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RESUMO

No Brasil, a miocardiopatia chagésica constitui a terceira causa mais comum de indicagdo para transplante cardiaco (TxC). A hipertensio
arterial pulmonar (HAP) é uma condigio grave frequentemente presente em pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC) terminal que piora
o prognostico daqueles submetidos a TxC. O mecanismo etiolégico da HAP ¢ multifatorial, sendo o aumento da pressio de enchimento
ventricular um dos principais. Recentemente, entretanto, vdrios trabalhos procuraram demonstrar o papel do processo inflamatério
local, contribuindo para o enrijecimento das artérias pulmonares e o surgimento ou piora da HAP no cendrio da IC. Objetivos: Avaliar
o processo inflamatério nas artérias pulmonares de transplantados cardiacos chagisicos (TxC-C) e ndo chagdsicos (TxC-NC), com
e sem HAP, por meio da concentragio tecidual das citocinas inflamatérias obtidas no momento do TxC. Métodos: Os niveis das
interleucinas (IL)-6, IL-1B, e do fator de necrose tumoral alfa [fumor necrosis factor alpha) (TNF-0)] e de neutréfilos CD68 ¢ CD66b
foram aferidos em fragmentos das artérias pulmonares de pacientes TxC-C e TxC-NC com e sem HAP. Resultados: Nio houve
diferenca estatisticamente significativa (» > 0,05) entre os niveis dos biomarcadores inflamatérios aferidos nas artérias pulmonares dos
TxC-C e TxC-NC com ou sem HAP. Conclusio: Observamos que os pacientes TxC-C e TxC-NC com ou sem HAP apresentam
niveis semelhantes de marcadores inflamatérios expressos no tecido das artérias pulmonares. Tal fato sugere que a HAP dos pacientes
TxC-C e TxC-NC é um processo que se relaciona com a prépria IC e pode nio ter relagio com o perfil inflamatério dos pacientes.

Descritores: Transplante Cardiaco; Hipertensio Arterial Pulmonar; Biomarcadores Inflamatérios.
Assessment of Inflammatory Biomarkers in Pulmonary Arteries

of Chagasic and Non-Chagasic Heart Transplant Recipients
ABSTRACT

In Brazil, Chagas cardiomyopathy is the third most common cause of indication for heart transplantation (HTx). Pulmonary arterial
hypertension (PAH) is a severe condition frequently present in patients with terminal heart failure that worsens the prognosis of patients
undergoing HTx. The etiological mechanism of PAH is multifactorial, with increased ventricular filling pressure being one of the main
ones. Recently, however, several studies have sought to demonstrate the role of the local inflammatory process in contributing to the
stiffening of the pulmonary arteries and the emergence or worsening of PAH in the heart failure (HF) setting. Objectives: To evaluate
the inflammatory process in the pulmonary arteries of chagasic HTx (HTx-C) and non-chagasic (HTx-NC) patients, with and without
PAH, through the tissue concentration of inflammatory cytokines obtained at the time of HTx. Methods: The levels of interleukins (IL)-
6,1L-1B, TNF-0, and CD68 and CD66b neutrophils were measured in fragments of the pulmonary arteries of HTx-C and HTx-NC
patients with and without PAH. Results: No statistically significant difference (p > 0.05) between the inflammatory biomarkers measured
in HTx-C and HTx-NC pulmonary arteries, with or without PAH. Conclusion: We observed that HTx-C and HTx-NC patients
present the same levels of inflammatory markers expressed in the pulmonary artery tissue, whether or not they have PAH. This fact
suggests that PAH in HTx-C and HTx-NC patients is a process that is related to HF itself and not to the patients’ inflammatory profile.

Descriptors: Heart Transplant; Pulmonary Arterial Hypertension; Inflammatory Biomarkers.
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Avaliagdo de Biomarcadores Inflamatdrios em Artérias Pulmonares de Transplantados Cardiacos Chagasicos e Ndo Chagésicos

INTRODUCAO

O transplante cardiaco (TxC) é uma excelente op¢ao terapéutica para pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC) avangada e refratéria ao
tratamento clinico, de acordo com diretrizes nacionais e internacionais'. A IC é uma doenga progressiva que afeta milhées de pessoas.
Aproximadamente 10% dos pacientes com IC tém a forma avangada da doenga ou estagio D, a qual esta associada com alta mortalidade
e qualidade de vida muito ruim"2 Hé consenso de que o TxC, com critérios apropriados de selecdo, aumenta a sobrevida e a qualidade
de vida, a capacidade ao exercicio e proporciona retorno mais rapido ao trabalho quando comparado ao tratamento convencional2.

