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A doenca de Chagas afeta em toda a América Latina aproximadamente 20
milhGes de pessoas. Com 0 passar do tempo, parte destas pessoas poderdo apresentar
comprometimento de um ou mais 6rgaos, principalmente o coracdo. O desenvolvimento de
animais geneticamente modificados trouxe grande avango ao estudo do funcionamento do
sistema imune, permitindo identificar a participacdo de varias moléculas no processo de
defesa contra alguns patdgenos, assim como 0 seu papel nos mecanismos de lesdo tecidual. O
oOxido nitrico representa uma destas moléculas, com grande potencial tripanocida e de risco de
dano tecidual, devido a sua capacidade de induzir morte celular e a seu efeito inotropico
negativo. O objetivo principal do trabalho foi analisar a contribui¢éo do 6xido nitrico, IFN-y e
MCP-1 no desenvolvimento da inflamac&o e da fibrose cardiaca nas fases aguda e cronica da
infeccdo experimental pelo T. cruzi. Foram avaliados 45 animais C57BL/6, 27 destes
selvagens (C57BL/6-S) — sendo 3 destes utilizados como grupo controle ndo infectado - e 18
geneticamete  deficientes em iINOS (C57BL/6KO), infectados com 3000 formas
tripomastigotas da cepa Y ou da cepa Colombiana do T. cruz por via intra peritoneal. Foram
designados 6 animais por grupo. Quatro grupos foram eutanasiados no 15° dia ap6s a infeccdo
(fase aguda) e 3 grupos no 120 ° dia apds a infeccdo (fase cronica). Fragmentos de coragdo
foram corados pela Hematoxilina-Eosina para andlise de infiltrado inflamatério, picrosirius
para andlise de fibrose e imunohistoquimica para a deteccdo ninhos de T.cruz in situ. Células
do baco destes animais foram cultivadas em presenca de antigenos e o sobrenadante foi usado
para deteccdo dos niveis de IFN-y e MCP-1 por ELISA.

Nosso estudo apontou que o nimero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco nos
animais infectados com a cepa Colombiana foi significativamente maior nos animais
C57BL/6KO que nos animais C57BL/6-S. Ainda, os animais infectados com a cepa
Colombiana, apresentaram nimero de ninhos significativamente maior que os infectados com
a cepa Y. Com relacdo a inflamacdo durante a fase aguda entre os grupos C57BL/6-S e
C57BL/6KO infectados com a cepa Colombiana e com a cepa Y ndo houve diferenca
significativa, embora em cada uma das linhagens, quando comparados os animais infectados
com as duas cepas, no grupo C57BL/6KO a inflamagdo causada pela cepa colombiana foi
significativamente maior. Na fase cronica, os animais C57BL/6-S infectados com a cepa
Colombiana apresentaram inflamag&o significativamente maior que os infectados com a cepa
Y. A fibrose foi avaliada na fase aguda comparando os animais C57BL/6-S e C57BL/6KO,
com as duas cepas, e ndo houve diferenca significativa, embora os animais C57BL/6KO

apresentassem uma maior area de tecido conjuntivo fibroso quando infectados pela cepa
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Colombiana. Neste estudo animais deficientes em iNOS apresentaram maior inflamagéo,
provavelmente devido ao maior parasitismo tissular. Ainda, ndo se observou diferenca na
fibrose entre os animais deficientes em iINOS e seu homologos selvagens sugerindo que na
doenca de Chagas, o éxido nitrico néo esta envolvido na formag&o da fibrose cardiaca durante
a fase aguda. Os niveis de IFN-y ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos
andisados. Os animais C57BL/6KO apresentaram maior parasitismo que 0S animais
C57BL/6-S, e apesar dos animais C57BL/6KO produzirem IFN-y em niveis semelhantes aos
C57BL/6-S, 0s nossos resultados demonstraram aimportancia do NO no controle do parasito,
uma vez que esses animais ndo conseguiram sobreviver para atingirem a fase crénica da
doenca. Os niveis de MCP-1 foram significativamente maiores no grupo C57BL/6KO
infectado com a cepa Colombiana em sua producéo basal durante a fase aguda. Ja na fase
crénica, 0s Nossos resultados se invertem, e 0s grupos que mais expressam MCP-1 sdo os
C57BL/6-Sinfectados com acepa Y, tanto em sua producdo basal, como apds o estimulo com
antigenos T. cruzi. Assim, os animais deficientes em NO apresentaram maior parasitismo
tissular e inflamagdo mais intensa, ndo apresentando diferenca significativa na intensidade de
fibrose, e com niveis significativamente maiores de MCP-1. Concluimos que o Oxido Nitrico
e aMCP-1 sdo moléculas importantes no desenvolvimento das |esdes cardiacas durante a fase

aguda e cronica na doenga de Chagas experimental.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, 6xido nitrico, citocinas, quimiocinas.
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Chagas' disease affects approximately 20 million people in Latin America. Some
of these subjects could develop multiple organ commitment, manly heart. Generation of
genetically modified animals provided important insights to immune system studies, by better
clarifying the role played by many molecules in defense responses against pathogens and also
in tissue damage. Among these molecules, nitric oxide presents a great trypanomicid action
associated with high risk of tissue damage, mainly due to its ability of inducing cell death and
its negative inotropic effect. In this study, the am was evaluate the contribution of nitric
oxide, IFN-y and MCP-1 in the development of inflammatory responses and cardiac fibrosis
during both acute and chronic phases of Trypanosoma cruz experimental infection. Forty-five
C57BL/6 mice were used in this study, being 27 from wild type strain, 3 of which used as
uninfected control group, and 18 iINOS genetically deficient (Knock out) mice, infected intra
peritonealy with 3,000 trypomastigote forms of Y or Colombiana strains of T. cruz, in groups
consisted of 6 animals each. Four groups were euthanized at day 15" (acute phase) and 3
groups at day 120" post-infection (chronic phase). Fragments of the heart were processed and
stained with hematoxylin-eosin for inflammatory infiltrate analysis, with picrosirius for
fibrosis evaluation and immunohistochemistry for in situ detection of T. cruzi amastigotes.
Spleen cells were cultured in presence of parasite antigens and supernatant used for IFN-y and
MCP-1 tritation by ELISA.

Our study showed that the number of T. cruzi amastigotes of Colombian strain
was significantly higher in heart tissues of C57BL/6KO animals than in wild type littermates.
Also, mice infected with Colombian strain presented significantly more amastigotes in heart
tissues than animals infected with Y strain. Tissue inflammation analysis revealed that during
acute phase of infection, C57BL/6KO mice infected with Colombian strain presented higher
inflammatory infiltrate in comparison to Y strain infection. No difference was observed when
KO mice were compared to wild type mice infected with each parasite strains. Interestingly,
C57BL/6 wild type mice chronically infected with Colombian strain showed increased
inflammatory infiltrate when compared to matched group infected with Y strain. Although
C57BL/6KO mice presented a more extensive fibrotic area in the conjunctive tissue when
infected by Colombian strain, there were no differences between wild type and KO mice
infected with each dtrains. In this study, INOS-deficient animals presented higher
inflammation probably because of their intense tissular parasitism. Lack of any differencein
fibrosis analysis between wild type and iNOS-deficient mice, suggests that nitric oxide may

not be directly involved in fibrosis generation during Chagas' disease acute phase. When IFN-
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y production was evaluated, there was no difference between studied groups. As C57BL/6KO
mice presented higher parasite loads than wild type animals, the similar IFN- y production
observed in both groups would confirm the essential role played by nitric oxide in infection
control, being corroborated by the observation that many iNOS-deficient animals died before
chronic phase. Moreover, MCP-1 basal levels were significantly stronger in Colombian
strain-infected C57BL/6K O mice during acute phase than in other groups. Conversely, during
chronic phase, C57BL/6 wild type mice infected with Y strain produced the higher MCP-1
levels observed in basal and T. cruz stimulated cell cultures. Thus, nitric oxide deficient mice
showed the highest tissue parasitism and inflammation, without significant difference in
fibrosis, but with the most elevated levels of MCP-1 production. We conclude that nitric
oxide and MCP-1 are key molecules involved in cardiac lesions development during acute

and chronic phases of experimental Chagas' disease.

Keywords: Chagas' disease, nitric oxide, cytokines, chemokines.
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ABNT: Associagdo Brasileirade Normas Técnicas
Ap: Areaponto

BSA: soro-albuminabovina

° C: graus Celsius

C57/BI6-KO: Grupo de animais knockout
C57BL/6-S: Grupo de animais selvagens

CCC: cardiopatia chagésica cronica

CEP/UFTM: Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro
COg: dioxido de carbono

COBEA: Colégio Brasileiro de Experiéncia Animal
cNOS: oxido nitrico sintase constitutiva

DAB: 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol-Di-aminobenzidina
DC= Doenca de Chagas

DP= Desvio Padréo

DNA= &cido desoxirribonucléico

eNOS: dxido nitrico sintase endotelial

ELISA: ensaio imunoenziméatico

EPR: Erro padrédo relativo

FA: Fase Aguda

FC: Fase Cronica
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HE: Hematoxilina e Eosina

IFN: Interferon

IL: Interleucina
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LPS: lipopolissacarideo
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MG: Minas Gerais

mg: miligrama

pL: microlitro
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pum: Micrémetro
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MRNA: RNA mensageiro

NK: Natura killer

NO: 6xido nitrico

NO7: nitrato

NO'3: ion nitrato

NOS: oxido nitrico sintase

PBS: solucéo salina tamponada com fosfato
Pg: picrograma

PHA: fitohemaglutinina

Pp: arazéo de pontos que atingem o coragdo
PT: Ponto teste

SFM: Sistema Fagocitario Mononuclear

T: Mann Whitney

TGF: fator de transformag&o e crescimento
Th: Resposta T helper

TNF: Fator de necrose tumoral

Vv: densidade de volume
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1INTRODUCAO

1.1 O Trypanosoma cruz

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruz, constitui um dos mais
importantes problemas de salide publica, em vérios paises da América Latina (WHO, 1991).
A doenca possui carater endémico em largas extensdes territoriais do continente americano e
apesar dos recentes progressos no controle da doenca de Chagas, aproximadamente 20
milhdes de pessoas ainda estdo cronicamente infectadas (ABEL et al., 2001; ALMEIDA-
LEITE et al, 2007).

O Trypanosoma cruzi € um protozo&rio flagelado, pertencente a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Em seu ciclo de vida apresenta trés formas
distintas: a forma tripomastigota metaciclica, encontrada no intestino posterior do triatomineo,
a0 fim do desenvolvimento do parasito, no interior da célula do mamifero, imediatamente
antes da lise celular e também na corrente sangiiinea; a forma amastigota, encontrada no
interior das células dos hospedeiros mamiferos e possivel mente também no sangue; e aforma
epimastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e também na maior parte das
culturas axénicas (SOUZA, 2000).

A forma tripomastigota sanglinea penetra ativamente em qualquer célula do
organismo e diferenciase na forma amastigota intracelular encurtando seu flagelo e
incorporando-o0 ao seu corpo. E capaz de destruir a membrana do vactolo parasitoforo e ficar
livre no citoplasma da célula. Apds um periodo de 35 horas de laténcia o parasita comega
uma fase de divisao binéria que ocorre por vérios dias, dependendo dacepade T. cruzi. Em 5
dias ha cerca de 500 amastigotas no interior da célula. Comecga, entdo, o processo de
diferenciac8o de amastigotas em tripomastigotas sangliineo, que sob esta forma, rompem a
célula hospedeira, invadem as células vizinhas ou caem na corrente circulat6ria dando inicio
ao novo ciclo (SOUZA, 2000).

O parasito adere-se a membrana da célula hospedeira invadindo-a, formando o
vaclolo parasitéforo. Organelas do sistema endolisossomal  fundem-se a esse
vacuololiberando seu contelido enzimatico e tornando o meio do fagolisossoma &cido. Se a
forma tripomastigota for opsonizada, ocorre ativagdo da enzima de membrana NAD(P)H
oxidase, ocasionando a formacdo de radicais de oxigénio e &gua oxigenada, lesando a
membrana do parasito o que leva a sua destruicdo e digestdo. No citoplasma da célula

hospedeira o parasito na forma amastigota comega um processo de divisdo e, apis sucessivas
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divisdes, inicia-se um processo de diferenciacéo para tripomastigota, que perdura por algumas
horas. Esta forma apresenta intenso movimento, ocasionando a ruptura da célula e liberando o
parasito no espaco intercelular (SOUZA, 2000). O T. cruz, in vivo e in vitro, replica-se de
forma intracelular, sendo que, uma vez no hospedeiro, pode infectar vérias células nucleadas
(KIRSCHHOFF, 1989). Algumas cepas apresentam preferéncia por miocitos do sistema
reticulo endotelial ou células neurais (BRENNER, 1979). Constitui-se em um parasito
intracelular importante e bem sucedido, devido a sua viruléncia e capacidade de infectar
vérios tipos celulares (REED, 1998).

