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RESUMO

Introducédo: A doenca de Chagas é causada por infeccdo pelo Trypanosoma cruzi e
o perfil de resposta imune do hospedeiro € essencial para o controle da infeccgéo.
ArtinM, de Artocarpus heterophyllus, uma lectina que se liga a manose, modula a
imunidade em relacdo eixo Thl e confere resisténcia aos agentes patogénicos
intracelulares. Objetivos: Analisar o efeito da imunomodulacdo promovida por
ArtinM durante a fase crbnica da infeccdo experimental pelo T. cruzi. Material e
Métodos: Foram utilizados 39 camundongos BALB/c, com 10 semanas de idade
conformando os grupos: Controle, PBS e ArtinM. Para a infec¢éo foi utilizada uma
concentracdo de parasitos de 3x1032 tripomastigotas sanguineos por via subcutanea.
Os animais dos grupos Controle e PBS receberam 100 ul de solugéo PBS 1x e para
0 grupo ArtinM foram administrados lectina ArtinM na concentracdo de 0,5ug/100ul
por via subcutdnea. Foram realizados tratamentos por 3 dias consecutivos e apés 2
dias de descanso foi realizada a infecgdo com a cepa Colombiana de T. cruzi.
Posteriormente os animais receberam tratamento a cada 5 dias apos infec¢do por 30
dias. Foram realizadas pesagem diaria e parasitemia a cada 7 dias. Apds 90 dias de
infeccdo os animais foram eutanasiados e submetidos a necropsia. Foram coletados
0 sangue, coracao e intestino. Resultados: Os animais infectados obtiveram um
ganho de peso até o 15° dia apés a infeccdo. Posteriormente perderam peso, ndo
evidenciando diferencas significativas entre os grupos infectados. Para a curva de
parasitemia houve um pico com 28 dias para ambos 0s grupos, o grupo ArtinM
mostrou diferencas significativas comparado ao grupo PBS até esta data. Para o
leucograma e citocinas (TNF-a, IL-12p40, IFN-y e IL-10) ndo houve diferengas entre
0s grupos testados. A quantificacdo do nimero de células/mm? e porcentagem de
coldgeno no tecido cardiaco e intestino mostrou diferencas significativas entre os
grupos infectados comparados ao grupo Controle. O numero de ninhos de T.
cruzi/lcm? para ambos os tecidos mostrou discreta diminuicdo no grupo ArtinM.
Conclusao: A Lectina ArtinM apresentou um efeito bioldgico na infeccéo cronica por
T. cruzi.

Palavras-chave: T. cruzi, Lectina ArtinM, Balb/c
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ABSTRACT

Introduction: Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi infection and the
host immune response profile is essential for infection control. ArtinM, from
Artocarpus heterophyllus, a mannose-binding lectin, modulates immunity to the Thl
axis and confers resistance to intracellular pathogens. Objectives: To analyze the
effect of the immunomodulation promoted by ArtinM during the chronic phase of the
experimental infection by T. cruzi. Material and Methods: We used 39 BALB/c mice,
with 10 weeks of age constituting the groups: Control, PBS and ArtinM. For the
infection, a concentration of parasites of 3x102 blood trypomastigotes subcutaneously
was used. The animals of the Control and PBS groups received 100ul of 1x PBS
solution and for the ArtinM group, the ArtinM lectin was administered at the
concentration of 0.5ug/100ul subcutaneously. Treatments were carried out for 3
consecutive days and after 2 days of rest the infection with the Colombian strain of T.
cruzi was performed. Subsequently the animals received treatment every 5 days after
infection for 30 days. Daily weighing and parasitemia were performed every 7 days.
After 90 days of infection the animals were euthanized and submitted to necropsy.
The blood, heart and intestine were collected. Results: The infected animals
obtained a weight gain until the 15th day after infection. Subsequently they lost
weight percentage, not evidencing significant differences between the infected
groups. For the parasitemia curve there was a 28 day peak for both groups, the
ArtinM group showed significant differences compared to the PBS group to date. For
leukogram and cytokines (TNF-a, IL-12p40, IFN-y and IL-10) there were no
differences between the groups tested. The quantification of the number of cells/mm?
and percentage of collagen in cardiac and intestinal tissue showed significant
differences between the infected groups compared to the Control group. The number
of T. cruzi/cm? nests for both tissues showed a slight decrease in the ArtinM group.
Conclusion: Lectin ArtinM presented a biological effect on chronic T. cruzi infection.

Key words: T. cruzi, Lectin ArtinM, Balb/c
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

A doenca de Chagas (DC) é classificada como uma antropozoonose causada
pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (Chagas, 1909; Ministério da
Saude, 2015), apresenta curso clinico bifasico, com uma fase aguda por vezes nao
identificada, podendo evoluir para a fase crénica, a qual pode apresentar-se de
quatro formas: indeterminada, cardiaca, digestiva e cardiodigestiva (Rassi et al.,
2002; Chagas, 1909; Ministério da Saude, 2015). A distribuicdo mundial da doenca
era limitada primariamente ao continente americano. Atualmente, a doenca tem
alcancado paises ndo endémicos, mediante o deslocamento de pessoas infectadas
e por meio de outros mecanismos de transmissdo, como resultado do intenso
processo de globalizacdo (Moncayo e Silveira, 2009; Pinto Dias, 2013; Coura et al.,
2014; Dias et al., 2016).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Salde estima-se em
aproximadamente 6 a 7 milh6es o numero de pessoas infectadas em todo o mundo,
a maioria na América Latina (Dias et al., 2016; WHO, 2016). O custo do tratamento
para a DC continua a ser substancial. S6 na Colémbia, o custo anual dos cuidados
meédicos para todos os pacientes com a doenca foi estimado em cerca de 267
milhdes de dolares em 2008. A pulverizacdo de inseticidas para controlar vetores
custaria cerca de 5 milhdes de ddlares por ano (WHO, 2016). Embora seja
considerada uma doenca negligenciada, esforcos tém sido feitos para alcancar
novos alvos terapéuticos e vacinais, ou mesmo na tentativa de esclarecimentos de
rotas da doenca, dada pela diversidade e heterogeneidade dos aspectos clinicos da
doenca (Rodrigues et al., 2010; Da Silva e Silva, 2016; Lechuga et al., 2016; Seid et
al., 2016; Vallejo et al., 2016).

A DC evolui em duas fases distintas: aguda com duracdo de
aproximadamente 60 dias e cronica com duracdo indeterminada. A fase aguda pode
apresentar-se assintomatica ou com uma sintomatologia propria, caracterizada por
sinal de porta de entrada (sinal de Romana e/ou chagoma de inoculacéo), febre,
sinais de insuficiéncia cardiaca, edema de face e de membros inferiores,

enfartamento ganglionar e hepatoesplenomegalia, além da elevada parasitemia
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circulante (Rezende et al., 1993), que tendem a diminuir espontaneamente com 3 a
8 semanas. A evolucao da doenca levard para a fase cronica onde a quantidade de
parasitos circulantes se torna menor, porém o mesmo pode ser visualizado na
intimidade dos tecidos. Em alguns casos esta fase pode se apresentar
assintomatica, caracterizando a forma indeterminada da DC. Porém, existem
pessoas que 0s sintomas se manifestam durante a fase crbnica e estes irdo
determinar formas anatomo-clinicas distintas, que séo: Cardiaca, Digestiva, Mista
(cardiaca e digestiva), Nervosa e nas ultimas décadas foram relatadas a reativacao
da DC (Prata, 1990; Lopes et al., 2000). Na fase crbnica, cerca de 20% a 30% dos
pacientes infectados evoluem para a forma clinica cardiaca ou digestiva em até 30
anos. Além disso, cerca de 20% a 25% dos infectados apresentam progressivo dano
cardiaco resultante da destruicdo macica de cardiomiécitos e do sistema condutor, a
cardiomiopatia chagéasica crénica (Cunha-Neto et al., 1995; Lopes et al., 2000).