O Brasil tem ocupado cada vez mais destaque no campo dos transplantes, principalmente na América Latina®. No registro de 2019
da International Society for Heart & Lung Transplantation (ISHLT) sobre dados de receptores de TxC, os diagndsticos mais frequentes da
causa da IC foram cardiomiopatia ndo isquémica (50,8% dos casos), cardiomiopatia isquémica (32,4%), cardiomiopatia restritiva (3,5%),
cardiomiopatia hipertréfica (3,4%), doenga cardiaca congénita (3,1%), retransplante (2,8%), cardiomiopatia valvular (2,5%) e outros (1,5%)*.

Atualmente, o estado de Minas Gerais é o segundo com maior numero de TxC realizados no pais®, sendo a doenga de Chagas
(DCH) responsavel por 50% dos casos®. A DCH é responsavel pelo processo inflamatdrio crénico e persistente do miocardio que
leva a destrui¢do de cardiomidcitos, associada a arritmias e eventos embolicos, as principais causas de morte’.

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) esta frequentemente associada & IC devido ao aumento das pressées de enchimento do
ventriculo esquerdo®. Essa condigao piora o resultado do TxC e pode ser contraindicagdo se muito elevada e fixa®.

A HAP ¢ definida como condigdo em que a pressdo média da artéria pulmonar é superior a 20 mmHg’. Recentemente,
demonstrou-se que a inflamagio local em nivel tecidual pode ser um aspecto importante na etiologia da HAP e que células T, B,
mastdcitos, macrofagos, neutrdfilos e células dendriticas participam desse processo'. Parece haver um insulto inicial do endotélio
que leva a propagagdo de um processo inflamatdrio com a produgéo de citocinas, culminando em remodelamento vascular'’.

Portanto, entender a etiologia e 0 mecanismo da HAP nos pacientes candidatos a TxC e a contribuigao do processo inflamatdrio
local para essa condi¢ido podem abrir campo de pesquisa novo e promissor, com objetivo de melhorar o status clinico dos pacientes
para o TxC e, além disso, aumentar o nimero de candidatos ao procedimento.

As citocinas interleucina (IL)-1f, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa [tumor necrosis factor alpha) (TNF-a)] sao produzidas
por mondcitos/macrofagos, células endoteliais e muitos outros tipos de células, e tém agdo proé-inflamatoria''% Essas citocinas
podem ser particularmente relevantes para a patogénese da HAP". O grupamento de diferenciagdo 66b (CD66b) e 68 (CD68),
respectivamente marcadores de neutréfilos e macréfagos, sao relatados em pacientes com HAP'*.

Este estudo traz contribuigdes para a elucidagdo de mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na HAP associada a TxC.

OBJETIVOS

Avaliar a contribui¢io do processo inflamatdrio local para a etiologia da HAP de pacientes chagasicos e ndo chagasicos candidatos

e submetidos a TxC.

METODOS

Foram incluidos 29 pacientes submetidos a TxC no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG) e no Hospital
Santa Casa de Belo Horizonte no periodo de janeiro de 2021 a fevereiro de 2023. O dimensionamento amostral do estudo foi feito com amostra
de conveniéncia. Néo foi possivel coletar fragmentos de artérias pulmonares de todos os pacientes submetidos a TxC nesses centros de referéncia
no periodo do estudo. Os principais fatores que interferiram na néo realizagio dos experimentos foram a nio coleta especifica da artéria
pulmonar, quantidade insuficiente de tecido arterial pulmonar para os experimentos e ressec¢o de tecido adiposo desprovido do proprio vaso.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa, CAAE: 39274420.0.0000.5149, da UFMG. Todos os pacientes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Trata-se de um estudo transversal comparativo de grupos paralelos.