O T. cruz é talvez o parasito que apresenta a maior diversidade de hospedeiros
vertebrados. Em toda a América sGo mais de uma centena as espécies de mamiferos silvestres
encontradas infectadas com o parasito (ANDRADE & ANDRADE, 1996). Alguns
vertebrados que servem de repasto aos triatomineos ou que deles se alimentam, como aves e
réptels, ndo podem ser infectados pelo T. cruzi, uma vez gque, o sistema complemento destes
animais geramente lisa as formas tripomastigotas (ANDRADE & ANDRADE, 1996). Na
transmissdo pelo vetor, as formas tripomastigotas metaciclicas advindas do desenvolvimento
do parasito no inseto e que se encontravam no reto do triatomineo, sdo depositadas sobre a
pele do vertebrado junto com fezes, oriundas de refeicdes anteriores junto a uma quantidade
consideravel de urina. Os parasitos podem entdo penetrar em descontinuidades da pele ou na
mucosa. Outras vias de infecgdo, como a transfusional e a oral, podem resultar em infecgdes
bem estabelecidas, inclusive com fase aguda marcante, mas sdo menos estudadas do que a
estabelecida de formavetorial (ANDRADE & ANDRADE, 1996).

Devido as caracteristicas genéticas e até mesmo bioldgicas, o T. cruz, constitui-se
em cepas ou subespécies com comportamentos peculiares quando utilizados em modelo
experimental. As cepas Y e Colombiana sdo descritas como cepas polares, considerando seus
aspectos morfolégicos, tropismo tissular e parasitemia (BRENER, 1965; BRENER &
CHIARI, 1963). Andlises realizadas por Andrade (1974) permitiram estabelecer trés tipos de
cepas ou bhiodemas, designados como Tipos I, Il e Ill. As ateracbes nos tecidos
predominantes dependem do tropismo da cepa e do maior grau de parasitismo dos diferentes
setores do organismo (ANDRADE, 1974). A cepa Y, descrita como Tipo |, nas fases iniciais
até 10 dias pos-infeccdo apresenta parasitismo dos macréfagos em varios setores do
organismo e na fase mais avancada da infeccdo aguda, observa-se evidente miotropismo,
lesdes inflamatdrias de miocardio, musculo esquel ético e musculo liso das paredes intestinais,

com envolvimento de plexos mioentéricos e lesdes neurais (ANDRADE & ROCHA SILVA,
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1995). O biodema Il que possui como protétipo a cepa Sdo Felipe se revela com
predominancia de formas largas, miocardiotropismo, multiplicagdo relativamente lenta e
picos de parasitemia irregulares entre 12 e 20 dias apos a infec¢do, periodo no qual também a
mortalidade € maxima (ANDRADE, 1985).

A cepa Colombiana, descrita como pertencente ao biodema Tipo |11, apresenta
parasitemia de evolugdo lenta, nitido miotropismo, sobretudo com envolvimento de
musculatura esquelética, desenvolvendo extensas lesdes de fibras musculares esqueléticas e
intenso processo inflamatério, arterite e periarterite, com necrose de parede vascular, e lesbes
miocardicas proeminentes (ANDRADE, 2000). Em trabalhos experimentais, a cepa desse
biodema demonstrou maior capacidade de atravessar a barreira gastrica e produzir infeccéo
mais intensa em camundongos, quando comparadas as outras cepas dos biodemas | e 1l
(ANDRADE, 1990).

As cepas de T. cruzi sdo multiclonais, podendo apresentar populactes
homogéneas ou heterogéneas com predominancia de clones principais (TIBAYRENC &
BRENIERE, 1988). A presenca de um clone principal em uma mesma area endémica pode ser
responsavel pelo quadro clinico-patolégico da doenca nessa &rea (CAMPOS et a., 1999).
Deve-se levar em conta que diferentes clones de uma cepa podem apresentar tropismo
diferente para tecidos especificos, devido as interagdes moleculares na superficie da célula
entre o clone invasor e os tecidos do hospedeiro (MACEDO & PENA, 1998).

1.2 Aspectos gerais da doenca de Chagas

O curso clinico-patolégico da doenca consta de duas fases. aguda, e cronica.
Dependendo de fatores inerentes ao parasito ou hospedeiro, a miocardite aguda pode evoluir
de vérios modos, agravando-se devido a intensidade e a qualidade do exsudato inflamatorio
(TAFURI, 1985). A fase aguda pode ser ou ndo sintomética, e nessa fase a doenca néo é
diagnosticada na maioria dos pacientes (RASSI, 1979). Apds 30 a 60 dias de infeccdo, a
parasitemia normalmente regride em virtude da resposta imune, mas o parasito ndo é
totalmente eliminado. A fase aguda segue por um longo periodo de laténcia, (LOPES &
CHAPADEIRO, 1997), que apresenta, a autopsia, coracdo com parasitismo raro, inflamacdo
discreta sendo a fibrose ausente ou cicatricial (LOPES et al., 1981). Nesta fase, o grau de
comprometimento das células do coracdo varia desde formas discretas, assintomaticas até
formas graves, eventualmente fatais (LOPES & CHAPADEIRO, 1997).
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Durante afase cronica, ocorre aformaindeterminada, que tem seu inicio de dois a
guatro meses apls a infeccdo (PRATA, 1990), podendo os individuos permanecer
indefinidamente neste estégio (DIAS, 1989; PRATA, 1990). A fase crénica € caracterizada
pela parasitemia baixa e pelo elevado nimero de anticorpos circulantes. As manifestactes
observadas nesta fase sdo decorrentes da presenca de ninhos de amastigota nos tecidos
(FERREIRA et a., 2002). Na fase crbnica, na forma indeterminada, as lesdes sdo
caracterizadas por epicardite cronica, com infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario, que
acomete também o tecido gorduroso subepicérdico, estendendo aos ganglios e miocardite
focal discreta com exsudacdo de células mononucleadas entre miocardidcitos, ou entéo,
formando peguenos nodulos, que lembram granulomas. Os fendmenos regressivos dos
miocardiécitos sdo muito discretos e praticamente ndo ha fibrose, a ndo ser pequenos focos de
tipo cicatricial (LOPES et a., 1981). A maioria dos autores tem demonstrado em estudos de
necropsias (MIGNONE, 1958) ou bidpsias endomiocéardicas (MADY et al., 1981), que
chagasicos na forma indeterminada apresentam inflamagdo no tecido cardiaco. O que
diferencia estes achados daqueles observados em cardiopatas é a intensidade do processo
inflamatdrio que é menor no grupo assintomético (LOPES et al., 1981). Na forma cardiaca,
ocorre principa mente miocardite cronica progressiva e fibrosante e/ou hipertrofia do coracéo
(megacardio) (FERRAZ et al, 2007).

A miocardite € um dos principais processos patol 6gicos observados na doenca de
Chagas, ocorrendo tanto na fase aguda como na fase crénica, sendo nesta Ultima, relatada
como desproporciona em relagdo ao parasitismo tecidual (BRENNER, 2000). Embora ainda
existam controvérsias (HIGUCHI, 1997), desde o inicio do século passado, os autores
chamaram atencdo para o fato do infiltrado inflamatorio parecer mais lesivo para as fibras
cardiacas do que para os proprios parasitas (VIANA, 1911; MAYER, 1914; CHAGAS, 1916).
Nesta fase, a miocardite é caracterizada fundamentalmente por um infiltrado de células
mononucleares, destrui¢éo de fibras miocérdicas no foco inflamatorio, &reas de fibrose e raros
parasitos nas lesdes (BRENNER, 2000). Estudos experimentais foram realizados em coelhos
isogénicos infectados por T. cruzi ou imunizados com fragbes subcelulares do parasita
Verificou-se que os animais imunizados apresentaram intensa resposta imune mediada por
células tanto contra antigenos do parasito quanto contra antigenos do miocardio (SANTOS-
BUCH & TEIXEIRA, 1974; TEIXEIRA & SANTOS-BUCH, 1975). Foi encontrada em
coelhos infectados e em humanos chagésicos, linfotoxicidade contra fibras cardiacas,
parasitadas ou ndo (SANTOS-BUCH & TEIXEIRA, 1974). Estes dados experimentais
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indicaram que a destruicdo de fibras cardiacas em pacientes chagasicos poderia ser mediada
por mecanismos estabelecidos logo apds a infeccdo com T. cruzi e que seriam perpetuados
pela continua estimulacdo antigénica durante o curso da doenca (SANTOS-BUCH &
TEIXEIRA, 1974).

1.3 Fatores do hospedeir o envolvidos no controle da infeccéo e na patogénese da doenca

de Chagas

Sd0 bem conhecidos e estudados os aspectos anatomopatol égicos das diversas
fases da doenca de Chagas, mas ainda, ndo se conhece como se processa a evolucéo de uma
fase para a seguinte, mostrando ser um processo patolégico complexo, pouco entendido e
bastante discutido. V&rias teorias ja foram propostas para tentar esclarecer porque o coragao é
alvo de téo grave agressdo e apenas alguns individuos desenvolvem a cardiopatia. Margarino
Torres foi 0 primeiro, em 1929, a levantar a hipotese de que na cardiopatia chagésica,
poderiam ocorrer fendbmenos de hipersensibilidade envolvidos na génese dessa lesdo. A
participacdo de mecanismos auto-imunes tem sido também postulada como causa da
miocardite chagésica cronica (ANDRADE, 1983; RIBEIRO DOS SANTOS & ROSSI, 1985;
KIERSZENBAUM, 1976). Outros autores admitem que, talvez, exista um desvio na
regulacdo da resposta imunoldgica que poderia ter um papel na patogénese das lesbes
miocérdicas (ANDRADE et al., 1991; SILVA & ROSSI, 1990). Trabalhos tém demonstrado a
presenca de antigenos do T. cruzi em associagdo com infiltrado inflamatorio, através de
técnicas de imunohistoquimica e de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), sugerindo
participacéo direta do parasito na génese dessa miocardite. Admite-se hoje, que a patogénese
da miocardite chagésica estgja diretamente relacionada com a presenca do parasito e ao
padréo de resposta imune do hospedeiro (JONES et al., 1993; HIGUCHI, 1995; MORTARA
et a., 1999; PALOMINO et al., 2000).

A reacdo inflamatéria depende de linfécitos T sensibilizados tendo em vista que
em camundongos atimicos infectados com T. cruz, a despeito de um intenso parasitismo
tecidual, ndo h& resposta inflamatéria no miocardio (GONCALVES-DA-COSTA et 4.,
1984). Baseado nestas observacdes sugere-se que mesmo a miocardite da fase aguda é
dependente de linfocitos T sensibilizados contra antigenos do T. cruzi (RIBEIRO-DOS-
SANTOS & ROSSI, 1985). Células T sensibilizadas reconheceriam fibras cardiacas e

poderiam levar a destruicdo das mesmas, diretamente ou via ativagdo de macréfagos. Outro
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mecanismo de destruicdo, descrito posteriormente, poderia ser por citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (LAGUENS et al., 1988). Embora hga variacédo dos modelos
experimentais, outros autores ndo conseguiram demonstrar aumento de reconhecimento de
fibras cardiacas isologas, na presenca ou ndo de anticorpo anti T. cruzi (MORTATTI et al.,
1990).

Camundongos BALB/c cronicamente infectados com T. cruz, rejeitam coragdes
sigenéicos transplantados por um mecanismo dependente de linfécitos T CD4", mas n&o de
linfocitos T CD8'. Nesse mesmo trabalho os autores demonstraram que células T CD4" de
animais infectados cronicamente, proliferam in vitro em resposta a antigenos do miocardio e,
guando injetados in situ, induzem destruicdo de coracdo transplantado (RIBEIRO-DOS-
SANTOS et a., 1992). E possivel que os linfécitos T CD4" atuem principalmente atraindo
outras células (provavelmente via citocinas e/ou quimiocinas) para o sitio inflamatério, as
guais poderiam, via mecanismos liticos, acabar |esando fibras cardiacas.

Outra célula possivelmente envolvida no mecanismo de lesdo tecidua é o
macrofago. Experimentalmente, foi verificado que os macréfagos ativados podem induzir
lesdo celular no tecido cardiaco de camundongos infectados (ROSSI & SILVA, 1990).

Existem vérias hipoteses para explicar o aparecimento de cardiomiopatias em
pacientes ou animais infectados por T. cruzi (ANDRADE, 1983; RIBEIRO DOS SANTOS &
ROSSI, 1985; KIERSZENBAUM, 1976; ROSSI & RAMOS, 1996; BRODSKYN &
BARRAL-NETO, 2000), entre elas. 1) resposta imune contra autoantigenos, levando a uma
possivel doenca autoimune; 2) substancias cardiotdxicas ou neurotdxicas produzidas pelos
parasitos; 3) cardiopatia como conseqiéncia de uma neuropatia autondémica, 4) parasitos
como indutores da formagdo de microtrombos desencadeando o comprometimento da
microvasculatura coronéria, miocitélise e inflamagéo crénica; 5) antigenos parasitérios que
persistem no coracdo seriam alvos de linfocitos T ou de anticorpos levando a uma inflamagéo
cardiaca.