1.2. Fisiopatologia

No periodo que compreende a fase aguda da doenca, ocorre uma leséo
inflamatoria causada pelo T. cruzi que esta relacionada com a presenca das distintas
formas do parasito no intersticio, levando a uma inflamag&o aguda de inicio focal
podendo se tornar difusa. Esta inflamacao sera caracterizada por edema intersticial,
hiperplasia reativa de nddulos linfaticos e infiltrado mononuclear. O parasitismo
nessa fase é intenso, podendo ser encontrado no tubo digestivo, produzindo leséo
do sistema nervoso intramural, além de células musculares, fibroblastos, células
gliais e raramente nos neurbnios do sistema nervoso. A miocardite aguda é
encontrada em biopsia e necropsia de pacientes com DC na fase aguda,
abrangendo até mesmo o0s pacientes que ndo apresentavam outro
comprometimento cardiaco (Lopes et al., 1981; Parada et al., 1997; Prata, 1990).

Com o passar do tempo ja na fase cronica, os niveis de parasitos no sangue
circulante diminuem e os mesmos sdo encontrados nos tecidos afetados e sao
responsaveis por provocar uma resposta inflamatoéria cronica levando a uma
disfuncéo do 6rgdo. Neste periodo esta instalada a fase crénica da DC. Estudos do
colon e esdfago de pacientes com a forma digestiva da DC demonstram dilatacao e
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hipertrofia muscular. H4 também lesGes causadas por processo inflamatorio focal,
reducdo no numero de neurdnios do plexo mioentérico, fibrose periganglionar e
intraganglionar acompanhada de proliferacdo de células de Schwann (Adad et al.,
2013; Pinheiro et al., 2003; Kirchhoff, 1996; Lopes et al., 2000). A forma cardiaca é
uma manifestacao clinica da doenca que caracteriza-se por palpitacdes (taquicardia)
e batimentos cardiacos fora de ritmo (extra-sistoles e arritmias), tonteiras, dor no
peito, falta de ar em esforcos fisicos, insuficiéncia cardiaca progressiva (Davila et al.,
2002).

1.3. Resposta Imunoldgica

As manifestacdes clinicas da DC no homem se devem a resposta imune
dirigida ao parasito. A infecgao pelo T. cruzi sensibiliza diferentes compartimentos do
sistema imune, levando ao aparecimento de respostas celulares e humorais
especificas contra o parasito, sendo importantes na reducdo da carga parasitaria,
porém podendo contribuir para o aparecimento de manifestacfes cronicas
observadas em alguns pacientes. Todas as fases da doenca (assintomatica,
indeterminada e sintomatica) apresentam resposta imunoldgica contra o parasito
(Andrade et al., 2000). A resposta imune anti-T. cruzi pode ser considerada mista por
envolver a resposta imune inata, celular e humoral. Mesmo com esses potentes
mecanismos de defesa, o parasito desenvolveu formas de evasdo. H4 mecanismos
de evasdo que desativam o poder fagocitario de macréfagos, escape de lise por
complemento, supressdo ectdpica, ativacdo policlonal, imunodepressao, ativacéao
preferencial de linfécitos T CD4+ do tipo Th2 (Cunha-Neto et al., 1995). Durante a
fase aguda ocorre uma producdo exacerbada de citocinas inflamatérias como IL-12,
TNF-a e IFN-y, além de quimiocinas que s&o responsaveis por direcionar a resposta
inflamatoria para o tecido alvo. Macréfagos e células dendriticas fagocitam o parasito
e expressam IL-12, junto as moléculas coestimuladoras, que dara inicio a producéao
de IFN-y especifica de células T (Bilate e Cunha-Neto, 2008). As células NK tém um
papel importante nos primeiros dias de infeccdo devido a manutencéo da producéo

de IFN-y, o qual é essencial na primeira semana de infec¢ao (Cardillo et al., 1996); a
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partir da segunda semana a producéo é derivada principalmente das células T CD4+
(Borges et al., 2013; Lemos et al., 2013; Vazquez et al., 2015.)

1.4. Tratamento

Atualmente ndo existe uma vacina para a DC e o tratamento disponivel
apresenta elevado custo para os servicos de saude. Estdo disponiveis no mercado
medicamentos como o0 Benznidazol e o Nifurtimox, que sdo drogas com elevada
toxicidade e ndo garantem a cura apos a disseminacao e instalacdo do parasito nos
orgaos e tecidos do hospedeiro vertebrado (WHO, 2002; Rassi e Marin-Neto, 2010;
Novaes et al., 2015).

Embora atualmente sejam realizadas pesquisas na busca de drogas capazes
de inibir o parasitismo, instalacdo e desenvolvimento da doenca, os alvos
terapéuticos apresentam eficacia limitada (Mufioz et al., 2011). Na auséncia de
drogas mais eficientes, a quimioterapia convencional permanece como a principal
estratégia de tratamento etioldégico da DC (Cancado, 2002; Sosa-Estani et al., 2009;
Mufioz et al.,, 2011), porém apresenta efeitos colaterais como reacbes de
hipersensibilidade, anorexia, vomitos, polineurite e depressdo da producdo de
células pela medula éssea devido a sua elevada toxicidade (Docampo, 1990; Urbina
e Docampo, 2003).

Atualmente o Benzonidazol é uma droga clinicamente prescrita para
tratamento de pacientes chagasicos nas Ultimas décadas (Mufioz et al., 2011;
Novaes et al., 2015). Tendo em vista a elevada morbidade e mortalidade causada
pela DC, a toxicidade e eficiéncia limitada do tratamento atualmente disponivel, € de
extrema importancia desenvolver novos métodos e esquemas terapéuticos menos

nocivos e mais eficientes (Mufioz et al., 2011).
1.5. Lectina ArtinM
Durante mais de 20 anos, a professora Doutora Maria Cristina Roque

Antunes Barreira (graduada em Medicina pela Universidade Federal do Parana,
docente da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP, vinculada ao
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Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos) extraiu
uma proteina da semente da jaca, e esta proteina Artocarpus integrifolia é uma
lectina ligada & manose na superficie de células do sistema imunolégico que
estimula a producéo de substancias contra patdogenos (Rosa et al., 1999; Teixeira et
al., 2006; Coltri et al., 2008). A proteina purificada foi designada a proteina KM+,
atualmente chamada ArtinM. O estudo de ArtinM é realizado na inducdo de células
do sistema imunolégico para a producdo de citocinas, onde uma resposta imune
mais eficaz ocorre contra certos microorganismos em estudo (Rosa et al., 1999;
Teixeira et al., 2006; Pereira-da-Silva et al., 2008).

No entanto a lectina ArtinM pode demonstrar uma interacdo molecular
importante com a resposta imune do hospedeiro, além de ser aplicada em varias
situacdes, tais como para o tratamento, prevencado e cura de doengas (Panunto-
Castelo et al., 2001; Coltri et al., 2008; Cardoso et al., 2011).

A descoberta de lectina ArtinM teve como objetivo capacitar os eventos da
imunidade inata. ArtinM por si sO, associada ou presente no extrato da jacalina é
capaz de induzir respostas imune de protecdo Thl e Thl17 contra infecgdo por
Candida albicans (Custodio et al., 2011). O perfil Thl e Th1l7 do sistema imune na
luta contra a infec¢é@o por C. albicans ja foi abordado em outros estudos utilizando
camundongos como modelo experimental (Zelante et al., 2007; Lin et al., 2009).

Além disso foi reportada a interacdo dos receptores D-manose em
macrofagos usando a lectina ArtinM e a producdo de TNF-a, uma citocina importante
da imunidade inata capaz de mediar varios processos pré-inflamatérios (Bradley,
2008; Loyola et al., 2012).

De acordo com Teixeira et al., (2006), a ativacdo da imunidade inata
associada com a producéo de IFN-y induzida, € um importante mecanismo vacinal
contra infec¢do por Leishmaniose. Assim, a acdo de ArtinM aumenta a poténcia de
modulacao da resposta desejada para combater a doenca.