Os dados clinicos da amostra do estudo foram coletados por meio de anélise de prontuarios acessados nos bancos de dados

dos hospitais participantes.
Critérios de inclusao

Foram incluidos os receptores que concordaram em assinar o TCLE, pacientes de ambos os sexos, com 18 anos ou mais e com

cardiomiopatia terminal submetidos a TxC.
Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes com cancer, deméncia, processo inflamatério clinicamente diagnosticavel, diabetes mellitus tipo I,
histéria de cirurgia ou trauma nas tltimas 4 semanas, gestantes, doenga autoimune, sabidamente com o virus da imunodeficiéncia

humana, hepatite C, hepatite B e aqueles que nao concordaram em assinar o TCLE.
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A HAP foi aferida por manometria pulmonar durante o cateterismo cardiaco direito e pela ecocardiografia realizada no pré-
operatorio. Pelo ecocardiograma, definiu-se pressio sistolica da artéria pulmonar (PSAP) elevada quando superior a 35 mmHg'®.

Foram coletados fragmentos da artéria pulmonar dos receptores durante a cardiectomia e acondicionados em frascos com ringer lactato.

A artéria pulmonar foi isolada e o tecido perivascular circundante foi removido. Em seguida, esses segmentos foram incluidos em meio de
congelamento Tissue-Tek' OCT™ (Sakura’, EUA) e cortes transversais (10 m) das artérias foram obtidos usando um criostato. As laminas
foram fixadas em solugio de paraformaldeido a 4% por 15 min antes da imunofluorescéncia ser realizada. Realizaram-se as contagens de
CD68 e de neutrdfilos CD66b pela técnica de imunofluorescéncia. O software Fiji (versdo 1.51j8) foi utilizado para quantificar as células
positivas para marcagdo de interesse e nucleo. O resultado foi expresso como nimero de células positivas por um? de tecido.

A quantificagao das citocinas inflamatérias IL-1f3, TNF-a e IL-6 foi feita em fragmentos de artéria pulmonar. A técnica de ensaio
immunosorbent [enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)] foi utilizada para quantificagao da concentra¢do de TNF-o, IL-6 e IL-1f,
conforme indicado nas instrugdes dos kits comerciais (R&D Systems). Os resultados foram apresentados como picograma (pg) de
proteina por mililitro de tecido (pg/mL).

Neste estudo, foram apresentadas as medidas descritivas mediana (Q,), quartis (Q, e Q,), média e desvio-padrao (DP) para descrever,
respectivamente, as varidveis do tipo quantitativo de distribui¢do ndo normal e normal, e frequéncias absoluta (n) e relativa (%) como
estatisticas para descrever os resultados das variaveis do tipo categérico. Comparagio da distribuigdo entre as medidas (mediana, Q1 e

Q3) da variavel foram efetuadas pelos testes Mann-Whitney. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 29 pacientes submetidos a TxC, sendo 19 chagdsicos. A Tabela 1 demonstra as caracteristicas da populagio
estudada. A idade dos pacientes foi de 54,9+ 9,1 anos, sendo 13 do sexo feminino. O indice de massa corporal (IMC) foi de 23,1 +4,7.

Dezenove pacientes (65,5%) tinham cardiomiopatia chagasica, quatro cardiomiopatia ndo isquémica, trés cardiomiopatia
isquémica (10,4%), um (3,4%) cardiopatia congénita e dois tinham outras etiologias (6,9%).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes receptores (transplantados cardiacos).

Pardmetros Receptor (n = 29)
Idade (anos)* 54,9+9,1
Sexo (feminino/masculino) 13/16
IMC? 23,1+4,7

Fonte: Elaborado pelos autores. a =dados expressos em média =+ DP.
Avaliaram-se caracteristicas clinicas, expressao das citocinas inflamatérias IL-1 B, TNF-a e IL-6 e contagem de macrofagos
CD68 e neutrdfilos CD66b no tecido das artérias pulmonares de pacientes transplantados cardiacos chagasicos (TxC-C) e nao
chagasicos (TxC-NC) (Tabela 2).