Considerando que existem dados experimentais consistentes com cada uma das
hipbteses acima enumeradas, € possivel que a cardiopatia chagésica segja o resultado de um
somatério de eventos patogénicos, sendo que cada um deles poderia estar contribuindo em
maior ou menor extensdo, dependendo do tempo de infecgdo, da cepa do parasito infectante,
de condic¢des metabdlicas e ambientais, genética e idade do hospedeiro, entre outras.

A natureza da imunidade protetora adquirida contra a infeccéo por T. cruzi e 0s

mecanismos pelos quais 0 parasito evade da resposta imune do hospedeiro ndo foram ainda
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totalmente esclarecidos, embora muitas evidéncias mostrem a participagdo das respostas
celular (ROBERSON et a., 1973 TARLETON, 1990; NICKELL, KEANE & SO, 1993) e
humoral nesse processo (TAKEHARA et a. 1981; KRETTLI & BRENER, 1982
TAKEHARA et d., 1989).

A imunidade celular € importante para a protecéo a infecgdo experimental por T.
cruzi visto que camundongos geneticamente desprovidos de timo (KIERZENBAUM &
PIENKOWSKI, 1979) ou timectomizados logo apos o nascimento (SCHMUNIS et al., 1971)
apresentam um aumento da suscetibilidade a T. cruz. Estes resultados sugerem que linfocitos
T conferem resisténcia a infecgdo. Tanto a deplecéo de células T CD4" (RUSSO et al., 1988)
como de células CD8" (TARLETON et a., 1990) aumenta a susceptibilidade de animais a
infecc&o, induzindo maiores niveis de parasitemia e mortalidade. As células T CD8" possuem
um papel no controle da resposta imune da infeccdo, pois o efeito protetor da vacinacéo de
animais com uma cepa avirulenta de T. cruz, foi abolido ap6s o tratamento com anticorpo
anti-CD8" (TARLETON et d., 1990), e ainda, a auséncia de células CD8" em camundongos
mutantes para 0 gene da [32-microglobulina resulta no aumento da susceptibilidade a infeccdo
(TARLETON et d., 1992).

1.3.1 Citocinas envolvidas na resposta imune contra o Trypanosoma cruz

As citocinas sdo substancias protéicas solUveis produzidas pelas células que
alteram o comportamento ou as propriedades delas mesmas e de outras células. Algumas das
citocinas liberadas em resposta a infeccéo pertencem a uma familia de proteinas intimamente
relacionadas, que sdo as quimiocinas (NELSON & KRENSKY, 1998). As quimiocinas sdo
polipeptideos de baixo peso molecular sintetizados pelos fagocitos e por muitos outros tipos
celulares (ABBAS, LICHTMAN, & POBER, 1998).

As citocinas podem assumir amplas funcdes, ou sgja, atuam como mediadores da
imunidade natural, que sd0 estimulados por agentes infecciosos, pelos fagocitos
mononucleares, e pelos estimulos em resposta ao reconhecimento antigénico especifico pelos
linfocitos T. A estimulagdo das células inflamatérias, em resposta ao reconhecimento de
antigenos especificos pelos linfécitos T promove o crescimento, a diferenciacéo e a ativacéo
de leucdcitos que estéo envolvidos na resisténcia ao microrganismo e na lesdo do tecido do
hospedeiro (ABBAS, LICHTMAN & POBER, 1998).
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De acordo com o padrdo de citocinas os linfécitos T foram divididos em
subpopulagbes (MOSSMANN et al., 1986). A subpopulacéo definida como Thl secreta
interleucina-2 (IL-2), TNF-a e IFN-y, induzindo preferencialmente resposta imune mediada
por células, e a outra foi chamada Th2 que produz IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, auxiliando desta
forma a resposta imune humoral uma vez que estas citocinas atuam na mudanca de isotipos
das imunoglobulinas (COFFMAN et al., 1988; BOOM, LIANO & ABBAS, 1988).

Células capazes de secretar citocinas tanto dos padrdes Thl como Th2 sdo
denominadas ThO. As células T que secretam TGF-f sdo denominadas Th3 e atuam
predominantemente nas mucosas através da apresentacdo mucosa de antigenos (LETTERIO
& ROBERTS, 1997). Ascéulas T reguladoras (Treg) sdo linfécitos T CD4 que secretam IL-
10 einibem aresposta proliferativa de outras populagdes de linfécitos T CD4 (GROUX et al.,
1997).

O papel das citocinas na susceptibilidade e resisténcia a infeccdo por T. cruz
ainda ndo foi totalmente elucidado. Estudos experimentais in vitro apontam que no local da
infeccdo, e em linfonodos e bago, os macréfagos e células dendriticas infectadas
possivel mente secretam citocinas como IL-12, TGF-B3, IL-10 e TNF-a, ainda outros trabalhos
j& sugerem que outras citocinas como IL-6 e IL-1 podem ser produzidas por macréfagos ou
células endoteliais (TANOWITZ et al., 1992; TRUYENS et a., 1994). Uma das principais
fungbes de IL-12 seria estimular clulas NK a produzirem IFN-y (CHAN et al., 1991),

possivelmente induzindo a produc&o de |FN-y in vivo nos animais infectados.

1.3. 1. 1 Interferon gama (IFN-y)

O IFN-y é uma citocina produzida principalmente pelas células T CD8" efetoras, e
por células CD4" do subtipo Thi cuja, func&o principal é ativacio de macrofagos. O gene que
codifica o IFN-y esta localizado no cromossomo 1215, e a citocina apresenta-se geralmente
como um homodimero formado por duas cadeias em associacdo antiparalela (EALICK et al.,
1991). Foi também demonstrada sendo expressa em células musculares juntamente com o
TNF-y em pacientes que sofrem de miopatia vacuolada ligada ao X (ROUGER et al., 2001).
Essa citocina tem sido extensivamente estudada na doenca de Chagas, e é considerada uma
citocina protetora, especialmente na fase aguda, uma vez que macréfagos estimulados
produzem metabdlitos téxicos para o parasito (REED, 1988; VESPA, CUNHA & SILVA,
1994; BAHIA-OLIVEIRA et d., 2000). Por outro lado, o encontro de grandes quantidades de
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células produtoras dessa citocina em pacientes cardiopatas chagasicos crénicos (CCC) tem
colocado o IFN-y como um importante fator que influencia o desenvolvimento da CCC nos
individuos infectados pelo T. cruz (BAHIA-OLIVEIRA et a., 1998). O IFN-y leva a
producdo de Oxido nitrico e diferenciacdo para a respostaimune adquirida Thl. Essa producéo
de IFN-y é regulada pelas citocinas IL-10, IL-4 e o fator de crescimento e transformagao -3
(TGF-R) (BRENER & GAZZINELLI, 1997).

Em modelos experimentais, a producéo de IFN-y na fase inicial da infeccdo esta
relacionada principalmente ao estimulo de IL-12 (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996).
O IFN-y, IL-12 e INOS agem no controle do parasitismo por T. cruzi em miocardiécito e [L-4
age antagonicamente em camundongos deficientes na producdo destas citocinas
(MICHAILOWSKY et a., 2001). Camundongos deficientes no receptor de IFN-y séo
incapazes de sobreviver mesmo a baixas doses de infecgdo, com lesdes teciduais e aumento da
parasitemia (HOLSCHER et al., 1998). Animais geneticamente modificados, incapazes de
sintetizar IFN-y apresentam maior parasitemia e mortalidade quando comparados a
camundongos normais (ALIBERTI et a., 2001).

Algumas pesqguisas indicam que apesar de auxiliar na protecdo do organismo
contra o parasitismo, a resposta imune do hospedeiro talvez possa assumir um carater auto-
imune e contribuir para o desenvolvimento de patologia. Trabalhos relacionaram a resposta
Th1 ao desenvolvimento de formas graves da doenca de Chagas (GOMES et a., 2003).

O IFN-y € uma citocina que tem sido citada em diferentes modelos experimentais
como um dos principais fatores na destrui¢do do parasito. Em modelo experimental utilizando
C57BL/6, foi observada a presenca de IFN-y no inicio da infeccdo, sendo a citocina
predominante do décimo quinto ao trigésimo dia, enquanto que, em 60 dias, o balanco entre
Thl e Th2 foi invertido em favor de Th2 com a producéo de IL-4 e IL-10. Animais resistentes
ainfeccdo utilizam-se inicialmente da citocinas do perfil Thl, mas as citocinas do perfil Th2
aparecem em um momento maistardio (TALVANI et al., 2000).

Existe uma variagd na producéo de IFN-y em diferentes modelos murinos
relacionada com a resisténcia que estes animais apresentam a infeccdo por T. cruz.
Camundongos BALB/c infectados com cepa Talahuén de T. cruzi produzem uma parasitemia
muito precoce. As células do baco destes animais liberam IFN-y na segunda semana de
infecgcdo, enquanto que camundongos C3H/He, resistentes a infecgdo, produzem IFN-y dois
dias apos serem infectados (ANTUNEZ & CARDONI, 2001).
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O equilibrio entre os padrdes Thl e Th2 pode ser fundamental para o sucesso ou
fracasso do parasitismo e a expressao de citocinas € dependente do tempo da infeccdo das
células produtoras e da espécie hospedeira. Neutrofilos podem produzir diferentes citocinas e
conferir resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo por T. cruzi. Camundongos de média
susceptibilidade ao T. cruzi, BALB/c tratados com anticorpos monoclonais, para neutralizar
neutrdéfilos, apresentaram diminuicdo das citocinas do padréo Thl (IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-
o), exacerbacdo da doenca e aumento das citocinas de Th2, como IL-10, no primeiro dia apos
ainfeccdo, estabelecendo, em um primeiro momento, aimportancia das citocinas de Thl para
destruicdo dos parasitos. A deplecdo de neutréfilo de camundongos C57BL/6 induz
resisténcia a doenca e exacerbacdo das citocinas de Thl, embora os niveis de IL-10
permanecam elevados. A mesma célula pode apresentar papéis opostos em diferentes
linhagens de camundongos, com exacerbacéo ou protecéo da infecgdo por T. cruzi (CHEN et
al., 2001).

O IFN-y inibe a producdo de células Th2 (GAJEWSKI & FITCH, 1990),
enquanto a IL-4 inibe a expressdo do receptor da IL-2 e a producéo de IFN-y (PELEMAN et
a., 1989; MARTINEZ et al., 1990) e a IL-10 inibe a sintese de citocinas pelas cdlulas Thl
(FIORENTINO et al., 1989; MOORE &t a., 1990) dependente de células acessorias, sendo o
padrédo imune determinado através do perfil de citocinas secretadas (FIORENTINO et d.,
1989). A IL-12, previamente conhecida como fator estimulador de células NK, € uma citocina
capaz de direcionar o fendtipo de c8lulas T para Thl. A IL-12 estimula a producéo de IFN-y
pelos linfécitos T e células NK, e aumenta 0 nimero de células Thl in vivo (SCOTT, 1993;
TRINCHIERI, 1993). Desta forma, como o IFN-y pode apresentar um efeito de regulacéo
positiva aumentando a producdo de IL-12 por macréfagos, a IL-10 e IL-4, com perfis Th2,
inibem sua secrecdo (TRINCHIERI, 1993; SEDER et a., 1993).

Estudos apontam que citocinas secretadas por linfécitos T de camundongos
infectados ativam macrofagos para eliminarem os parasitos (NOGUEIRA & COHN, 1978;
NICKELL et a., 1987). Sozinho ou associado a0 TNF-a, o IFN-y € um dos melhores
indutores da atividade microbicida de macréfagos em vérias infeccbes por parasitas
intracelulares, incluindo T. cruzi (SHER & COFFMAN, 1992; MUNOZ-FERNANDEZ et al.,
1992; SILVA etd., 1992; SILVA et al., 1995).

O IFN-y, apresenta importante papel na infeccdo por parasitas intracelulares,

inclusive T. cruzi. A administragdo de IFN-y recombinante em camundongos aumenta a
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resisténcia a infeccdo pelo T. cruz, levando a diminuicdo da parasitemia e aumento da
sobrevida (REED, 1988).