Panunto-Castelo et al., (2001), verificaram a resposta ao perfil de infeccéo por
Leishmania major quando estimulados por IL-12 ou IL-4, respectivamente.
ObservagOes indicam que ArtinM induz IL-12 p40 in vivo e tem um efeito protetor

contra a infeccao por Leishmania major.
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Além disso, Kim et al., (2013) analisaram os efeitos da ArtinM na cicatrizacdo
de feridas na mucosa palatina de ratos e novamente ArtinM foi eficaz, através da
associacdo do TGF-B, liberacdo de VEGF, proliferacdo celular, reepitelizagao,
deposicao de colageno e arranjo das fibras. Somando-se a estes efeitos, Chahud et
al., (2009) relataram que a aplicacdo topica de KM+, pode facilitar a cicatrizacao de
feridas epiteliais da cornea em coelhos por meio de um mecanismo que envolve o
aumento do influxo de neutrdfilos para a area ferida induzida por lectina.

No entanto esta molécula, Lectina ArtinM, demonstrou uma forte associacao
com o sistema imunitario, 0 que provou ser eficaz nos processos de modulacao da
resposta imune frente a diferentes modelos experimentais. Estes dados também
indicam que estudos com lectina ArtinM devem ser extrapolados para outros
modelos experimentais, porque pode-se encontrar mecanismos interessantes que
favorecem o controle de varias doencas infecciosas e ndo infecciosas. Assim o
presente estudo objetivou a compreenséo da interacdo entre DC e tratamento com

lectina ArtinM na fase crénica da DC experimental.



O 00 N o uu b~ W N P

w W W N N N N N NN N N N DN P PR R, R, R R R
N PO O 0 N OO L1 AW N R O O 0 N O Ul B W N — O

19

2. HIPOTESE

A administragéo da lectina ArtinM em camundongos Balb/c poderia levar a
alteracdes na parasitemia, numero de células, ninhos de T. cruzi, colageno e
citocinas no tecido cardiaco e intestino, largura e comprimento do intestino e nimero
de leucdcitos no sangue periférico durante a infeccdo experimental crénica por T.

cruzi.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar o efeito da imunomodulacdo promovida por ArtinM durante a fase

cronica da infeccao experimental pelo T. cruzi.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a curva de parasitemia, sobrevida e peso diario na fase crbnica da
infeccdo experimental por T. cruzi dos animais tratados ou néo pela lectina;

¢ Quantificar o niumero de células no tecido cardiaco e intestino dos animais
tratados ou nao pela lectina;

e Quantificar a fibrose no tecido cardiaco dos animais tratados ou nao pela
lectina;

e Quantificar o niumero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco e intestino dos
animais tratados ou néo pela lectina;

e Quantificar as citocinas no homogeneizado do coragcdo dos animais tratados
ou néo pela lectina;

e Medir a largura e comprimento do intestino a fresco dos animais tratados ou
nao pela lectina;

¢ Quantificar o numero de leucécitos no sangue periférico dos animais tratados

ou néo pela lectina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Protocolo do CEUA

O parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) esta registrado com o protocolo de numero
157, aprovado no dia 01 de julho de 2010.

4.2. Animais

Foram utilizados 39 camundongos machos da linhagem BALB/c com 10
semanas de idade, pesando entre 20 e 30 gramas, mantidos no biotério da
Disciplina de Biologia Celular da Universidade Federal do Triangulo Mineiro em
Uberaba-MG. Os animais ficaram em sala especial, com renovacéo constante de ar,
a temperatura de 22 a 26°C e umidade entre 45 e 55%, expostos a um ciclo de luz
de 12 horas claro/escuro e alocados em gaiolas plasticas de 414 mm x 344 mm X
168 mm. A alimentacao foi com racdo comercial de composi¢céo conhecida (Nuvilab-
CR1, NUVITAL Nutrientes Produtos Veterinarios Ltda. — Curitiba — PR) e agua
esterilizada oferecida ad libitum. A agua e a maravalha passaram pelo processo de
esterilizacdo antes de serem oferecidas aos animais. Todos os procedimentos
realizados estdo em conformidade com as diretrizes da Sociedade Brasileira de
Ciéncias de Animais de Laboratorio, antigo COBEA (Andersen et al., 2004; Mezadri
et al., 2004; Franco, 2005).

4.3. Cepa de Trypanosoma cruzi

Para produzir a infeccdo nos animais pelo T. cruzi, foi utilizada a cepa
“Colombiana”, MHOM/CO/00Colombiana (T. cruzi I) (Andrade e Magalhdaes, 1997;
De Araugjo-Jorge e De Castro, 2000), que é mantida no biotério da Disciplina de

Biologia Celular da Universidade Federal do Triangulo Mineiro — Uberaba, MG.
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4 .4. Lectina ArtinM

A lectina ArtinM foi obtida e purificada de acordo com a padronizagao de
Santos-De-Oliveira et al., (1994). As aliquotas da lectina ArtinM foram fornecidas
pelo Laboratério de Glicobiologia e Imunoquimica do Departamento de Biologia
Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, coordenado pela Profd. Dr2. Maria
Cristina Roque Barreira. A amostra de lectina foi mantida em freezer a -20°C, na

concentracdo de 0,5ug/100ul de solucdo PBS 1x.

4.5. Desenho experimental

Os 39 animais foram divididos em 3 grupos: grupo controle (Controle)
composto por animais ndo infectados e tratados com solucdo PBS 1X n = 9; grupo
infectado (PBS) com 3x10° formas tripomastigotas sanguineas e tratados com
solucdo PBS 1X, n = 15 e grupo infectado (ArtinM) com 3x10° formas
tripomastigotas sanguineas e tratados com lectina ArtinM, n = 15 (Figura 1).

Para a infeccdo dos camundongos foi utilizada uma quantidade de parasitos
de 3x103/ 100 pL de tripomastigotas sanguineos inoculados por via subcutanea. O
ajuste do in6culo foi realizado conforme o método de (Brener, 1962).

Camundongo
Balb/C

N ™)
Controle "
[ PBS 1x T. cruzi

-

Infectado ArtinM
PBS 1x 0,5 pgf/100pl

L

Figura 1. Delineamento experimental, divisdo dos grupos de animais.
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Os animais dos grupos Controle e PBS receberam 100ul de solugéo PBS 1X.
No grupo ArtinM foram administrados lectina ArtinM na concentracdo de
0,5ug/100pl de solugéo PBS 1X para cada animal. Tanto a administracdo da solucao
PBS 1X quanto da lectina ArtinM foi por via subcutanea.

Os animais receberam marcacdo individual e durante todo o periodo do
experimento foram pesados diariamente para construcdo da curva de perda/ganho
de peso (%), além de verificada a data de ébito para a construgdo da curva de
sobrevida durante o curso da doenca (90 dias).

O esquema de tratamento, assim como a quantificacdo de parasitos no
sangue foi realizado conforme descrito por Silva, (2009) (Figura 2). Trés dias que
antecederam a infeccdo, os animais receberam os respectivos tratamentos (100 pL
de PBS 1X para os grupos Controle e Infectado e 0,5 pg/ 100 pL de lectina ArtinM).
Passados 2 dias foi realizado o indculo com 3x102 tripomastigotas sanguineos de T.
cruzi nos grupos de animais Infectado e ArtinM. Posteriormente foram realizados
novos tratamentos a cada 5 dias por um periodo de 30 dias e a parasitemia
contabilizada a cada 7 dias durante 84 dias. Aos 90 dias apos a infec¢do os animais

foram eutanasiados para a coleta do material conforme descrito no item 4.7.

m—irr i

1234501234567 8 91011121314151617 1819 2021 ...- dias do experimente

— A

222324252627282930..35..42..49 .56 ...63..70..77 .. 84 .., 90 - dias do experimento

P Tratamento com PBS 1X ou Lectina ArtinM

B Indculo com 3x10° formas tripomastigotas sanguineos de T. cruzi - Cepa Colombiana
I Parasitemia

. Eutandsia

Figura 2 Cronograma de atividades do experimento
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4.6.Exame parasitoldgico

A determinacdo do nimero de parasitos nos animais foi realizada a cada 7
dias de acordo com o0 esquema representado na Figura 2 e o protocolo de contagem
conforme descrito por (Lemos et al., 2013; Vazquez et al., 2015).