Tabela 2. Andlises descritivas e comparativas entre os receptores TxC-C e TxC-NC quanto as variaveis clinicas,
ecocardiograficas, manométricas, nimero de células por micrometro quadrado e concentragdo de citocinas (pg/mL).

Varidveis Chagasicos (n = 19) Nio chagdsicos (n = 10) p r
Idade (em anos) 58,0 (51,0-61,0) 55,0 (41,5-59,5) 0,370 0,17
IMC 21,4 (18,7-24,2) 23,9 (20,9-30,4) 0,099 0,31
PSAPeco (mmHg) 41,0 (33,0-47,0) 40,0 (26,8-47,3) 0,890 0,03
TP média (mmHg) 25,3 (19,3-35,0) 31,0 (20,9-49,3) 0,383 0,16
RVP (W) 3,24 (1,96-5,36) 3,70 (2,57-7,75) 0,582 0,10
IND RVP (W) 5,12 (3,95-9,84) 6,39 (4,72-12,53) 0,359 0,17
RVS (W) 22,96 (19,67-26,17) 22,51 (19,32-28,83) 0,854 0,03
IND RVS (W) 38,02 (34,70-42,46) 38,78 (31,61-48,02) 0,854 0,03
GTP (mmHg) 10,0 (6,0-16,0) 13,5 (6,8-21,3) 0,301 0,20
RVP (NPS) (W) 2,74 (2,47-3,46) 1,77 (0,94-3,05) 0,178 0,33
CD66b 0,000130 (0,000047-0,000172) 0,000161(0,000061-0,000234) 0,484 0,15
CD68 0,00001202 (0,00000811-0,00002136) 0,00001854 (0,00000196-0,00002204) 0,751 0,07
IL-6 393,6 (344,3-630,3) 378,7 (335,0-470,8) 0,624 0,10
IL-1B 152,2 (124,9-334,1) 168,5 (94,9-508,4) 1,000 0,00
TNF-a 1.100,0 (657,5-1.777,5) 770,0 (277,5-1.210,0) 0,280 0,24

Fonte: Elaborado pelos autores. Base de dados: 29 pacientes, no geral (sim 19 casos e ndo 10 casos). Dados expressos em mediana (Q1-Q3). Dados
aferidos por ecocardiograma: PSAPeco (PSAP). Dados aferidos por cateterismo cardiaco direito: TP media [pressio média no tronco pulmonar
(artéria pulmonar)]; RVP; IND RVP (indice de RVP); RVS (resisténcia vascular sistémica); IND RVS (indice de RVS); GTP (gradiente de pressao
transpulmonar); RVP (NPS) (resisténcia pulmonar apds o nitroprussiato de sodio). p = probabilidade de significincia do teste de Mann-Whitney
(z - estatistica do teste); r = tamanho de efeito para teste ndo paramétrico; W = Wood.
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Os dados da Tabela 2 demonstram que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os TxC-C e TxC-NC no que diz respeito
as variaveis fisiologicas (idade e IMC), ecocardiograficas, manométricas e aquelas referentes aos marcadores inflamatérios.

A Tabela 3 demonstra dados de pardmetros inflamatdrios comparativos entre os TxC em relagdo a medida da HAP < 20 mmhg
ou>20 mmhg.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as interleucinas quando comparado o grupo com HAP e os pacientes sem HAP.

Tabela 3. Andlises descritivas e comparativas entre os TxC com TP média >20 ou TP média < 20 quanto as variaveis nimero de células
por micrometro quadrado e concentragao de citocinas e TxC-C quanto as variaveis nimero de células por micrometro quadrado.