1. 3. 1. 2 Oxido Nitrico — (NO)

Também conhecido como importante agente microbicida produzido por
macrofagos ativados, o Oxido nitrico (NO) é um gas muito reativo, possui vida média de 3 a
30 segundos, oxidando em seguida para nitrito (NO'2) ou nitrato (NO'3) (MARLETTA et dl.,
1988; MAYER et a., 1989; HEVEL et a., 1991, MULLIGAN, WHITE & MARLETTA,
1991). Ele é produzido, por um conjunto de enzimas, coletivamente chamadas de sintase de
oxido nitrico (NOS), que desaminam a L-arginina para liberar o NO, levando a co-producdo
de L-citrulina (MULLIGAN, WHITE & MARLETTA, 1991). A iNOS catalisa a conversdo
de arginina em citrulina, liberando gas Oxido nitrico difundivel, que pode se combinar com
peréxido ou superdxido de hidrogénio gerado pela enzima fagdcito-oxidase nos fagossomas
acidos, para produzir radicais peroxinitritos altamente reativos, que podem matar micrébios
(GRANGER et al., 1988). Existem varias isoformas de oxido nitrico sintase (NOS), podendo
diferir quanto a disposicéo dos tecidos, peso molecular e propriedades fisicas e funcionais.
Propbe-se atualmente, a existéncia de pelo menos trés genes que apresentam “splicing”
aternativos para producéo dessa enzima (BREDT et a., 1991; LAMAS et al., 1992;
LOWENSTEIN et a., 1992). Podem ser agrupadas em, sintase do éxido nitrico induzivel
(INOS), sintase do 6xido nitrico constitutiva (CNOS) e sintase do Oxido nitrico endotelial
(eNOS). A cNOS e a eNOS sao encontradas no sistema nervoso central e no endotélio
vascular, respectivamente, e produzem constitutivamente baixas quantidades de NO
(PALMER et d., 1988; MONCADA, PALMER & HIGGS, 1991).

Em modelos experimentais, a inibicéo farmacol 6gica daiNOS inibe a capacidade
microbicida do macréfago e promove aumento da parasitemia (SILVA et al., 1995;
MARTINS et a., 1998). Estes achados tém demonstrado que a resisténcia a infecgéo pelo T.
cruzi estd associada com a capacidade dos linfocitos produzirem IFN-y (MUNOZ-
FERNANDEZ, FERNANDEZ & FRESNO, 1992), os quais ativam os macrofagos a
produzirem NO, uma molécula efetora que tem a capacidade de controlar a multiplicacdo
intracelular do T. cruzi (GAZZINELLI, OSWALDO & JAMES, 1992; VESPA, CUNHA &
SILVA, 1994).
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Camundongos deficientes em receptor de IFN-y (IFN-yR-/-) ou deficientes na
sintase induzida de 6xido nitrico (iNOS-/-) apresentaram elevada susceptibilidade a infeccéo
por T. cruzi, com aumento da parasitemia e mortalidade (HOLSCHER et al., 1998). Este fato
demonstra a dependéncia do IFN-y nainducéo de iNOS, fator de resisténcia essencial durante
afase aguda dainfeccdo (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996). O NO inibe a replicacéo
intracelular do T. cruzi em macroéfagos infectados. Este mecanismo é ativado por células Thl
(SILVA et da., 1995). Embora a iNOS estgja associada como fator de resisténcia, em um
estudo com camundongos deficientes na producdo desta enzima, foi observado que o iINOS
tem papel importante na dilatagcdo ventricular progressiva e na disfungdo sistélica em
camundongos, durante miocardite aguda ocasionada por T. cruzi (CHANDRA et a., 2002).

Estudos em miocardidcitos de camundongos demonstram a presenca de iNOS,
quando estas células foram estimuladas com IL-1, TNF-a e IFN-y, simultaneamente,
resultando em elevados niveis de nitrito e morte do T. cruzi (CHANDRA et al., 2002).

A iINOS e cNOS diferem quanto a distribuicdo tecidual e sensibilidade aos agentes
farmacol 6gicos e fisioldgicos de regulacdo. A expressdo de iINOS em macréfagos € induzida
apos o estimulo imunoldgico e necessita da transcricdo do DNA (LORSBACH et a., 1993).
Quando ativados, os macréfagos podem liberar e sintetizar grandes quantidades de NO por
periodos longos. Por outro lado, o 6xido nitrico pode ser produzido constitutivamente pela
cNOS que pode ser encontrada em tecidos tais como endotélio vascular, cérebro, adrena e
plaguetas (MONCADA, 1992).

Macrofagos de murinos expressam atos niveis de iNOS e produzem grandes
guantidades de NO guando estimulados simultaneamente com IFN-y e LPS in vitro. O pico de
expressao de NOS ocorre 12 horas apés a estimulagéo e rapidamente declina, e em 72 horas
alcanca nivels compativeis com os controles ndo estimulados. Os macrofagos podem ser
reativados repetidamente, expressando iNOS em niveis e tempo idénticos a primeira ativacéo
(CUNHA et al., 1993).

Sobre a¢do destas citocinas inflamat6rias, outras células podem também expressar
aiNOS (MACHADO et a., 2000). O NO é uma molécula com potentes efeitos microbicidas,
especialmente em combinagdo com a H,0,, quando formam o peroxinitrito (BECKMAN et
al., 1990). Estudos experimentais mostraram que o NO é um importante mediador da
imunidade anti-T. cruzi durante a infeccdo aguda (VESPA, CUNHA & SILVA, 1994), e
recentemente foi associado a desnervacdo do plexo mioentérico do célon de camundongos
infectados (ARANTES et al., 2004). Entretanto, pouco se conhece de seus efeitos durante a
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fase crénica da infeccdo, especialmente no tecido cardiaco. O NO apresenta potencialmente
efeitos regulatérios anti-fibréticos, que uma vez manifestos, poderiam atenuar o
desenvolvimento da fibrose, observada nos casos mais graves da cardiopatia chagasica
crénica. Por outro lado, o NO esta envolvido naindugdo de apoptose, 0 que poderia contribuir
para a destruicdo de miocélulas (SAM et a., 2001), aém de apresentar efeito inotrépico
negativo (BIRKS & YACOUB, 1997), fenbmenos também observados na cardiopatia
chagasica cronica, humana e experimental. O efeito de uma caracteristica natural Thl ou Th2
também pode trazer influéncias na producdo de NO, assim a expressdo de iINOS estaria
diferenciada em camundongos da Linhagem BALB/c (Th2) comparados com a C57BL/6
(Thl).

Em conjunto, resultados de trabalhos sugerem que estimulos que levam a
producéo de citocinas pré-inflamatorias podem desencadear a producdo de NO coragao.
Quanto a infecgdo por T. cruz, a producdo de NO pode ter varias consequiéncias, entre elas, a
mediacdo de atividade tripanocida, a inducdo de apoptose em leucdcitos presentes no foco
inflamatorio e a ateragdo da fungdo contrétil do miocardio (MACHADO et a, 2000). No que
diz respeito a atividade tripanocida por midécitos, estudos sugerem que ratos infectados com T.
cruzi apresentam aumento nas expressoes de iINOS e citocinas pro-inflamatorias no coracéo
(CHANDRASEKAR et al., 1998). Resultados de outro estudo confirmam essa hipétese
mostrando que cardiomidcitos infectados com T. cruz e/ou estimulados com IFN-y, TNF-a e
IL-13 apresentaram atividade da enzima iNOS, e produzem NO, que é capaz de controlar o
crescimento do parasito intracelular, apontando que NO produzido por cardiomiécitos pode

controlar areplicacdo de parasitas no tecido cardiaco (MACHADO et al, 2000).

1. 3. 2 Quimiocinas

Outros mediadores envolvidos no controle da resposta imune denominados
quimiocinas, compreendem uma familia de citocinas quimiotaticas de baixo peso molecular
(8-12 KDa) (ROLLINS, 1997), cujo efeito biolégico mais estudado seria a capacidade de
mediar recrutamento celular. As quimiocinas participam do processo inflamatério,
promovendo a ativagdo das integrinas envolvidas, que por sua vez estéo envolvidas na adesdo
das células a0 vaso, sua expressdo localizada nos tecidos gera gradientes quimiotaticos
responsaveis pela migracdo direcionada e manutencdo das células nestes locais
(MANTOVANI, 1999).
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Estas quimiocinas foram conhecidas como quimioatraentes a partir da
caracterizacdo da IL-8 (YOUSHIMURA, 1989). Bem como a IL-8, as primeiras quimiocinas
foram descobertas e caracterizadas por sua associagdo a respostas inflamatérias, e com o
decorrer do tempo, outras com fungbes bioldgicas adicionais foram acrescentados a essa
grande familia de fatores de migracdo celular (ROSSI & ZLOTNIK, 2000).

Mais de 50 quimiocinas tém sido identificadas, e classificadas em familias C, CC,
CXC e CX3C, dependendo da posi¢do de suas duas primeiras cisteinas residuais (CLARK-
LEWISet al., 1995).

A familia das CC quimiocinas ([3), recebem essa denominagado por possuirem as
duas primeiras cisteinas (CC) préximas ao dominio amino terminal, adjacentes uma a outra,
enquanto as CXC quimiocinas (a) apresentam um aminoacido localizado entre as duas
primeiras cisteinas préximas ao dominio amino terminal. As C quimiocinas (y) apresentam
um residuo de cisteina na por¢do amino terminal. Ja as C3XC quimiocinas (d), apresentam
trés aminoacidos intercalados entre duas cisteinas conservadas (ROLLINS, 1997; GALE &
MCCOLL, 1999).

As quimiocinas sdo quimioatrentes para linfacitos, mondcitos, células dendriticas,
células NK, eosindfilos, e basofilos, com variada seletividade, mas n&o atuam nos neutrofilos
(BAGGIOLINI et al., 1997; MANTOVANI, 1999). As CXC quimiocinas podem ser
subdivididas em dois grupos, caracterizadas pela presenca ou auséncia da sequéncia ELR,
respectivamente denominadas ELR+ ou ELR-. O ELR corresponde a sequéncia dos
aminoécidos acido glutamico-leucina-arginina que precede as duas primeiras cisteinas da
molécula. As CXC quimiocinas ELR+ estdo relacionadas a quimiotaxia de neutrdfilos,
enquanto as CXC quimiocinas ELR- exercem seu efeito quimiotatico sobre linfécitos,
principamente. A familia C é fator quimioatraente para linfécitos e apresenta dois
representantes descritos. A fractalquina € o Unico representante descrito da familia CX3C,
sendo esta a Unica quimiocina que pode ser encontrada associada a membrana celular,
possibilitando uma firme ades@o as células endoteliais sem a necessidade de ativagdo das
integrinas (ROLLINS, 1997).

As quimiocinas desempenham um papel fundamental na fisiologia leucocitéria
controlando o processo de desenvolvimento e maturagdo dos leucdcitos, bem como sua
recirculagdo fisiologica (células mononucleares), sendo denominadas quimiocinas
congtitutivas. Outras quimiocinas, a0 contrario, mostram-se mais atuantes em condicdes

inflamatodrias, direcionando células aos 6rgaos linféides secundérios e ao foco inflamatério
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(ROSSI & ZLOTNIK, 2000). Padrbes pro-inflamatérios de resposta sdo geramente
associados com resposta do tipo Thl, com a expressdo de quimiocinas que atraem
seletivamente um infiltrado celular polarizado Thl para o sitio inflamatério (ORLOFSKY et
a., 1994; KODELJA et a., 1998; HEDRICK et a., 1998; BONECCHI et a., 1988; ROSS| &
ZLOTNIK, 2000).

1.3.21MCP-1

MCP-1 (Proteina Quimiotética de Mondcitos) foi mais bem caracterizada como
pertencente a familia das C-C quimiocinas (CLARK-LEWIS et al., 1995). Até o momento,
algumas foram identificadas em humanos: MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 e MCP-5
(YOSHIMURA et a., 1989; VAN DAMME et a., 1990; UGUCCIONI et a., 1996;
GARCIA-ZEPEDA et a., 1996; SARAFI, et a., 1997) e podem exercer suas acdes apenas
sobre mondcitos e ndo sobre neutrofilos. Possuem certa homol ogia com suas cadeias protéicas
e podem executar acBes complementares e superpostas. A MCP-1 possui homologo em
camundongo, a quimiocina denominada JE (YOSHIMURA et al., 1989).

A MCP-1 é um potente quimioatraente para monaocitos, células T e células NK
(LOETSCHER et a., 1996) e esta implicada em doencas caracterizadas por infiltrados ricos
em monécitos (MATSUSHIMA et a., 1989; CHARO & TAUBMAN 2004). Possui acéo
guimiotédtica de mondcitos circulantes para o endotélio (FORTES et al., 2007) e € um
importante mediador no recrutamento de mondcitos/macréfagos e na ativagcdo destes nas
inflamagdes cronicas e neoplasias (CHEN et al., 1999). A MCP-1 presente na membrana
sinovial recruta macréfagos e perpetua a inflamacdo nas articulages de pacientes com artrite
reumatdide (CORRIGALL et al., 2001).

Trabalhos experimentais mostram que camundongos deficientes em MCP-1 sdo
incapazes de montar resposta Th2 (GU et al., 2000). A MCP-1 é uma quimiocina reconhecida
por induzir a producdo de anions superdxido, liberacdo de enzimas lisossomais, IL-1 e lL-6, e
por regular a expressdo de moléculas de adesio em mondcitos (ROLLINS, WALZ &
BAGGIOLINI, 1991).