4.7. Eutanasia

Foram administrados por via intraperitoneal 15 unidades de heparina por
grama de peso aos animais e em seguida submetidos a eutanasia com o uso de gas
carbdnico. Apés este procedimento foi feita a sangria pelo plexo oftalmico para obter
0 sangue total que foi utilizado para realizagdo do Leucograma conforme descrito no

item 4.16. Por fim procedeu-se a necropsia como descrito a seguir.

4.8. Necropsia

Os animais foram submetidos a incisdo mento-pubiana com subsequente
abertura das cavidades toracica e abdominal. Neste momento foram retirados o
coracao e intestino para andlise, processamento histolégico e dosagem de citocinas
como descrito nos itens 4.9 e 4.13, o baco, pulméo, rim, pancreas e figado para
analises posteriores. Ap0s a necropsia as carcacas foram colocadas em formol a
10% por no minimo 48 horas, para posteriormente serem descartadas em lixo

hospitalar (De Araujo-Jorge e De Castro, 2000).

4.9. Preparo do coracao para cortes histolégicos

Foi realizado um corte transversal ao eixo maior do ventriculo por meio de um
instrumento contendo divisdes com largura de 1 mm, o qual permitiu obter um corte
de 2 mm de espessura que correspondeu ao primeiro terco, que foi conservado em
freezer a -70°C em inibidor de proteases para analise das citocinas. Os dois ter¢os
restantes do tecido cardiaco foram acondicionados em methacarn durante 24 horas

e depois armazenado em alcool 70%. Posteriormente, o coracao foi submetido aos
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processos de desidratacdo em uma série crescente de alcool etilico, diafanizacéo
em xilol e inclusdo em parafina para microtomia. A inclusdo de cada fragmento foi
feita pelo posicionamento do plano obtido pelo corte transversal ao eixo maior do
ventriculo, com o plano longitudinal de microtomia. Os blocos de parafina com os
fragmentos de coracdo foram cortados em micrétomo rotativo (Leica RM2245),
obtendo-se cortes com 6 micrébmetros (um) de espessura, montados em laminas de
vidro para microscopia, previamente tratadas com adesivo (Silano). Os cortes
seriados foram depositados nas laminas com intervalo de 60 um na mesma lamina,
repetindo o ciclo até completar 10 laminas (Figura 3). Os cortes ap0s secagem em
estufa a 60°C por um periodo de 24 horas, foram corados com Hematoxilina e

Picrosirius (Stevens, 1990).

Cortes descartados
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Figura 3 Representacdo esquematica da disposicdo dos cortes histolégicos nas laminas de
microscopia. Os cortes de 6 um de espessura foram distribuidos em 10 lAminas, sendo quatro cortes
em cada lamina. A distancia entre cada corte ha mesma lamina é de 60 um. Para a contagem do
numero de células foram utilizados dois cortes com distancia de 120 ym (I&minas destacadas em
vermelho). Para quantificagdo do colageno e andlise da area de ninhos de amastigotas por
imunohistoquimica foram utilizados 1 [amina com quatro cortes de cada animal.
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4.10. Analise Morfométrica

4.10.1. Captura das imagens microscépicas

Para analise morfométrica foram utilizadas as laminas como indicado no item
4.9. As imagens para analise do infiltrado inflamatorio e quantificacdo do numero de
ninhos de T. cruzi foram capturadas utilizando uma céamara de video digital
(Evolution MP 5.0 — color — Media Cibernetic) acoplada a um microscopio de luz
(Nikon — Eclipse 50i) que envia as imagens para um computador. As imagens foram
capturadas com o programa “Image — Pro Plus” (MediaCybernetics) e gravadas para
posterior utilizagdo do programa de analise de imagem “ImageJ’
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). O tamanho das imagens capturadas foi de 2560 x 1920
pixels. Estas imagens foram calibradas através de uma lamina (Leica) com régua
graduada em dois milimetros divididos em unidades de 0,01 mm (10 um) para
objetiva de 40X (imunohistoquimica do coragéo), 20X (quantificacdo de células e
quantificacdo do coldgeno no tecido cardiaco) e 40X (para a quantificacdo de células

na camada muscular prépria do intestino e antigenos de T. cruzi).

4.10.2. NUmero de células no tecido cardiaco

Para a quantificacdo das células do tecido cardiaco e infiltrado inflamatério
foram utilizadas laminas coradas com Hematoxilina e as imagens capturadas com
objetiva de 20X no microscépio conforme o item 4.10.1. Foram utilizadas no total 10
imagens escolhidas aleatoriamente, distribuidas em igual nimero na regido do
ventriculo direito e esquerdo (Figura 4) de cada animal em duplicata. Cada imagem
media 724,45 x 543,34 um tendo uma area de 393.622,66 um?. No total foi analisada
uma area de 3.936.226,6 pm? que corresponde a 3,94 mm? por duplicata.
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Figura 4. Figura representativa da area utilizada, em objetiva de 4X, para fazer a captura das
imagens com objetiva de 20X para posterior andlise do nimero de células no tecido cardiaco. As
regibes demarcadas em amarelo correspondem aos locais onde foram realizadas as capturas
microscopicas nos ventriculos esquerdos, direitos e septos.

Para quantificar o nimero de células foi utilizado o modo semi-automatico do
programa ImageJ onde o programa reconhecia os nucleos das células do tecido
cardiaco (Figura 5). Primeiro foi realizada a analise do grupo Controle para verificar
0 numero médio de células por area analisada e em seguida foram feitos os grupos
PBS e ArtinM. O resultado foi expresso pela relagdo do nimero de células dividido

pela area em mm?2.
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Figura 5. Quantificagdo do nimero de células do tecido cardiaco utilizado o programa ImageJ no
modo semi-automatico. Em A, observa-se o layout do programa com a linha de comandos. Em B, a
linha de comando Color Threshold com as devidas calibracbes. Em C, a imagem capturada na
objetiva de 20X com a marcacédo dos nucleos das células do tecido cardiaco. Em D, a mascara do
programa mostrando os pontos que serdo contados. Em E, os valores da contagem dos nucleos
marcados das células cardiacas.
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4.10.3. Quantificacdo do colageno no tecido cardiaco

Para a quantificacdo do coldgeno no tecido cardiaco foram utilizadas laminas
coradas com picrosirius e capturadas imagens com objetiva de 20X no microscopio
conforme o item 4.10.1. Foram utilizadas no total 05 imagens escolhidas
aleatoriamente, distribuidas em igual nimero na regido do ventriculo direito e
esquerdo (Figura 6) de cada animal em duplicata. Cada imagem media 724,45 x
543,34 um tendo uma area de 393.625,63 um?. No total foi analisada uma area de
3936256,3 um? que corresponde a 3,93 mm?Z.

Figura 6. Figura representativa da area utilizada, em objetiva de 4X, para fazer a captura das
imagens com objetiva de 20X para posterior quantificacdo do colageno no tecido cardiaco. A regiao
demarcada em amarelo corresponde ao local onde foram realizadas as capturas microscépicas no
ventriculo esquerdo e direito.