Varidveis TP média < 20 - TxC TP média > 20 - TxC » .
(n=5) (n=18)
CD66b 0,000140 (0,000061-0,0000267) 0,000139 (0,000061-0,000174) 0,804 0,05
CD68 0,00002136 (0,00000502- 0,00002295) 0,00001270 (0,00000785- 0,00001940) 0,611 0,11
IL-6 333,7 (241,2-393,2) 385,7 (347,4-630,3) 0,063 0,38
IL-1B 138,0 (36,5-438,6) 160,9 (118,4-368,8) 0,371 0,19
TNF-o 800,0 (0,0-0,0) 970,0 (490,0-1.530,0) - -
Variaveis TP média < 20 - TxC-C TP média > 20 - TxC-C
CD66b 0,000111(0,000051-0,000265) 0,000130 (0,000047-0,000172) 0,896 0,03
CD68 0,00001480 (0,00000341-0,00002323) 0,00001202 (0,00000811-0,00001858) 1 0

Fonte: Elaborado pelos autores. Base de dados: 29 pacientes, no geral. Dados expressos em mediana (Q1-Q3). Dados aferidos por cateterismo
cardiaco direito: TP media. A diferenga entre o total de pacientes pesquisados e o total de pacientes apresentados na tabela (n) refere-se ao niimero
de casos sem informagao. p = probabilidade de significancia do teste de Mann-Whitney (z - estatistica do teste); r = tamanho de efeito para teste
ndo paramétrico.

DISCUSSAO

Foram realizadas, de forma precursora, a andlise quantitativa das citocinas inflamatdrias IL-1 , TNF-a e IL-6 e a contagem de
macréfagos CD68 e de neutréfilos CD66b no tecido de artérias pulmonares de TxC. Acredita-se que a dosagem de tais biomarcadores
inflamatorios no tecido da artéria pulmonar reflita melhor o processo inflamatério no vaso do que a andlise feita no plasma dos
pacientes cirtrgicos que sabidamente encontram-se muito elevadas®.

A HAP é uma condigao associada a IC terminal que representa desafio adicional no cuidado dos pacientes TxC?. A fisiopatologia
da HAP no cendrio da IC pode ser explicada por diferentes mecanismos, mas ainda ha poucas pesquisas sobre o real efeito do
processo inflamatdrio local no desenvolvimento desse grave problema.

Lesoes vasculares pulmonares que ocorrem em pacientes com HAP, bem como em modelos animais de hipertensdo pulmonar,
sdo caracterizadas por graus variados de infiltrados inflamatérios perivasculares, compreendendo linfécitos T e B, macroéfagos,
células dendriticas e mastdcitos'®. Além do aumento de células imunes perivasculares e da infiltragdo intravascular, os niveis
circulantes de certas citocinas estdo anormalmente elevados na HAP, incluindo as citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a'%. O aumento da
pressdo pulmonar é um dos mais importantes preditores de morte ap6s TxC", determinando a importincia da andlise da pressao
arterial pulmonar e sua reatividade pulmonar no pré-transplante’.

Sabe-se que a IL-6 é uma citocina pré-inflamatdria que apresenta associagdo significativa com a mortalidade em pacientes com
HAP?. Achados semelhantes foram relatados em pacientes com IC congestiva?, sugerindo que a IL-6 tem papel na fisiopatologia
da IC e HAP?. A IL-1P é bem reconhecida como clinicamente relevante em pacientes com hipertensiao?. Devido ao seu papel
essencial na inflamacéo, a forma como a IL-1p influencia as alteragdes relacionadas a patologia vascular na hipertensio ganhou
muito interesse e estd sendo explorada atualmente®. Por exemplo, relatorios recentes sugerem que a IL-1p néo apenas participa
da resposta pro-inflamatdria nos vasos, mas também influencia o fenétipo e as fung¢oes das células musculares lisas vasculares e a
remodelacdo vascular em vérios tipos de hipertensdo por meio de inflamagao®.

O TNF-0 é considerado uma das principais citocinas relacionadas aos processos inflamatérios e imunes®, desempenhando um
papel direto na adesio de células inflamatodrias circulantes nos tecidos®. Estudos mostraram que o TNF-a foi notavelmente maior
na HAP?, porém tal fato nio foi corroborado em nosso estudo.

Pesquisas recentes avaliaram o papel dos macréfagos perivasculares que infiltram as arteriolas pulmonares na HAP'.
Os macréfagos CD68 sdo proeminentes em lesdes plexiformes obliterantes avangadas observadas em estudos experimentais e
clinicos de HAP** e a deple¢do ou inativagao de macrofagos previne a HAP em vérios modelos de estudos experimentais®'.
Os macrofagos do tipo M1 amplificam a inflamagao, secretando fatores pré-inflamatorios, enquanto os macréfagos do tipo M2
promovem a inflamagéo e o reparo tecidual, desempenhando papel importante na remodelagdo vascular pulmonar®.