Além de aumentar o potencial microbicida dos macro6fagos, a MCP-1 tem
potencial pré-fibrotico (FERREIRA et al., 2006). Macréfagos estimulam a producdo de
fibrose, através de estimulos de citocinas e fatores de crescimento (GHARAEE-KERMANI et

al., 1996) Além disso, estudos sugerem que a MCP-1 pode modular diretamente o fendtipo e a
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expressao génica do fibroblasto, estimulando o aumento do metabolismo e a producéo de
matriz extracelular, como observado em modelo de fibrose na cardiopatia isquémica
(FRANGOGIANNIS et al., 2007).

Na doenca de Chagas experimental estudos sugerem que a MCP-1 aumenta a
capacidade dos macrofagos na eliminagdo do T. cruzi e possivelmente por aumentar a
producéo de NO (COELHO et a., 2002). Outro estudo aponta uma significante expressdo de
MRNA paraiNOS nos macrofagos tratados com MCP-1 (BISWAS, SODHI & PAUL, 2001).

Portanto, o NO, citocinas e as quimiocinas possivelmente apresentam muitos
efeitos sobre as lesdes observadas na miocardite chagasica cronica. Assim, no presente
estudo, foi avaliado o coracdo durante afase aguda e crénica da infeccdo experimental pelo T.
cruzi, provenientes de animais com caracteristica basicas Thl (C57BI/6-S) e nessa mesma
linhagem de animais deficientes em iNOS (C57/BI6-KO).

1.4 O camundongo como modelo experimental

Modelos como camundongos, ratos e hamsters apresentam caracteristicas
importantes na doenca de Chagas experimental, onde se podem citar: a intensidade e
heterogeneidade do curso da infeccdo e diferencas nas lesdes conforme as populacfes de
cepas Utilizadas e essas caracteristicas se expressam de forma diferente entre os modelos
resistentes e susceptiveis a doenca (ANDRADE et a., 1985; ARAUJO-JORGE & CASTRO,
2000). Além das cepas, as linhagens dos camundongos também interferem no grau de
patogenicidade da doenca de Chagas (ANDRADE et a., 1985). Os camundongos C57BI/6
sdo considerados resistentes, ja os camundongos BALB/c sdo considerados susceptiveis a
infecgcdo pelo T. cruzl (ANDRADE et ., 1985; ARAUJO-JORGE e CASTRO, 2000).

O tratamento da doenca de Chagas em modelos murinos, tem sido amplamente
utilizado. Esses animais sd0 muito utilizados para o entendimento das caracteristicas
biol6gicas das diferentes cepas de T. cruzi. Os camundongos knockouts, assim denominados
por apresentarem defeitos genéticos definidos (mutacdo nula homozigética), surgem como
uma nova alternativa para a pesquisa. Esses camundongos apresentam eliminagdo proposital
de um ou mais genes, gerado por meio de recombinacdo homdéloga (ABBAS et al., 2002).
Sequiéncia de DNA homadlogas ao gene que se desgja eliminar sdo transfectadas em células de
embrido. Posteriormente, as células sdo reimplantadas em fémeas receptoras e a linhagem
deficiente é obtida (BABINET & COHEN-TANNOUDJ, 2001). Esta tecnologia tem
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aumentado a compreensdo das fungdes imunes, pela reducdo na expressdo de componentes
imunol 6gicos que acarretam uma resposta deficiente (YEUNG et al., 1994). Além disso, a
interacdo molecular envolvendo componentes imunoldgicos e a quimioterapia pode ser
detalhada em camundongos knockouts para citocinas, receptores de superficie celular,
mol éculas de sinalizagéo e fatores de transcricdo (FERRAZ et al., 2007).

Na doenca de Chagas foram realizados estudos com camundongos knockouts, que
elucidaram mecanismos da resposta imune e da patogénese (ARANTES et a., 2004,
CAMPOS et a., 2004; WAGHABI et a., 2002). Estudos apontam que camundongos
knockouts para IFN-y ou iNOS infectados pelo T. cruz, apresentam redugdo na desenervacéo
intestinal quando comparados aos camundongos selvagens e que a desenervacéo é causada
pela producéo de NO estimulada pelo IFN-y (ARANTES et a., 2004).
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2JUSTIFICATIVA

As citocinas e quimiocinas desempenham papel importante na regulagdo da
resposta imune e seguramente estéo envolvidas, tanto na resisténcia, quanto Nnos mecanismos
relacionados com a imunopatologia na doenca de Chagas. Sabe-se também que existe a
participacdo de varias moléculas no processo de defesa contra o patdgeno, bem como nos
mecanismos de lesdo tecidual. O oOxido nitrico (NO) representa uma destas moléculas, com
potencial tripanocida. Alguns trabalhos experimentais mostram também que o NO é um
importante mediador da imunidade anti-T. cruzi durante a infec¢do aguda, porém, pouco se
conhece 0 seu potencial patogénico durante a fase cronica da infeccéo.

Portanto, conhecer a intensidade e os diferentes mecanismos de agresséo
desencadeados na fase aguda e na fase cronica da infeccdo, parece ser fundamental para

entender os mecanismos envolvidos nas lesdes, especialmente no tecido cardiaco.
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O Oxido Nitrico, o IFN-y e a MCP-1 s moléculas importantes no
desenvolvimento das lesdes cardiacas durante a fase aguda e crénica na doenca de Chagas

experimental.
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4 OBJETIVOS
4.1 0Objetivo geral

- Analisar a contribuicdo do 6xido nitrico, IFN-y e MCP-1 no desenvolvimento da
inflamagdo e da fibrose cardiaca nas fases aguda e cronica da infecgdo experimental pelo T.

cruz.

4. 2 Objetivos especificos

- Andisar o processo inflamatorio nos camundongos selvagens (C57BL/6-S) e
nos camundongos deficientes em iINOS (C57BL/6-KO) infectados por T. cruzi comparando
com animais controles.

- Quantificar afibrose no tecido cardiaco destes animais;

- Quantificar o parasitismo tissular cardiaco nafase aguda e crénica;

- Verificar aproducéo de IFN-y, e MCP-1 por células do bago destes animais.
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5MATERIAL E METODOS

5.1 Casuistica

No presente estudo foram analisados 45 animais. Destes, 27 eram da linhagem
C57BL/6 selvagens (C57BL/6-S) e 18 animais C57BL/6 eram deficientes em iNOS
(C57BL/6KO). Dos 27 animais C57BL/6-S, 3 camundongos foram separados para 0 grupo
controle ndo infectado, 12 foram infectados com a cepa Y e 12 foram infectados com a cepa
Colombiana. Entre os camundongos C57BL/6KO, 12 foram infectados com a cepa Y e 6
animais foram infectados com a cepa Colombiana. Entre os animais infectados com acepaY,
foram eutanasiados 6 animais C57BL/6-S e 6 animais C57BL/6KO
infeccdo. Também foram infectados com acepa Y e eutanasiados na fase crénica da infeccao:
6 C57BL/6-S, 6 C57BL/6KO. Os animais infectados com a cepa Colombiana que foram
eutanasiados, na fase aguda da infeccdo, 6 eram C57BL/6-S e 6 eram C57BL/6KO. Na fase

na fase aguda da

crénica da infeccdo somente os 6 animais C57BL/6-S foram eutanasiados, visto que, 0s
animais C57BL/6KO nao sobreviveram (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢do do nimero de animais utilizados no estudo, de acordo com a linhagem, cepa inoculada e

fase dainfecgdo
n animais cepa inoculada infeccdo
6 C57BL/6KO Y aguda
6 C57BL/6KO Y cronica
6 C57BL/6KO Colombiana aguda
6 C57BL/6-S Y aguda
6 C57BL/6-S Y cronica
6 C57BL/6-S Colombiana aguda
6 C57BL/6-S Colombiana cronica
3 C57BL/6-S controle n&o infectado

N=45
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O exame parasitol gico direto, dos animais infectados, foi realizado no sétimo dia
deinfeccdo paraacepaY e no décimo quarto dia de infeccéo para a cepa Colombiana.

O procedimento do exame parasitol dgico foi feito segundo o protocol o abaixo:

a) Assepsia da cauda de cada animal com gaze embebida em alcool etilico a 70%;

b) Corte a 1,5 mm da extremidade distal da cauda e coleta da segunda gota de
sangue sobre |amina de vidro para microscopia;

c¢) Cobertura da gota de sangue sobre alamina com uma laminula;

d) Exame ao microscopio de luz com objetiva de 40x;

€) Tratamento da ferida com solucdo de permanganato de potassio a 0,1% e
devolugéo dos animais as gaiolas.

Apébs constatar a parasitemia, os animais que desenvolveram a fase crénica da
doenca receberam tratamento com 8,33 mg de benzonidasol/mL de agua correspondendo a 20
comprimidos diluidos em 250mL de &gua de beber (Rochagan, Produtos Roche Quimicos e
Farmacéuticos S. A. Registro MS — 1.0100.0074, IndGstria Brasileira), via ora a partir do 15°
dia da infeccdo até a negativacdo da parasitemia. NOS grupos experimentais, para cada
linhagem, os animais receberam uma Unica infeccéo e foram sacrificados apds 120 dias. Cada
grupo foi composto por 6 animais. A eutanasia foi realizada através da inalacéo de éter etilico
e posterior necropsia, através de incisdo ventral, onde coletou-se 0 bago para cultura de
células e 0 coracdo para estudo in situ. As demais visceras de interesse foram coletadas e
armazenadas para andlises posteriores.

Os animais foram mantidos e eutanasiados seguindo as recomendagbes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal. Enquanto permaneceram no biotério da
Disciplina de Biologia Celular da UFTM, foram mantidos em gaiolas plésticas de 414 mm x
168 mm, em sala especial, com renovagdo constante de ar, a uma temperatura entre 20 e 25° C
e umidade entre 45 e 55%. A aimentacdo foi feita com racdo comercial de composicao
conhecida (Nuvilab-CR1, NUVITAL Nutrientes Produtos Veterinatios Ltda — Curitiba- PR),
vitaminas termol&beis e &gua para beber oferecidas ad libtium. O alimento, a &gua para beber
e a serragem que serviu de forragem para as gaiolas passaram pelo processo de esterilizagdo
em autoclave antes de serem oferecidos aos animais. Durante o periodo de experimento, 0s

animais eram supervisionados diariamente para verificacdo de eventuais 6bitos.
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5.2 Obtencéo do Trypanosoma cruz parainéculo em camundongos

Para produzir a infecgdo nos camundongos foram utilizados tripomastigotas
sanglineos provenientes de camundongos Suicos, obtidos por sangria do plexo venoso retro
orbital (WAYNFORTH e FLECKNELL, 1992) em citrato de sddio a 3,8%, com auxilio de
uma pipeta Pasteur umedecida com heparina. O indculo foi gjustado para a concentracéo de
3x10°® tripomastigotas sangiiineos (BRENNER, 1962) administrado por via subcutanea. O
nimero de parasitos foi determinado apds contagem de 5uL de sangue entre lamina e
laminula. O sangue foi diluido e gustado a uma concentracdo de 3000 formas
tripomastigostas por 100uL. Cada animal foi infectado por via intraperitoneal com a injecéo
de 100 pL da suspensdo de parasitas.

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio Schineider, suplementado
com L-glutamina, carbonato de célcio, e 20% de soro fetal bovino, para o preparo de
antigenos brutos do parasito.

As culturas foram mantidas em estufa a 29°C. No fina da fase logaritmica do
crescimento, os parasitos foram coletados, e lavados 3 vezes por centrifugagdo (800g por min
4°C) com solucdo saina tamponada (PBS). Os parasitos foram contados em camara de
Newbauer e resuspensos em &gua estéril a uma concentracdo de 10® parasitasmL. A
suspensdo foi submetida a5 ciclos de congelacéo e descongel agéo para a lise completa, sendo
em seguida, diquotado e armazenado em freezer -70°C e usado nas culturas de células

esplénicas.
5.3 Processamento das |laminas

Os fragmentos do coracéo foram fixados em formaldeido a 10% por 24 horas.
Apbs a fixagdo, foram submetidos a0 processo de desidratacdo em uma série crescente de
acool etilico, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina, posicionando os fragmentos com
seu eixo longitudinal perpendicular a0 plano de microtomia, obtendo-se entéo, cortes
transversais, e, para cada coragdo, dez cortes seriados com 5um de espessura. Os cortes foram
aderidos as laminas com o adesivo polilisina e submetidos a secagem. Em seguida foram
realizadas as coloragdes de rotina. As laminas de nUmero 1 foram coradas pela Hematoxilina
(solugdo acodlica de hematoxilina adicionada a alimen de potassio e Oxido de mercurio

vermelho) e Eosina (solucdo aquosa de stock de eosinay e floxina a 1% adicionada a &cido
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acético glacia e dcool a95%) (HE) (MICHALANY, 1980). Nas laminas de nimero 2, foram
realizadas as colorages pelo picrosirius. As laminas de nimero 3 foram utilizadas para a

técnica de imunohistoquimica para T. cruz.