Cada imagem foi quadriculada com uma distancia de 144,325 pum no eixo X e
107,536 pm no eixo Y que corresponde a uma area de 15.520,133 pm?2. Foram
escolhidos um total de 65 areas nas 5 imagens de cada duplicata. Cada area
apresentava uma grade de 100 pontos e cada ponto tinha uma area de 155,2 um?,
analisando-se no total 6500 pontos. Para calcular a porcentagem de area com
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colageno no coracao foi contabilizado o ponto que atingisse a area que acometia o
coldgeno que ficava de cor vermelha. Nao foram contabilizados os pontos que
atingiram areas em branco. Ao final foi feita a relagdo da somatoria de todos os

pontos que atingiram no colageno para o total de pontos de tecidos multiplicado por
100 (Figura 7).

B

Figura 7. Quantificagdo do colageno no tecido cardiaco através da grade de pontos com area pré-
determinada. Em A, observa-se a imagem capturada na objetiva de 20X e quadriculada em 25 areas.
A analise das areas foi feita no sentido das linhas pontilhadas. Em B, mostra-se a &rea marcada com
a letra X em maior aumento, onde 16 pontos amarelos recairam sobre &rea com fibrose.

A guantidade de pontos que foram verificados foi determinada pela féormula de
(Hally, 1964). Esta férmula é usada para determinar a quantidade de imagens e
pontos a serem contados para possibilitar a quantificacdo do coladgeno no tecido
cardiaco. O erro padréo relativo (EPR) deve ser menor ou igual a 5% (0,05). O Vv foi
determinado pela relacdo entre o numero de pontos pertencentes a area de
colageno e o niumero de pontos teste. Com o valor de Vv obtém-se o n, sendo este
utilizado para determinar o n (corrigido), o qual representa o numero total de pontos

a serem utilizados no coragéo.

EPR= ((1-WV) Onde, Vv=ﬂ
n Pt

Ncalculado

Ncorrigido=
Vv
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Pp = nimero de pontos que atingem a area de colageno
Pt = nimero de pontos teste

4.11. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica para a deteccdo de ninhos de T. cruzi foi realizada nos
cortes do coracdo e intestino dos camundongos infectados, obtidos conforme os
itens 4.9 e 4.13, respectivamente. Cada lamina passou por processos de
desparafinizacdo, hidratacdo e lavagem. Apos o bloqueio da peroxidase enddgena,
das ligacdes inespecificas e a recuperacdo antigénica, os cortes foram incubados
com o0 anticorpo anti-Trypanosoma cruzi produzido em coelho (diluicdo 1:250),
durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram lavadas
com PBS e incubadas com a proteina A conjugada com peroxidase (1:100) e
reveladas com DAB-diaminobenzidina, em tampao Tris-HCI pH 7,4. Os cortes foram
contra-corados com hematoxilina e as laminas montadas com Entellan para analise

em microscopio de luz comum.

4.11.1. Quantificacdo do numero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco

Para a quantificagdo do numero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco
foram utilizadas laminas conforme descrito no item 4.11 e capturadas imagens no
microscopio com objetiva de 40X conforme o item 4.10.1. Foram utilizadas em média
218 campos por animal correspondendo a uma area total de 10,67mm?2. Cada area
de um campo correspondia a 48858,16 um?. As imagens foram distribuidas em igual
ndmero na regido do ventriculo direito e esquerdo de cada animal. Ao final foi feita a
relacdo da somatdria de todos os ninhos de T. cruzi que se encontravam nessas
areas pela somatéria da area total analisada. O resultado foi expresso em mm?2
(Figura 8).
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Figura 8. Quantificacdo dos ninhos de amastigotas no tecido cardiaco através da grade com area
pré-determinada. Em A, observa-se a imagem capturada na objetiva de 40X e quadriculada em 25
areas. A analise das areas foi feita no sentido das linhas pontilhadas. Em B, mostra-se a area
marcada com a letra X em maior aumento, onde observamos a presenc¢a de marcagdes exclusivas de
amastigotas.

4.12. Dosagem das citocinas

Foram quantificadas as citocinas IL-12 p40, IL-10, INF-y e TNF. Todas foram
detectadas no cora¢do dos animais usando a captura por ELISA citocina especifica,
de acordo com as recomendacdes do fabricante (BD Biosciences Pharmingen — San
Diego, CA, USA). A concentragdo de citocinas foi determinada com referéncia a
curva padréo das diluicbes seriadas das citocinas recombinantes. Os valores das
citocinas foram expressos em pg/mL/g.

A dosagem das citocinas foi realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA)
utilizando o Kit OptEIA™ (Pharmingen, San Diego, CA, USA), conforme instrucées
do fabricante. Placas de poliestireno de alta afinidade (Corning Costar Europe
Badhoevedorp, The Netherlands) foram sensibilizadas com 50 uL/pogo de anticorpo
de captura especifico para cada citocina testada, diluido em tampado carbonato-
bicarbonato 0,1 M e pH 9,6, seguindo-se incubacado por 24 horas a 4°C. A seguir, as
placas foram lavadas com PBS-Tween e incubadas com solu¢do de PBS acrescido
com 10% de soro fetal bovino inativado (solucdo de bloqueio) (Sigma) durante 1

hora & temperatura ambiente. Aos pocos das placas foram adicionadas, em
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duplicata, as quantidades conhecidas das citocinas recombinantes (curva-padrao) e
a amostra a ser analisada, seguindo-se de incubacdo a temperatura ambiente
durante 2 horas. Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS-T e adicionados
0s anticorpos secundarios biotinilados (anticorpo de detec¢éo) especificos para cada
citocina, diluidos, que foram pré-incubados por 15 minutos com avidina conjugada a
peroxidase. A solucdo foi adicionada as placas e seguiu-se a incubacdo a
temperatura ambiente durante 1 hora. Apds nova etapa de lavagem foi adicionado o
revelador tetrametilbenzidina (TMB) (Pierce) e o substrato H202. As reacfes foram
bloqueadas apds 20 minutos com acido sulfurico 2M e a leitura realizada a 450nm

em leitor de microplacas (Power Wave X — Bio Tek Instruments, INC).

4.13. Preparo do intestino para cortes histolégicos

Foi coletado o segmento distal do intestino grosso, lavado com solucdo PBS
1X, planificado em papel de filtro, acondicionado em formaldeido durante 24 horas e
depois armazenado em alcool 70%. Posteriormente, o intestino foi submetido aos
processos de desidratacdo em uma série crescente de alcool etilico, diafanizacao
em xilol e inclusdo em parafina para microtomia. Os blocos de parafina com o0s
fragmentos de intestino foram cortados em micrétomo rotativo (Leica RM2245),
obtendo-se cortes com 5 pm de espessura, montados em laminas de vidro para
microscopia, previamente tratadas com adesivo (Silano). Foram obtidos cortes
seriados depositando-se um corte a cada intervalo de 50 um na mesma lamina,
repetindo o ciclo até completar 20 laminas (Figura 9). Os cortes ap6s secagem em
estufa a 60°C, por um periodo de 24 horas, foram corados com Hematoxilina
(Stevens, 1990).
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Figura 9. Representacdo esquematica da disposicdo dos cortes histolégicos nas laminas de
microscopia. Os cortes de 5 um de espessura foram distribuidos em 20 laminas, sendo quatro cortes
em cada lamina. A distancia entre cada corte na mesma lamina € de 50 um. Para a contagem do
nuamero de células foram utilizados quatro cortes com distancia de 200 ym (lAminas destacadas em
vermelho). Para andlise da area de ninhos de amastigotas por imunohistoquimica foram utilizados 1
lamina com quatro cortes de cada animal infectado.
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4.14. Analise Morfométrica

4.14.1. Captura das imagens microscépicas

Para analise morfométrica foram utilizadas as laminas como indicado no item
4.13. As imagens para analise do infiltrado infamatdério e quantificacdo do numero de

ninhos de T. cruzi foram capturadas como indicado no item 4.10.1.