Com relagdo aos neutrofilos, trata-se do tipo mais abundante de glébulos brancos na circulagio humana®. Em contraste com mondcitos
e macrofagos, sdo tradicionalmente considerados espectadores de doengas cardiovasculares, mas estudos nos ultimos anos demonstraram

importantes papéis funcionais dos neutrofilos na inflamagao e reparo cardiovascular***. O CD66b é um marcador de ativagio de neutréfilo®.
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Os resultados desta pesquisa demonstraram que a mediana da pressdo média aferida no tronco da artéria pulmonar pela
manometria foi de 25,3 (19,3-35,0) nos pacientes chagésicos e 31,0 (20,9-49,3) nos pacientes ndo chagésicos. Na comparagao entre
os diversos parametros de pressdo aferidos pelo cateterismo cardiaco direito e ecocardiografia, nao houve diferenca significativa
entre seus niveis e o fato de os pacientes serem TxC-C e TxC-NC (Tabela 2). Gelape et al.® encontraram menores niveis de
resisténcia vascular pulmonar (RVP) por parametros hemodinidmicos nos pacientes com cardiomiopatia chagasica, fato nao
identificado neste estudo.

Os TxC aqui estudados tiveram niveis aumentados das citocinas IL-1 B, TNF-o e IL-6, independentemente de a etiologia
ser chagasica ou nao (Tabela 2), sugerindo a participa¢do desses marcadores inflamatorios no processo fisiopatolégico da IC.
Esse dado sugere que a etiologia da cardiomiopatia néo influencia os niveis diferentes de citocinas inflamatérias.

Além disso, ndo encontramos diferengas significativas nos niveis teciduais de IL-1 B, TNF-a, IL-6, CD66b e CD68 na
comparacao entre pacientes TxC com e sem HAP (Tabela 3). Observou-se, também, que TxC-C com e sem HAP apresentaram o
mesmo nimero de células inflamatérias CD66b e CD68 no tecido. Esses dados sugerem que o mecanismo fisiopatolégico da HAP
estd mais relacionado & propria IC do que a resposta inflamatéria.

O paciente com IC avangada frequentemente desenvolve aumento da pressdo pulmonar por mecanismo retrogrado®.
A disfun¢io ventricular esquerda causa aumento da pressao diastdlica final que é transmitida ao leito vascular pulmonar,
aumentando a pressdo venosa®. Ocorrem, com o passar do tempo, vasoconstrigio vascular e, subsequentemente,
reestruturagdo patoldgica com aumento da proliferagdo celular e hipertrofia associada a fibrose intimal®. Até um tergo dos
pacientes desenvolve HAP®.

Sabe-se que a IC cronica ativa o sistema imunoldgico e as respostas inflamatorias caracterizadas por niveis elevados de citocinas
pro-inflamatérias circulantes®*. A inflamagao e as células imunologicas participam tanto da lesdo aguda dos midcitos quanto da
IC crdnica®. Fatores inflamatdrios como TNF-o, IL-1 e IL-6 estdo aumentados em pacientes com IC*. Modelos de miocardite e
sobrecarga de pressdo em pequenos animais sugerem uma ativagao imunoldgica durante a IC*'. Tais argumentos podem justificar

os niveis dos marcadores inflamatérios serem semelhantes nos receptores do TxC apesar do diagndstico de HAP.

CONCLUSAO

Observamos que 0s TxC-C e 0s TxC-NC, com ou sem HAP, apresentaram niveis semelhantes de marcadores inflamatdrios expressos
nas artérias pulmonares, o que sugere que o mecanismo da HAP estd mais associado & IC propriamente dita do que a resposta
inflamatoria secunddaria & miocardiopatia associada. Neste estudo, a miocardiopatia chagésica, mesmo sendo uma doen¢a com
substrato inflamatorio local bastante evidente e comprovado, ndo apresenta maiores niveis de HAP e inflamacéo local quando

comparada a outras etiologias de IC.
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