5.4 Quantificacdo do infiltrado inflamatorio

Para a quantificacdo do infiltrado inflamatorio, foram utilizadas as |aminas de
fragmento cardiaco coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE). As imagens para andlise dos
cortes de coracdo dos camundongos foram capturadas utilizando uma camera de video digital
(Evolution MP 5.0 — color — Media Cibernetic) acoplada a um microscépio de luz (Nikon —
Eclipse 50i) que envia as imagens para um computador (Pentium dual core duo) para serem
capturadas no programa “Image — Pro Plus’ (MediaCybernetics). As imagens assim
capturadas foram visualizadas em dois monitores, e gravadas para posterior utilizagdo com os
programa de andlise de imagem “Image J' . Essas imagens foram calibradas através da lamina
(Leica) com régua graduada em dois milimetros divididos em unidades de 0,01mm (dez
micrémetros) para a objetiva de dez vezes.

Para analisar o infiltrado inflamatério no coracdo foi utilizado um sistemateste de
contagem de pontos em uma é&rea teste pré-determinada (MANDARIN DE-LACERDA,
2003). Para calcular o nimero de éreas teste ou campos, foi utilizada a formula de HALLY
(1964), com o qual se calculou o erro padréo relativo (EPR) onde Vv= densidade de volume

da estrutura em andlise e n = nimero de pontos a serem contados.

epr- |4=W) W P
n Onde, Pr : Pp = arazdo de pontos que atingem o coracéo

onde hainfiltrado inflamat6rio (miocardite) e Pr= nimero de pontos teste =100.
O n calculado foi corrigido pela seguinte formula:

Ncalculado

Vv

Necorrigido =

n corrigido = 384* 0,04 = 9600 pontos
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Para calcular a percentagem de infiltrado inflamatério foi utilizada a seguinte
Para andlise da miocardite, empregou-se o critério de "Dallas’ (ARETZ, 1987).
SO po
estivessem presentes no intersticio, ocasionando |

Utilizamos o Erro Padréo Relativo igua a 10.000 pontos. Assim, analisamos ao
formula: %M = ((D_ pontos* 550)/5.500.000)

,88um onde cada ponto corresponde a 550pm? totalizando uma &rea total de estudo de

5.500.000 pm? (Figura 1).
corresponde a 5.500.000 pm?. Este resultado se multiplica por 100 para obter a percentagem.

acaso, 100 imagens e cada imagem tinha 100 pontos com um tamanho de 234,88 um x
somatéria do nimero de pontos que coincidiram com o infiltrado inflamatério vezes o valor
de 550 pm? que corresponde a &rea por ponto dividido pela &ea tota de analise que

234

Por definicdo, o diagnostico de miocardite
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Figura 1. Assetas azuis indicam a direcéo de escolha dos campos, e os pontilhados vermelhos os campos

selecionados, em um total de dez campos.
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Figura 2: Em maior aumento, 0 campo com o sistema teste de cem pontos em uma area pré-determinada de
55000pm?. A &rea por ponto corresponde a 550 pm?. O total da érea do estudo corresponde a 5.500.000 pm?.

5.5 Quantificacdo da fibrose

A avaliagdo morfométrica do tecido conjuntivo fibroso foi realizada nos cortes do
coragdo, fixados e emblocados em parafina. Foi realizada a coloragdo pelo picrosirius
(solucéo aquosa saturada de écido picrico adicionada de 0,19% de vermelho da Siria F3b,
Srius red F3B-Bayer) com contra coloragdo pela hematoxilina por um minuto. As laminas
foram analisadas por morfometria digital, em microscopio de luz polarizada em uma objetiva
de 10x com aumento final de X400. A morfometria foi feita utilizando o Sistema Analisador
de Imagem Automético KS 300 — “Carl Zeiss’, utilizando uma macro (Figura 3). O campo a
ser quantificado era capturado por meio de uma camera acoplada a0 microscopio e ao
computador para digitalizagdo da imagem. Na imagem polarizada o tecido conjuntivo fibroso
apresentou-se birrefringente que era marcado pelo observador e obtinha-se o percentual de
fibrose por area do campo a ser quantificado. A fibrose total e intersticia foi quantificada em

20 campos que corresponde atoda a area do corte.
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Figura 3. Morfometria computadorizada microscopica automatica. Em (A) observa-se o microscépio de luz
acoplado a uma camera conectada a0 computador. Em (B) observam-se as etapas seguidas pelo programa KS
300 da Carl Zeiss, em (C) a captura da imagem a ser quantificada com luz polarizada e (D) o resultado da
guantificagdo em porcentagem daimagem capturada.

5.6 Cultura de células

O baco foi coletado para cultura de células e transferido para uma placa de Petri
contendo meio RPMI incompleto (RPMI 1640, GIBCO, AUCKLAND, NZ). Apos a divulsdo
mecénica do 6rgdo, as células em suspensdo foram lavadas 3 vezes por centrifugacéo (200xg,
15 min 8C). As céulas foram contadas em camara de Newbauer, ressuspendidas
(2x106CeI/mL) em meio Dulbecco's (DULBECCO'S MODIFIED EAGLE MEDIUM,
AUCKLAND, NZ) suplementado com 5% de soro fetal bovino, L-glutamina, gentamicina e 2
mercapto-etanol. Um mL da suspensdo foi distribuido em duplicata em cada poco de cultura
de placa de 24 pocos e incubados em presenca de meio, 5 pg/mL de antigenos de T. cruz, 2
pg/mL Concanavalina A(ConA) - (nos animais da cepa “colombiana’) e fitohemaglutinina
(PHA) e lipopolissacarideo (LPS) (nos animais da cepa“Y”). As culturas foram mantidas por
24 e 72 horas em estufa incubadora de CO, a 37°C, guando os sobrenadantes foram col etados

e armazenados em freezer a—70 C até andlise.

Dissertacdo de Mestrado — Claudia Renata Bibiano Borges



© 00 ~N o O A wWwN P

NONNNDN R R R R R R R R R R
E W N B © © 00 N OO 00 B W N kP O

N
(31

NN
~N o

gwwwwwm
w N PP O ©

5.7 Dosagem de citocinas por EL | SA dos sobrenadantes de cultivo de células do bago

As citocinas presentes nos sobrenadantes de culturas de células dos bacos dos
animais infectados e controles foram dosadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA tipo
sandwich) utilizando pares de anticorpos comercialmente disponivels.

Placas de polipropileno de ata afinidade, com 96 pocos de fundo chato (NUNC —
Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais (50ul) contra cada
uma das citocinas (IFN-y e MCP-1 - BD OptEIA™ |, Biosciences Pharmingen, 1:250) diluidos
em tampdo Coating (carbonato/bicarbonato pH 9,2) over night a 4°C. Posteriormente, as
placas foram lavadas com PBS/Tween a 0,05% em lavadora automatica, bloqueadas por 4
horas em temperatura ambiente, em solucdo PBS-BSA (solucgéo salina tamponada com fosfato
- soro-albuminabovina) 2%, e lavadas novamente com PBS/Tween a 0,05%. As amostras dos
sobrenadantes foram distribuidas em diluigdes 1:2 em PBS BSA 2%. A curva padrdo 1000 a
16 pg/mL com cada citocina foi utilizada como padrédo de referéncia. As amostras foram
incubadas "overnight” a 4°C, as placas foram lavadas novamente com PBS/Tween a 0,05% e
distribuiu-se anticorpo secundério anti-citocina, conjugado com biotina por 2 horasa37°C. As
placas foram novamente lavadas com solucdo de PBS/Tween a 0,05% e incubadas com
peroxidase (2 horas a 37°C). Finamente, apds nova lavagem com solucéo de PBS/Tween a
0,05%, as placas foram incubadas com nitrofenil fosfato (NPP) (Sigma) 1mg/ml em tampéo
di-etanolamina pH 9,4, protegidas da luz. As placas foram lidas em leitor de microplacas com
o filtro de 405nm (Biorad 2550 Reader EIA, USA). A concentragdo das citocinas foi
determinada por analise de regressdo comparando com a absorbancia obtida nas amostras com

aquelas da curva padréo, realizadas em cada placa para a citocinas em quest&o.

5.8 Imunohistoquimica

A imunohistoguimica para deteccdo de ninhos de T. cruz foi realizada nos cortes
de coragdo dos camundongos infectados e fixados em formol. Apds blogueio da peroxidase
enddgena pelo tratamento com H,O, em metanol, as |aminas foram lavadas e incubadas com
solugdo PBS contendo 2% de PBS-BSA. Em seguida, cada corte foi incubado com o
anticorpo anti- T. cruzi produzido em coelho, na concentragdo 1. 250, incubado durante 2
horas & temperatura ambiente (37°C). Posteriormente, as |aminas foram lavadas em PBS e
novamente incubadas com o anticorpo secundério proteina A conjugada com peroxidase, na
diluicdo 1:500. As laminas foram lavadas e reveladas com 25 pL de H,0,(0,05%) + 1mg/mL
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DAB (1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol-Diaminobenzidina) em tamp&o tris-HCl pH 7,4. A
reacdo foi interrompida lavando-se as laminas em &gua corrente. Os cortes foram contra-
corados, com hematoxilina e as |&minas foram entdo montadas para andise em microscopio

de luz comum.

5.8.1 Densidade Parasitaria

A densidade parasitéria do nimero de ninhos de amastigotas por mm? foi
realizada através da contagem desses ninhos em todo o corte do coragdo de cada animal. A
guantificacdo da &rea do miocardio foi realizada capturando toda a imagem do coragdo com o
auxilio de um scanner HP Scanjet G 4050 (USA) e o programa Adobe Photoshop CS2 em um
computador Pentium dua core duo. O tamanho de cada imagem corresponde a 10mm?. As
imagens assim capturadas foram visualizadas e gravadas para posterior utilizacdo com o
programa de andlise de imagem “ImageJ’, onde foi obtidas as mensuragfes, cujos valores

foram expressos em mm? (Figurad).

Limaged

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Oloj|ol~<|4]+|x Ala @2 Z KU1 9= |@ > |

Select LUT Menu A

LE[K) Resuite BE
File Edt Font | File Edit Font
ISIice Count Total Area |Averade Size |Area Fraction | | |Labe| |Area ‘Mean |Sthev |Mude |Min |Ma)-(

Ijgnnmm-upg 2 1697 R 4R 1R 9 —8 agoolko1-1 1682 0 0 0 0 0

-

[+l |

Figura 4. Em A programa ImageJ; Em B, imagem de corte do corago capturada como indicado no item 5.8.1;
Em C imagem transformada em 8 bits e utilizado o comando threshold que transforma a imagem em branco e
preto, permitindo o célculo da area pelo programa; Em D, o resultado do célculo
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5.9 Aspectos éticos

Todos os procedimentos realizados com os animais estdo de acordo com as
normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Anima — COBEA
(ANDERSEM et a., 2004, MEZADRI, THOMAZ & AMARAL, 2004). O Projeto de
Pesquisa do presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UFTM
(CEP/UFTM), protocolado com o nimero 50.

5.10 Nor mas adotadas

Foram adotadas normas da ABNT, NBR 14724. Agosto de 2002. Informagdo e
documentac&o — trabalhos académicos — apresentacdo e as recomendacdes do Curso de Pos
Graduagdo em Patologiada UFTM.

5.11 Anélise Estatistica

Para a andlise estatistica foi elaborada uma planilha eletrénica no programa
Microsoft Excel®, e sua realizacdo se fez através do programa e Statview (Abaccus EUA). A
verificagdo da distribuicdo normal das variaveis quantitativas foi feita pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As varidveis continuas que apresentaram distribuicdo
normal foram expressas em média + desvio padréo e aquelas que apresentaram distribuicéo
ndo normal foram expressas em mediana com vaores minimos e maximos e percentis. As
varidveis que apresentaram distribuicdo normal e variancia semelhante foram analisadas pelos
testes "t" de Student para comparacdo de dois grupos. As variaveis que apresentaram
distribuicdo normal com variancia ndo homogénea ou distribuicdo n& normal, foram
analisadas pelos testes de Mann-Whitney (T) para comparagéo de dois grupos independentes
e Kruskal Wallis paraa comparacdo de trés ou mais grupos. Os resultados foram considerados

estati sticamente significativos quando a probabilidade foi menor 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

No presente estudo, foram quantificados os ninhos de T. cruz, no tecido cardiaco
no grupo de animais C57BL/6KO e C57BL/6-S e avaliados 0s processos patol 6gicos gerais,

como inflamac&o e fibrose tecidual no miocéardio.