4.14.2. Contagem do numero de células da camada muscular do intestino e ninhos

de amastigotas de T. cruzi

Para a quantificacdo do numero de células e ninhos de amastigotas de T.
cruzi foram utilizadas laminas coradas com hematoxilina e as provenientes da
imunohistoquimica respectivamente. As imagens foram capturadas com objetiva de
40X no microscopio (Figura 10). Utilizou-se no total 20 imagens distribuidas na
camada muscular propriamente dita do intestino de cada animal. Cada imagem
media 356,50 x 267,38 um tendo uma area de 95.320,97 um?2. No total foi analisada
uma area de 1.906.338,8 um?, o que corresponde a 1,9 mm?. As imagens foram
escolhidas aleatoriamente. Cada imagem foi quadriculada com uma distancia de
71,02 um no eixo X e 52,78 um no eixo Y que corresponde a uma area de 3.748,43
um?2. Foram escolhidos aleatoriamente, um total de 100 areas nas 20 imagens o que
corresponde a 0,37 mm?2. Para calcular o nimero de células na musculara
propriamente dita foram contabilizados os nucleos do tecido e/ou de antigenos de T.
cruzi nessas areas. Ao final foi feita a relacdo da somatoria de todas as células que
se encontravam nessas areas pela somatéria da area total analisada. O resultado foi

expresso em mm?2.
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Figura 10. Quantificacdo do numero de células e ninhos de amastigotas na camada muscular do
intestino através da grade com area pré-determinada. Observa-se a imagem do tecido proveniente da
imunohistoquimica, onde foi capturada na objetiva de 40X e quadriculada em 25 areas. A contagem
do nimero de células e ninhos de amastigotas foi feita no sentido das linhas pontilhadas.

4.15. Relacdo do peso do intestino / peso corporal, medidas de largura e

comprimento do intestino a fresco

Todo o segmento do intestino grosso foi coletado desde o ceco até a parte do
reto, colocado em papel filtro para a pesagem em balanca eletronica (GEHAKA,
model BG 4400, SP - Brazil). Apos este procedimento foi identificado e fotografado
com régua calibrada em 25 mm, que corresponde a 8 pequenos quadrados da régua
utilizada. A camera fotogréafica utilizada foi da marca SONY, modelo SLT-A33 e as
fotos com dimensdes de 4592 pixels de largura por 2576 pixels de altura. Em
seguida foram coletados 5 cm da porcao distal do intestino grosso, planificado em
papel de filtro e fotografado com a mesma camera descrita anteriormente (Figura
11). Todas as imagens foram armazenas para posterior utilizacdo com o programa
ImageJ.

Para fazer as medidas do comprimento foi utilizado como ponto de partida a
parte proximal estendendo se até o distal, conforme ilustrado na Figura 12A. O
resultado foi expresso em cm. Para verificar a largura (Figura 12B) foi utilizada a foto
dos ultimos 5 cm distais do segmento intestinal e feitas 10 medi¢cbes em sentido
transversal ao eixo maior. O resultado foi expresso pela média das 10 medi¢cdes em

mm.
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Figura 11. Representacéo esquematica das medi¢cdes do comprimento (A) e largura (B) do intestino a
fresco. As medigbes foram realizadas através do programa ImageJ. Em A, mostra-se o intestino
grosso coletado entre a porcdo do ceco ao reto. A linha em vermelho mostra o local onde foi feita a
medi¢éo do comprimento, expresso em cm. Em B, mostra-se a por¢ao final do intestino grosso onde
foram feitas as medi¢gBes da largura. Foram usados os Ultimos 5 cm distais do segmento intestinal e
feitas 10 medicdes em sentido transversal ao eixo maior, o resultado foi expresso pela média das 10
medi¢bes em mm.

4.16. Contagem de leucdcitos no sangue periférico

ApoOs coletado o sangue total realizou-se uma diluicdo 1:20 em liquido de
Turck (NewProv - Produtos para Laboratorio LTDA — Brasil) para contagem manual
de leucdcitos total no sangue periférico utilizando camara de Neubauer. Em seguida
foram confeccionadas laminas de esfregaco sanguineo para contagem diferencial de
Leucécitos e coradas por Panético (NewProv - Produtos para Laboratério LTDA —

Brasil).

4.17. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa “Instat e Prisma” da

Graphpad (http://www.graphpad.com). Em todas as varidveis foram testadas a

distribuicdo normal (Kolmogorov-Smirnov) e a varidncia homogénea (teste “F” ou
Teste de Bartlett’s). Quando a distribuicdo foi considerada normal e com variancia
homogénea utilizou-se testes paramétricos. Quando comparado dois grupos foi
utilizado o teste “t” ndo-pareado e mais de trés grupos foi utilizado ANOVA com post
test de comparacao multipla de Tukey's. Os resultados foram expressos em média *
EPM. Nos casos em que a distribuicdo ndo foi Gaussiana, utilizaram-se os testes
nao paramétricos. Quando dois grupos foi utilizado o Teste "Mann Whitney" e mais

de 3 grupos utilizamos o teste "Kruskal-Wallis" com comparac¢do multipla de Dunn's.


http://www.graphpad.com/
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Para correlac@o das variaveis foi utilizada a correlacdo de Spearman. Os resultados
foram expressos em mediana, valores maximos e minimos. As diferencas
observadas foram consideradas significantes quando p<0,05 (5%) (Arango, 2001,
Mandarim-De-Lacerda, 2003).
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5. RESULTADOS

5.1. Curva de Parasitemia

A curva de Parasitemia (Figura 12) demonstra o0 nimero de parasitos dos
animais infectados ao longo do periodo analisado, com destaque para o décimo
quarto e vigésimo primeiro dias apos a infeccdo, onde houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos analisados (p<0,05). ApGs 14 dias de
infeccdo foram utilizados valores expressos em média + EPM. Para o grupo PBS, os
valores foram de 1.184.00,0 £ 185.354,0 e para o grupo ArtinM 707.500,0 *
73.306,0. Ap6s 21 dias de infeccdo, foram usados valores expressos em mediana
(méximo — minimo). Para o grupo PBS, os valores foram 4.350.000,0 (6.520.000,0 —
2.240.000,0) e para o grupo ArtinM 2.080.000,0 (2.320.000,0 — 1.840.000,0).

8.0x106+ -e- PBS

- ArtinM
6.0x10+ a
—
€
(%)
S 4.0x10°-
g
@
o
2.0x10°6+

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84
Dias ap6s infec¢éo

o = p<0,05 vs PBS

Figura 12. Curva de Parasitemia realizada a cada 7 dias durante 90 dias de infeccdo. O gréfico
representa o nimero de parasitos/ml na escala logaritmica de base 10. Os valores foram expressos
em mediana (maximo — minimo) quando usado teste ndo-paramétrico (Teste "Mann Whitney”) e
média + EPM quando usado teste paramétrico (Teste "t" ndo pareado). a = Diferengas
estatisticamente significantes no décimo quarto e vigésimo primeiro dia de infec¢do, p<0,05.
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5.2. Curva de Peso

A curva de peso (Figura 13) foi realizada diariamente e demonstra a média da
porcentagem de perda ou ganho de peso ao longo de 90 dias de infeccdo, com
destaque para os dias que correspondem a fase aguda da doenca, onde o grupo
Controle mostrou menor valor de porcentagem de perda de peso comparado aos
grupos PBS e ArtinM (p<0,05) e, ap6s o vigésimo primeiro dia ao final do
experimento houve uma inversdo dos valores e os animais dos grupos PBS e
ArtinM mostraram uma diferenga estatisticamente significante em comparagédo ao
grupo Controle, com valores menores de porcentagem de peso, p<0,05. Os valores
foram expressos em mediana (maximo — minimo) quando usado teste nao-

paramétrico e média £ EPM quando usado teste paramétrico.

