no soro de pessoas
normais, em pacientes submetidos a intervengdes
cirdrgicas ou em portadores de processos inflamatérios e
neoplésticos, bem como nos acometidos por malaria,
toxoplasmose e artrite reumatéide 14,

Sterin-Borda e col. ** demonstraram que a adi¢do do
fator EVI “invitro” apreparagdo de musculo atrial do rato
ocasionava aumento dos batimentos da preparagéo e que
a introducdo no meio de blogueador beta-adrenérgico
impedia essa aceleracdo, enquanto os bloqueadores alfa-
adrenérgicos e anti-histaminicos ndo alteravam aresposta
dapreparaco. Essaexperiénciademonstraque o fator EVI
€ capaz de apresentar umafuncéo fisiologica, acelerando
0s batimentos da musculatura atrial deratos.

Sabe-se que os pacientes EV | positivos apresentam,
revestindo a fibra cardiaca, uma imunoglobulina
aut6loga e complemento. A ligacéo sarcolemal parece
dificultar o processo de difusdo de elementos nu-
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tritivos, provocando alteracdes i squémicas e metabdlicas
gue podem ser observadas aluz damicroscopiaeletronica
16.17

Os nossos resultados concordam com os rel atados por
Cossio 1%, quando utilizava coragdo humano como
substrato, com o qual todos os soros foram negativos
paraosanticorposEVI.

O papel desempenhado pel os anticorpos presentes no
soro desses pacientes ainda ndo esté esclarecido. Por ndo
reagirem com estruturasteci duais humanas, torna-se ainda
mais dificil apontar qualquer papel patogenético dos
mesmos na cardiopatia chagésica.

As lesbes observadas limitam-se a destruicao
progressiva das fibras miocérdicas pauciparasitadas,
gerando um tecido cicatricial ndo funcionante, o que
acarreta o sintomas clinicos da doenca.

Em outras condi¢Bes mérbidas, os auto-anticorpos
estdo presentes, sem gue se possa Vvisibilizar qualquer
correlacdo entre esses e as lesfes patoldgicas que
acarretam, como €0 caso dacirrosebiliar primarianaqual,
em 90% dos casos, oObservamos anticorpos
antimitocondrias ou nas hepatopatias crénicas, nas quais
encontramos, em 50% dos casos, anti corpos antimuscul os
lisos.

Os auto-anticorpos podem ser um dos mecanismos de
modulacdo da resposta imune e a possibilidade de que
nos processos inflamatérios crénicos ocorra uma
desregulacdo desse sistema deve ser considerada. Por
outro lado, antigenos parasitérios bacterianos ou mesmo
virais podem ser o estimulo para uma policlonal,
justificando o aparecimento de clones latentes, o que
explicaria a variedade de anticorpos presentes nesses
pacientes.

SUMMARY

The presence of EVI antibodies were searched for in
the sera of patients with Chagas' disease. Twenty-nine
sampleswere obtained at the out-patient clinic for cardiac
disease and 58 came from subjectsliving in endemic areas,
most of them without symptoms. EV | antibodieswerefound
in 93.10% of the patientswith cardiac disease and in 96.61%
in the others, when heterologous tissue was used as
substrate. However, none of them were positive when
human heart tissue was used as substrate.

Theroleof EVI antibodiesin Chagas' diseaseisnot yet
very clear. The present study suggests its presence to be
an epiphenomenon secondary to some disturbance in the
modulation of theimmuneresponse dueto chronicinfection.
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