6. 1 Parasitismo cardiaco

O parasitismo tissular foi avaliado pela contagem de ninhos de T. cruzi no
miocérdio na fase aguda e crénica pela técnica de imunohistoguimica indireta (Prancha 1A e
1B), em todos os grupos infectados e foi expresso na forma de niimero de ninhos por mm? da
dreado corte examinado.

O numero de ninhos de T. cruz no tecido cardiaco em animais infectados com a
cepa colombiana (n=6) foi significativamente maior nos animais C57BL/6KO que nos
animais C57BL/6-S (Mann-Whitney, p=0,006) enquanto que nos animais infectados com a
cepaY (n=6), ndo foi observado diferenca significativa entre estes mesmos grupos.

Nos animais C57BL/6K O infectados com a cepa Colombiana, 0 numero de ninhos
foi significativamente maior que nesta mesma linhagem infectada com a cepa Y (Mann-
Whitney, p=0,004). A linhagem C57BL/6-S ndo houve diferenca significativa quando

comparada as duas cepasde T. cruz (Figurab).
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Figura 5. Distribuicio do nimero de ninhos por mm? em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S infectados
comacepaY e com acepa colombiana na fase aguda. Os dados sdo apresentados em niimero de ninhos por érea
do corte anaisado. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, alinha vertical o
percentil de 10% a 90% (* Mann-Whitney; p=0,0001); (** Mann-Whitney; p=0,033).

6. 2 Inflamac&o na fase aguda

O processo inflamatorio foi avaliado por morfometria utilizando um sistema teste
de contagem de pontos em uma &rea teste pré-determinada, tanto na fase aguda como na fase
crénica no miocardio dos animais infectados com as cepas Y (n=24) e Colombiana (n=24).
Na fase aguda houve predominio de polimorfonucleares (PMN), enquanto que, na fase
cronica  encontrou-se infiltrado  inflamat6rio, congtituido  predominantemente  de
mononucleares (MN) (Prancha 1C e 1D). A inflamagdo foi avaiada entre os grupos de
animais (C57BL/6-S) e deficientes em iNOS (C57BL/6KO ).

Na fase aguda, foram comparados os animais C57BL/6-S e C57BL/6KO,
infectados com a cepa Colombiana (n=6) e com a cepa Y (n=6). Ndo houve diferenca
significativa entre os animais C57BL/6-S e C57BL/6KO quando infectados pela cepa Y ou
colombiana. Entretanto, em ambas linhagens, quando comparados os animais infectados com
ascepas Y (n=6) e Colombiana (n=6), no grupo C57BL/6KO a inflamacéo causada pela cepa
colombiana foi significativamente maior (Mann-Whitney, p=0,013) asssm como, no grupo
C57BL/6-S (n=6) (Mann-Whitney, p=0,004) (Figura6).
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Figura 6. Distribui¢do da porcentagem de exsudato inflamatério em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S
infectados pelas cepas Y e Colombiana na fase aguda da infecgdo. A linha horizonta representa a mediana, a
barra a disperso de 25% a 75% e a linha vertical representa a dispersdo de 10% a 90%. *(Mann Whitney;
p=0,013); ** (Mann Whitney; p=0,004).

6. 3 Inflamac&o na fase croénica

Na fase crénica, foram comparados o infiltrado inflamatério entre os animais
C57BL/6KO (n=6) e C57BL/6-S (n=6) inoculados com a cepa Y, ndo sendo observado
diferenca significante. No entanto, entre os animais C57BL/6-S infectados com a cepa Y
(n=6) e Colombiana (n=6) foi observado uma inflamac&o significativamente maior nos
animais inoculados com a cepa Colombiana (Mann-Whitney, p=0,004) (Figura 7).

Né&o foi avaliada a fase crénica do grupo C57BL/6KO infectado com a cepa

Colombiana, pois 0s mesmos morreram antes de atingirem esta fase.
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Figura 7. Distribuicdo da porcentagem de exsudato inflamatorio em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S
infectados pelas cepas Y e Colombiana na fase cronica da infec¢do. A linha horizontal representa a mediana, a
barra a disperso de 25% a 75% e a linha vertical representa a dispersdo de 10% a 90%. *(Mann Whitney;
p=0,004).

6. 4 Fibrose na fase aguda

A fibrose foi avaliada por morfometria digital no tecido cardiaco utilizando-se
cortes corados pelo picrosirius e analisados na luz polarizada (Prancha 1E e 1F).

Na fase aguda, foi comparada a fibrose nos animais C57BL/6-S e C57BL/6KO,
infectados com a cepa Colombiana (n=6) e com a cepa Y (n=6). N& houve diferenca
significativa entre os animais C57BL/6-S e C57BL/6KO quando infectados pela cepa Y ou
colombiana e a suaintensidade foi semelhante ao grupo controle.

No grupo C57BL/6-KO, houve uma maior producéo de fibrose pelos animais
infectados com a cepa Colombiana (n=6) que os animais infectados com acepa Y (n=6), no
entanto essa diferenca ndo foi estatisticamente significante. Da mesma forma, ndo houve
diferenca significante no grupo C57BL/6-S, inoculados com a cepa Colombiana (n=6) e com

acepaY (n=6) (Figura8).
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Figura 8. Distribuicdo dafibrose em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S, infectadoscom acepaY ecom a
cepa Colombiana, durante a fase aguda da infecgdo. Os dados sdo apresentados em porcentagem da area de
fibrose. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, alinha vertical o percentil de
10% a 90%.
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6. 5 Fibrose na fase cronica

O grupo C57BL6KO infectado com a cepa Colombiana néo foi avaliado, pois 0s
animais morreram antes de chegar a fase cronica. Na fase crénica observou-se em todos 0s
animais um aumento significativo da fibrose quando comparado como grupo controle. Na
andlise dos animais infectados pela cepa Y durante a fase crénica mostrou que, entre os
grupos C57BL/6KO (n=6) e C57BL/6-S (n=6), quando comparados, a producéo de fibrose

ndo foi significativamente diferente (Figura 9).
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Figura 9. Distribui¢do da fibrose no grupo controle e em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S, infectados
com acepaY durante a fase cronica dainfec¢do. Os dados sdo apresentados em porcentagem da &rea de fibrose.
A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha vertical o percentil de 10% a
90%.

6. 6 Dosagem de IFN- y e MCP-1

A dosagem de IFN-y e MCP-1 foi redlizada por ensaio imunoenzimético em
sobrenadantes de culturas de células do bago, cultivados por 72 horas em presenca de

antigenos de T. cruzi ou meio.

6. 6. 1 Niveisde | FN-y na fase aguda da infecgéo

Os niveis de IFN-y foram avaliados entre os camundongos C57BL/6-S e
C57BL/6KO, infectados com a cepa Colombiana e com a cepa Y. N&o houve diferenca
significativa entre os animais destas linhagens quando infectados pela cepa Y ou Colombiana,
nem em sua producdo basal, nem apos o estimulo com T. cruz.

No grupo C57BL/6K O, quando comparada a producéo de IFN-y entre os animais
infectados com a cepa Y (n=4) com os animais infectados com a cepa Colombiana (n=5),

também ndo houve diferenca significante, nem na producéo basal, nem ap6s estimulo com T.
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cruzi. Da mesma forma, ndo houve diferenca significante no grupo C57BL/6-S, inoculados
com a cepa Colombiana (n=6) e com acepa Y (n=6), com ou sem estimulo de T. cruz (Figura
10).
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Figura 10. Niveis de IFN-y em sobrenadantes de cultura em células de baco de camundongos C57BL/6KO
e C57BL/6-S, infectados com as cepas Y e Colombiana, na fase aguda da infeccdo. Os dados sdo
apresentados em ng/mL.A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha
vertical o percentil de 10% a 90%.

6. 6. 2 Niveisde | FN-y na fase crénica da infeccéo

A producdo de IFN-y foi avaliada entre os grupos C57/BL/6-S e C57BL/6KO,
infectados com a cepa Y. O grupo C57BL/6-S infectado com a cepa Colombiana néo
produziu niveis detectaveis de IFN-y, ja o grupo C57BL/6KO ndo sobreviveu a esta fase da
infeccao.

N&o houve diferenca significante entre os animais C57BL/6K O (n=6) e C57BL/6-
S (n=6) infectados com a cepa Y durante a fase crénica da infeccdo, nem em sua producéo

basal, nem apos estimulos com T. cruz (Figura 11).
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Figura 11. Niveis de IFN-y em sobrenadantes de cultura em células de baco de camundongos C57BL/6-S,
infectados com as cepas Y, na fase na fase cronica da infecgdo. Os dados s8o apresentados em ng/mL. A
linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, alinha vertical o percentil de 10%
a90%.

6. 2. 3 Niveisde MCP-1 na fase aguda da infecgéo

Os nivels de MCP-1 foram avaliados entre os camundongos C57BL/6-S e
C57BL/6K O, infectados com a cepa Colombianae com acepa Y.

O grupo C57BL/6KO infectado com a cepa Colombiana (n=5) apresentou niveis
significativamente maiores de MCP-1 em sua producéo basal que o grupo C57BI/6-S (n=6)
(Mann-Whitney, p=0,049). No entanto, ap0s o0 estimulo com T. cruz, ndo houve diferenca
estatisticamente significante, embora o grupo C57BI/6KO (n=6) ter apresentado niveis
maiores de MCP-1 que o grupo C57BL/6-S (n=6). N&o houve diferenca significativa entre os
animais destas linhagens quando infectados pela cepa Y em sua producéo basal ou apds o

estimulocom T. cruzi (Figura 12).
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Figura 12. Niveis de MCP-1 em sobrenadantes de cultura em células de bago de camundongos
C57BL/6KO e C57BL/6-S, infectados com as cepas Y e Colombiana, na fase aguda da infecgdo. Os dados
s80 apresentados em ng/mL. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a
linhavertical o percentil de 10% a 90% (* Mann-Whitney; p=0,049).

6. 2. 4 Niveis de MCP-1 na fase crénica da infeccéo

A producéo de MCP-1 foi avaiada entre os grupos C57BL/6-S e C57BL/6KO,
infectados com a cepa Y. O grupo C57BL/6-S infectado com a cepa Colombiana néo
expressou nivels detectdveis de MCP-1 na producéo basal e produziu pouco MCP-1 ap0s
estimulo com T. cruzi. O grupo C57BL/6KO inoculado com a cepa Colombiana ndo
sobreviveu a esta fase dainfeccgéo.

Os animais C57BL/6-S em sua producdo basal, expressaram um nivel
significativamente maior de MCP-1 que os animais C57BL/6K O, infectados com a cepa Y
(Mann-Whitney, p=0,031). Da mesma forma, ap0s estimulo com T. cruz, os animais
C57BL/6-S expressaram um nivel de MCP-1 significativamente maior que o0s animais
C57BL/6KO, infectados com acepa Y (Mann-Whitney, p=0,015) (Figura 13).
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Figura 13. Niveis de MCP-1 em sobrenadantes de cultura em células de bago de camundongos C57BL/6-S,
infectados com as cepas Y e Colombiana, na fase cronica da infec¢do, em producdo basal. Os dados sdo
apresentados em ng/mL. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha
vertica o percentii de 10% a 90% (*Mann-Whitney; p=0,031); (** Mann-Whitney; p=0,015).
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Prancha 1. Corte histolégico de coracdo de camundongo C57BL/6-S e C57BL/6KO: (A) Corte histolégico de
coragdo de camundongo evidenciando ninho de T. cruz. (Seta)(X 800). (B) Corte histol6gico de coragdo de
camundongo com imunomarcagdo positiva na técnica de imunohistoquimica para T. cruz. (Seta) (X 800). (C)
Infiltrado inflamatério com predominio de PMN durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruz.(seta)
(Hematoxilina-eosina X 800). (D) Infiltrado inflamat6rio com predominio de MN durante a fase crénica da
infeccdo pelo T. cruz. (seta) (Hematoxilina-eosina X 800). (E) Linhagem C57BL/6-S infectado pela cepa
Colombiana do T. cruz, fase cronica apresentando fibrose (picrosirius, sob luz comum (X 800). (F) Mesmo
campo visto naluz polarizada (X 800).
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho foi estudado a contribuicdo do éxido nitrico, IFN- y e MCP-
1 no desenvolvimento da inflamac@o e da fibrose cardiaca nas fases aguda e cronica da
infeccdo experimental pelo T. cruz. Utilizamos animais geneticamente deficientes na sintase
induzivel do Oxido nitrico experimentaimente infectados com o T. cruzi onde foram
analisados a producado de IFN-y e MCP-1 por células esplénicas destes animais.