1204 , Controle

-— PBS
= ArtinM

1104

% peso

1004

90

-5 0 5 101520 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Dias

Figura 13. Curva de Peso. O grafico representa a porcentagem de perda ou ganho de peso no
periodo de 90 dias. Os valores foram expressos em mediana (maximo — minimo) quando usado teste
ndo-parameétrico (Teste "Mann Whitney”) e média + EPM (Teste "t" ndo pareado) quando usado teste
paramétrico. *Diferencgas estatisticamente significantes dos grupos infectados x controle, p<0,05.
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5.3. Curva de Sobrevida

A curva de sobrevida (Figura 14) demonstra a porcentagem de sobrevida dos
animais ao longo de 90 dias de infeccdo. Observou-se 100% de sobrevivéncia para
0s animais do grupo Controle, 93,3% de sobrevivéncia para 0os animais do grupo
PBS e 93,3% de sobrevivéncia para os animais do grupo ArtinM, onde ndo houve

diferenca estatisticamente significante entre os grupos analisados, com p>0,05.

100 +— - Tt - == Controle
I L wd PBS
1 . == ArtinM
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;\5\ l--d—-——-——d
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Dias ap0s infec¢ao

Figura 14. Curva de Sobrevida. O grafico representa a porcentagem de sobrevida dos animais
infectados com T. cruzi e que receberam ou nado tratamento com ArtinM no periodo de 90 dias. Nao
houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, p>0,05.
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5.4. Nimero de células no tecido cardiaco

Foi realizada a contagem do numero de células do tecido cardiaco e os
valores foram expressos em média + EPM (Figura 15).

O grupo Controle obteve os valores 1.908,0 = 41,9; o grupo PBS obteve os
valores 2.665,0 £ 41,5 e o grupo ArtinM obteve valores de 2.578,0 = 74,0. Foi
observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos, onde * = p<0,05

vs Controle.
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Figura 15. Namero de células no tecido cardiaco expresso em mm?2 de acordo com 0S grupos:
Controle, PBS e ArtinM ap6s 90 dias de infecgdo com T. cruzi. Os valores foram expressos em média
+ EPM. *Diferencas estatisticamente significantes entre os grupos PBS e ArtinM x Controle, p<0,05.
Teste ANOVA, pds-teste "Tukey's Multiple Comparison”.
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5.5. Quantificacdo do colageno no tecido cardiaco

Foi realizada a quantificacdo do colageno no tecido cardiaco através da
coloracdo de Picrosirius e os valores foram expressos em mediana (maximo —
minimo) (Figura 16).

O grupo PBS obteve os valores 1,9 (2,8 + 1,4) e o grupo ArtinM obteve
valores de 1,6 (2,2 £ 1,2). Foi observada diferenca estatisticamente significante entre

0S grupos, onde a = p<0,05 vs PBS.
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Colageno (%)
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Figura 16. Quantificacdo de coldgeno no tecido cardiaco expresso em % de acordo com 0S grupos:
PBS e ArtinM apés 90 dias de infecgdo com T. cruzi. Os valores foram expressos em mediana
(méaximo-minimo). a = Diferengas estatisticamente significantes entre os grupos PBS x ArtinM,
p<0,05. Teste "Mann Whitney”.




[

© 00 N o Uu b~ W N

10
11

12
13
14

15
16
17
18
19
20
21
22
23

44

5.6. Quantificacdo dos ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco por Imunohistoquimica

Foi realizada a quantificagcdo de ninhos de T. cruzi/cm? no tecido cardiaco
através da imunohistoquimica e os valores foram expressos em meédia + EPM
(Figura 17).

O grupo PBS obteve os valores de 248,2 £ 9,2 e 0 grupo ArtinM obteve
valores de 220,0 £ 12,8. Nao foi observada diferenca estatisticamente significante

entre os grupos, p>0,05.
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Figura 17. Quantificagdo do nimero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco por Imunohistoquimica,
expressos em cm? de acordo com os grupos PBS e ArtinM apds 90 dias de infecgdo com T. cruzi. Os
valores foram expressos em média + EPM. Ndo houve diferencas estatisticamente significantes,
p>0,05. Teste "t" ndo pareado.
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5.7. Quantificacdo de citocinas no tecido cardiaco

Foram quantificadas as citocinas TNF-a, IL-12p40, IFN-y e IL-10 no tecido
cardiaco dos animais infectados com T. cruzi (Figura 18).

Os valores foram expressos em pg/mL/mg de tecido, onde nao houve
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, com p>0,05. Os valores
foram expressos em mediana (maximo-minimo), usando o teste ndo-paramétrico.
Para TNF- a, o grupo Controle obteve os valores 14,1 (46,0 — 7,9), grupo PBS 20,5
(72,0 — 7,7) e grupo ArtinM 12,0 (42,8 — 5,5). Para IL-12p40, o grupo Controle
obteve os valores 12,2 (34,5 — 7,5), grupo PBS 19,7 (83,3 — 4,5) e grupo ArtinM
13,4 (37,9 — 7,5). Para IFN- y, o grupo Controle obteve os valores 2,6 (4,1 — 1,3),
grupo PBS 2,8 (4,3 — 1,2) e grupo ArtinM 2,3 (5,8 — 0,9). Para IL-10, o grupo
Controle obteve os valores 0,27 (0,40 — 0,06), grupo PBS 0,17 (0,25 — 0,9) e grupo
ArtinM 0,24 (0,62 — 0,03).
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Figura 18. Quantificacdo de citocinas TNF-a, IL-12p40, IFN-y e IL-10 no tecido cardiaco dos animais
de acordo com os grupos PBS e ArtinM apo6s 90 dias de infeccdo com T. cruzi. Os valores foram
expressos em mediana (maximo-minimo). N&do houve diferencas estatisticamente significantes,
p>0,05. “Kruskal-Wallis” com pds-teste “Dunn's Multiple Comparison”.
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5.8. NUmero de células no intestino

Foi realizada a contagem do numero de células do intestino dos animais
infectados com T. cruzi e os valores foram expressos em mediana (maximo —
minimo) (Figura 19).

O grupo Controle obteve os valores de 1.498,0 (1.835,0 — 1.195,0), grupo
PBS 4.319,0 (5.874,0 — 3.388,0) e o grupo ArtinM 4.014,0 (5.714,0 — 2.726,0).
Foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos PBS e
ArtinM x Controle, p<0,05.
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Figura 19. NGmero de células no intestino expresso em mm?2 de acordo com os grupos: Controle,
PBS e ArtinM apds 90 dias de infeccdo com T. cruzi. Os valores foram expressos em mediana
(maximo-minimo). *Diferenca estatisticamente significante entre os grupos PBS e ArtinM x Controle,
p<0,05. “Kruskal-Wallis” com pds-teste “Dunn's Multiple Comparison”.
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5.9. Quantificacdo dos ninhos de T. cruzi no intestino por Imunohistoquimica

Foi realizada a quantificacdo de ninhos de T. cruzi no intestino expresso em
cm? e os valores foram expressos em mediana (maximo — minimo) (Figura 20).

O grupo PBS obteve os valores 46,7 (106,7 — 20,0) e o grupo ArtinM 26,7
(66,7 — 6,7). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre

0S grupos, p>0,05.
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Figura 20. Quantificagdo do numero de ninhos de T. cruzi no intestino por Imunohistoquimica,
expressos em cm? de acordo com os grupos: PBS e ArtinM apés 90 dias de infecgdo com T. cruzi. Os
valores foram expressos em mediana (maximo-minimo). Ndo houve diferencas estatisticamente
significantes, p>0,05. T ndo-paramétrico "Mann Whitney test".
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5.10. Medicbes de largura, comprimento e relagdo do peso do intestino / peso

corporal

Foram realizadas as medi¢cdes do comprimento, largura e relacédo do peso do
orgédo / peso corporal (Figura 21 A, B e C) de acordo com os grupos: Controle, PBS
e ArtinM apo6s 90 dias de infeccdo com T. cruzi.