Na doenca de Chagas, sabe-se que fator lesivo iniciadl é o parasitismo de
miocardidcitos pelo T. cruzi. Em nossos resultados, o nimero de ninhos de T. cruz no tecido
cardiaco nos animais infectados com a cepa colombiana foi significativamente maior nos
animais C57BL/6KO gue nos animais C57BL/6-S devido a sua deficiéncia de producdo de
oxido nitrico, uma importante molécula tripanocida (GAZZINELLI, OSWALDO & JAMES,
1992; SILVA et a., 1995). E comparando os animais C57BL/6KO com as duas cepas, 0S
animais infectados com a cepa Colombiana, apresentaram numeros de ninhos
significativamente maiores que os infectados com a cepa Y. Esses resultados se justificam,
uma vez que a cepa Colombiana apresenta parasitemia de evolugdo lenta, e com nitido
miotropismo, sobretudo com envolvimento de musculatura esquelética (ANDRADE, 2000).
Ja acepa Y € caracterizada por uma infeccdo de evolucdo rapida, e com altos niveis de
parasitemia (ANDRADE, 1974).

Os animais da linhagem C57BL/6-S, em nossos resultados, apresentaram um
padréo de resisténcia a infecgdo pelo T. cruzi em relagdo aos C57BL/6KO. Animais C57BI/6
tém sido apontados como resistentes a parasitas intracelulares, como o T. cruzi e as
Leishmanias, apresentando uma capacidade de gerar uma resposta imune predominante de
padréo Thl capaz de estimular o macréfago a eliminar parasitas intracelulares (SACKS et dl.,
2002).

Como ocorre em outras infecgdes por microrganismos patogénicos intracelulares,
a infeccéo pelo T. cruzi mobiliza mecanismos de imunoprotecdo. A inflamag&o no presente
estudo foi encontrada em 100% dos casos, sendo que, na fase aguda detectou-se um
predominio de polimorfonucleares, enquanto que, na fase crbnica foram encontrados
predominantemente os mononucleares. Em modelo experimental, estudos revelam um papel
preponderante para linfocitos CD4”, tanto na imunidade como na patogenia (DOS SANTOS
et a., 1992). A caracterizagdo do infiltrado inflamatério da miocardite chagasica crénica

humana pode fornecer informacbes relevantes para o esclarecimento da patogénese,
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terapéutica, e progndstico da doenca de Chagas. Estudos mostram que este infiltrado
inflamatério é constituido predominantemente de linfdcitos e macréfagos, ao lado de menor
nimero de eosindfilos, plasmécitos, neutréfilos e mastocitos (ANDRADE, 1958; LOPES et
a., 1987). Por técnica de imunohistoquimica tém sido demonstrado predominio de células
LTCD8" (REIS et al., 1993) e que estas células aparecem mais proximas ou aderidas aos
miocardiécitos, expressando o fator citotoxico granzima A (TOSTES et al., 1994).

No presente trabalho, comparando a inflamagdo durante a fase aguda entre os
grupos de animais C57BL/6-S e C57BL/6KO infectados com a cepa Colombiana e com a
cepa Y ndo houve diferenca significativa. No entanto, em cada uma das linhagens, quando
comparados 0s animais infectados com as duas cepas, no grupo C57BL/6KO a inflamagdo
causada pela cepa colombiana foi significativamente maior que a causada pela cepa Y.
Estudos apontam que a cepa Y tem um tropismo predominante por macréfago na fase aguda
da infeccéo, sobretudo, em 6rgdos como baco, figado e linfonodos (ANDRADE & ROCHA,
1995), enquanto, a cepa Colombiana nessa fase ja mostra um tropismo por células musculares
(ANDRADE, 1974; MELO & BRENER, 1978).

Em nosso estudo, na fase cronica, os animais C57BL/6-S infectados com a cepa
Colombiana apresentaram inflamag&o significativamente maior que os infectados com a cepa
Y. Alguns trabalhos apontam que a infeccdo com a cepa Colombiana, ha um nitido
miotropismo (ANDRADE & ROCHA, 1995), determinando assim uma miocardite crénica
progressiva, com processo inflamatério cronico multifocal (ANDRADE, 1976) associado
com necrose de parede vascular e lesdes miocardicas proeminentes (ANDRADE, 2000).

A fibrose representa um dos mais importantes achados que compromete a funcéo
contrétil cardiaca durante a fase cronica da infeccdo. Acredita-se que seu desenvolvimento
ocorra por substituic¢éo do tecido lesado, cumprindo a fungdo de preenchimento. Na doenca de
Chagas, representa uma perda da massa contrétil, além de, contribuir para a desorganizacéo
das miocélulas estando assim associado a insuficiéncia cardiaca congestiva (LOPES &
CHAPADEIRO, 1997).

A fibrose, no presente estudo, foi avaliada na fase aguda comparando os animais
C57BL/6-S e C57BL/6KO, com as duas cepas, e ndo houve diferenca significativa, embora os
animais C57BL/6KO apresentaram uma maior area de tecido conjuntivo fibroso quando
infectados pela cepa Colombiana.

Com a evolucdo da inflamacdo, células presentes no tecido conjuntivo como

fibroblastos, comegcam a sintetizar colageno para substituir o tecido lesado, formando assim, a

Dissertacé@o de Mestrado — Claudia Renata Bibiano Borges



© 0o ~N o g A w N P

WoOoWw W W NN NN N NNNDNDNDRER B P P R R PR R
W N PO ©®© ® N o g0 R W N P O © ®©® N o 00 b~ w N P O

fibrose. A fase aguda da infeccdo é caracterizada por alguns autores por nao apresentar
fibrose, ou a mesma ser cicatricial (LOPES et al., 1981). A cepa Colombiana, no presente
trabalho, promoveu maior fibrose no tecido cardiaco, provavelmente porque € uma cepa
miotropica e induz inflamagdo com maior intensidade. Trabalhos comparando as cepas Y,
Colombiana e S8 Felipe (12SF) na inducdo de lesdo cardiaca mostraram que a cepa
Colombiana produz lesBes cardiacas crénicas mesmo com baixo indculo, em relagdo as cepas
Y e 12SF (CHAPADEIRO et al., 1988; ANDRADE et a., 2006). A fibrose desenvolvida na
fase crénica é dependente do parasitismo e da intensidade da inflamagdo. Foi demonstrado
gue apos o tratamento especifico e a cura parasitol6gica de camundongos suicos infectados
coma cepa colombiana ou S&0 Felipe havia uma diminuicdo da inflamagdo e da fibrose
(ANDRADE et al., 1991). Estes dados diferem em parte dos nossos achados, uma vez que
durante a fase aguda e cronica da infecgdo os camundongos C57BL/6-S infectados com a
cepa Colombiana apresentaram parasitismo e inflamagdo significativamente maiores que
aqueles infectados com a cepa Y, sugerindo, no periodo analisado, que a intensidade da
inflamagdo e do parasitismo ndo guarda relacdo direta com a fibrose. Deve ainda ser
ressdtado que, diferentemente do estudo citado acima, 0s animais deste estudo néo
apresentaram cura parasitol 6gica.

Em modelo de fibrose induzida pela infeccdo experimental pelo Schistosoma
mansoni, foi demonstrado que a iINOS é responsavel pelos efeitos anti-inflamatdrios e anti-
fibréticos atribuidos a uma resposta Thl (HESSE et al., 2000). Neste estudo animais
deficiente em INOS apresentaram maior inflamac&o, provavelmente devido ao maior
parasitismo tissular. Ainda, ndo se observou diferenca na fibrose entre os animais deficientes
e iINOS e seu homélogos selvagens sugerindo que na doenca de Chagas, o Oxido nitrico ndo
esta envolvido na formag&o dafibrose cardiaca.

As citocinas desempenham papel importante na regulacdo da resposta imune e,
seguramente, estdo envolvidos tanto na resisténcia quanto nos mecanismos relacionados com
a imunopatologia na doenca de Chagas. Os niveis de IFN-y estudados no presente estudo na
fase aguda da infecgéo, foram avaliados nos camundongos C57BL/6-S e C57BL/6KO, com as
duas cepas (Colombiana e Y) e ndo houve diferenca significativa entre os animais destas
linhagens. O IFN-y € uma citocina ativadora de macrofago, produzida principalmente por
linfocitos T auxiliares do tipo 1 (Thl) (ROMAGNANI, 1997). Em modelo experimental
utilizando C57BL/6, foi observada a presenca de IFN-y no inicio dainfec¢cdo, sendo a citocina

predominante do décimo quinto ao trigésimo dia, enquanto que, em 60 dias, o0 balanco entre
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Thl e Th2 foi invertido em favor de Th2 com a producéo de IL-4 e IL-10 (TALVANI et a.,
2000). Em nosso estudo, o IFN-y foi uma citocina encontrada tanto na fase aguda como na
fase crénica dainfecgdo dos animais, no entanto, comparando os niveis dessa citocina entre as
linhagens C57BL/6-S e C57BL/6KO néo foi encontrada diferenca significativa, bem como,
comparando essas linhagens entre as cepas. Camundongos da linhagem C57BL/6 sdo bons
produtores de IFN- y e os animais deficientes em iINOS desta mesma linhagem conservam
esta capacidade (HESSE et d., 2000). A resisténcia a infecgdo pelo T. cruzi é associada a
capacidade dos linfocitos em produzirem IFN-y, 0 que por sua vez, podem ativar 0s
macrofagos a produzirem NO, a principal molécula efetora que controla a multiplicacéo
intracelular do parasito (ALMEIDA-LEITE et a., 2007). No presente estudo, os animais
C57BL/6KO apresentaram maior parasitismo que os animais C57BL/6-S, o que demonstra
que apesar dos animais C57BL/6KO produzirem IFN-y esses animais ndo conseguem
estimular a producdo de NO apresentando assm um maior parasitismo, inclusive ndo
conseguindo sobreviver para atingirem a fase crénica da doenca. Macréfagos ativados pelo
IFN-y sintetizam NO, que, em camundongos, € considerada a maior molécula efetora
intracelular capaz de eliminar formas amastigotas (COSTA et a., 2006).

Em nosso estudo, na fase aguda, o grupo C57BL/6KO infectado com a cepa
Colombiana apresentou niveis significativamente maiores de MCP-1 em sua producdo basal
gue o grupo C57BL/6-S. Na literatura, a MCP-1 é descrita como uma quimiocina que
estimula uma resposta de perfil Th2, onde camundongos deficientes dessa quimiocina se
mostram incapazes de montar uma resposta deste perfil (GU et al., 2000). Por outro lado,
macréfagos peritoneais de camundongos estimulados com MCP-1 aumentam sua capacidade
de estimularem a producéo de Oxido nitrico (BISWAS, SODHI & PAUL, 2001). Durante a
infeccdo aguda experimental pelo T. cruz, enquanto o parasitismo ainda é ato, ha uma maior
sintese de quimiocinas no miocardio, como uma resposta as moléculas do parasito
(TEIXEIRA, GAZZINELI & SILVA, 2002). A MCP-1 expressa durante o processo de
infeccdo tem sido demonstrada como ativadora de macrofagos infectados para produzir NO e
matar T. cruzi (COELHO et a., 2002). O grupo C57BL/6KO infectado com a cepa
Colombiana, na fase aguda, apresentou niveis significativamente maiores de MCP-1, no
entanto, como esses animais apresentam uma deficiéncia na producdo de NO o nimero de
parasitas foi significativamente maior.

Ja na fase crénica, 0s nossos resultados se invertem, e 0s grupos que mais

expressam MCP-1 séo os C57BL/6-S infectados com a cepa Y, tanto em sua producéo basal,
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como apos a infeccdo por T. cruzi. Alguns estudos sugerem que as formas amastigotas e
tripomastigotas do T. cruzi possuem um receptor ou ligante para as quimiocinas MCP-|, e que
estas quimiocinas podem estar atuando nos processos de migracdo do parasito no hospedeiro
durante a infeccdo, atraindo linfécitos e mondcitos (BRENIER-PINCHART, 2001). Em um
estagio tardio da infeccdo, a producdo de quimiocinas parece ser induzida em resposta aos
antigenos do parasito (TEIXEIRA, GAZZINELI & SILVA, 2002), sobretudo a MCP-1,
potencializam a capacidade dos macrofagos de destruirem o T. cruzi (ALIBERTI et al., 1999).

Alguns trabalhos apontam a MCP-1 como uma proteina pré-inflamatoria que
promove fibrose intersticial e estd implicada em doencas caracterizadas por infiltrados ricos
em monocitos (MATSUSHIMA et 4da., 1989; CHARO & TAUBMAN 2004;
FRANGOGIANNIS et a., 2007). Neste estudo como ndo se observou diferenca na fibrose,

nado se evidenciou correlagdo entre o desenvolvimento da fibrose e os niveis de MCP-1.
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8 CONCLUSOES

» Animais deficientes em NO apresentaram maior parasitismo tissular e
inflamagdo mais intensa;

» Animais deficientes em NO n&o apresentaram diferenca significativa na
intensidade de fibrose;

» Animais deficientes em NO apresentaram niveis de MCP-1

significativamente maiores apos ainfec¢do pelo T. cruz.

Portanto, o Oxido Nitrico e a MCP-1 sdo moléculas importantes no desenvolvimento das

lesdes cardiacas durante a fase aguda e crénica na doenca de Chagas experimental .
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