Os valores foram expressos em mediana (maximo-minimo) para comprimento
(Figura 21A). O grupo Controle obteve os valores 12,7 (13,1 - 10,3), grupo PBS
13,5 (14,4 - 11,9) e grupo ArtinM 13,2 (14,5 - 11,8). Foram observadas diferencas
significativas entre os grupos PBS x Controle, p<0,05. Para a medi¢&do da largura
(Figura 21B) e relacdo do peso do o6rgao / peso corporal (Figura 21C), foram
utilizados os valores de média £+ EPM. Para largura o grupo Controle obteve os
valores 7,1 + 0,3, o grupo PBS 7,3 = 0,2 e grupo ArtinM 7,8 + 0,1. N&do houve
diferencas estatisticamente significativas, p>0,05. J& para a relacdo do peso do
orgao / peso corporal o grupo Controle obteve valores 2,9 + 0,2, o grupo PBS 3,7
0,1 e grupo ArtinM 3,9 £ 0,2. Foram observadas diferencas significativas entre os

grupos PBS e ArtinM x Controle, p<0,05.
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Figura 21. Medi¢Ges de comprimento (A), largura (B) e relacdo do peso do intestino / peso corporal
(C) expressos em mm, cm e % respectivamente, de acordo com os grupos: Controle, PBS e ArtinM
apo6s 90 dias de infeccdo com T. cruzi. Os valores foram expressos em mediana (maximo-minimo)
para A (“Kruskal-Wallis” com pés-teste “Dunn's Multiple Comparison”) e média + EPM para B e C
(ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple Comparison"). *Diferencas estatisticamente significantes entre
0s grupos Infectados x Controle, p<0,05.
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5.11. Quantificacdo de Leucdcitos no sangue periférico

Foi realizada a quantificacdo dos Leucocitos totais e diferencial no sangue
dos animais infectados com T. cruzi (Figura 23).

Os valores foram expressos em mm?3, onde ndo houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, com p>0,05. Os valores foram
expressos em mediana (maximo-minimo), usando o teste nao-paramétrico. Para
Leucdcitos totais, o grupo Controle obteve os valores 13.250,0 (31.200,0 — 9.350,0),
grupo PBS 19.075,0 (26.450,0 — 9.450,0) e grupo ArtinM 14.050,0 (20.200,0 —
10.300,0). Para Neutréfilos, o grupo Controle obteve os valores 1.704,0 (3.432,0 —
1.112,0), grupo PBS 2.369,0 (4.988,0 — 1.229,0) e grupo ArtinM 2.275,0 (3.232,0 —
721,0). Para Linfocitos, o grupo Controle obteve os valores 11.130,0 (27.144,0 —
7.293,0), grupo PBS 16.310,0 (22.483,0 — 8.033,0) e grupo ArtinM 11.176,0
(18.135,0 — 7.844,0). Para Mondcitos, o grupo Controle obteve os valores 137,3
(624,0 — 96,5), grupo PBS 334,0 (1.500,0 — 113,0) e grupo ArtinM 479,3 (867,5 —
209,0).



Uk WNPE

~N

10
11
12
13
14
15
16
17
18

Leucécitos totais / mm?

Linfécitos / mm?

50

4.0x1041 6.0x10°
3.0x10%4 T ©
g 4,0x10°%4
” R
2.0x10%4 S
©
3 20x10%
1.0x104 z
J -
0 T T T 0 T T T
Controle PBS ArtinM Controle PBS ArtinM
T. cruzi T. cruzi
3.0x1041 2.0x10%1
™ 1.5x10°%4
2.0x10%- E
2
] 1.0x103
3
1.0x104- 5
e — = 5.0x102
0 T T T 0 T T T
Controle PBS ArtinM Controle PBS ArtinM
T. cruzi T. cruzi

Figura 22. Quantificagdo de Leucécitos no sangue periférico dos animais de acordo com 0s grupos:
Controle, PBS e ArtinM apés 90 dias de infeccdo com T. cruzi. Os valores foram expressos em
mediana (méaximo-minimo). N&do houve diferencas estatisticamente significantes, p>0,05. “Kruskal-
Wallis” com pés-teste “Dunn's Multiple Comparison”.
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6. DISCUSSAO

A DC ja passa do seu primeiro centenario apds a sua descoberta e ainda
continua intrigando a ciéncia pela sua variabilidade em sintomatologia clinica,
resisténcia parasitaria e relagdo com o hospedeiro. Embora exista uma tendéncia de
declinio significativo pelas proximas 3 décadas de individuos infectados com a
doenca, existem pessoas que sofrem com o desenvolvimento da doencga e um risco
iminente em novos focos de contagios. Assim, a ciéncia busca minimizar os danos
associados a esta doenca através da busca de medidas profilaticas cada vez mais
eficientes, terapias vacinais, tratamentos com efeitos deletérios menores, até mesmo
a cura na forma crénica da doenca.

Neste sentido, um grande desafio € a modulacdo da resposta imune, pois
este € um dos mecanismos que se interagem e colabora para os danos associados
com a doenca na forma cronica sintomética. Além disso, a ativagdo imune e
participacdo de proteinas que em concentracdes elevadas favorecem para dano
tecidual e instalacdo de alteracdes fisioldgicas observadas na doenca. A lectina
ArtinM demonstrou ter um papel imunomodulador em algumas doencas parasitarias,
com um perfil Thl tendencioso, tornando assim um alvo interessante em se avaliar
na DC, uma vez que respostas Thl sédo relacionadas ao controle parasitario na
doenca, bem como a resisténcia de seu hospedeiro. Assim avaliou-se o efeito do
tratamento da lectina ArtinM na DC experimental em sua forma cronica.

O estudo possibilitou avaliar a relacdo do tratamento com a ArtinM na DC
experimental apos 90 dias de infeccéo, através do monitoramento de peso, curva de
parasitemia, curva de sobrevida, leucograma, quantificacdo de citocinas
inflamatdrias no tecido cardiaco e parametros morfométricos do coracédo e intestino,
tais como: quantificacdo da area de ninhos de amastigostas e nimero de células do
infiltrado inflamatdrio, além da quantificacdo de colageno no tecido cardiaco e
padrdes histométricos intestinais (largura, comprimento e relacdo de peso do 6rgao
pelo peso corporal).

Existem algumas diferencas que sao verificadas entre as cepas de T. cruzi,
dentre elas a viruléncia, patogenicidade e o tropismo. A cepa utilizada neste estudo
(Colombiana) é caracterizada por tropismo tecidual para musculatura esquelética e

miocardica, apresenta elevada patogenicidade, além de extensas lesées necrotico-
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inflamatodrias do vigésimo ao trigésimo dias de infeccdo (Brener e Chiari, 1963;
Andrade e Rocha Silva, 1995; Rossi, 1995; Andrade, 1999; De Souza et al., 2003).
Na infeccdo pelo T. cruzi o tipo de cepa testada é importante para avaliar a evolugéo
da doenca, o grau da lesdo nos tecidos, principalmente na curva de parasitemia
onde a cepa “Colombiana” apresenta pico entre o vigésimo e trigésimo dias de
infeccdo (Camandaroba et al., 2001).

Outro fator analisado e também de extrema importancia é o inéculo. Neste
trabalho realizamos um inéculo com 3x10° tripomastigotas sanguineas da cepa
“Colombiana” de T. cruzi. A curva de parasitemia apresentou o pico do namero de
parasitos/mL entre o vigésimo primeiro e vigésimo oitavo dia apds a infeccéo,
estando de acordo com a caracteristica da cepa ja descrita anteriormente (Andrade
et al., 1985; Andrade e Magalhédes, 1997; Borges et al., 2013).

Os resultados da parasitemia mostraram que ao sétimo dia de infeccao, tanto
0 grupo PBS quanto o grupo ArtinM ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significantes, uma vez que se tratava do inicio da infeccdo, onde as formas
tripomastigotas no sangue se apresentavam em baixo nimero, apesar de ja nesta
data se observar uma tendéncia a diminuicédo do grupo tratado com Lectina.

Ao analisar a parasitemia no periodo do décimo quarto ao vigésimo primeiro
dia de infeccdo e comparar os grupos infectados, o grupo que havia recebido
tratamento com lectina ArtinM apresentou nimeros menores de parasitos/mL do que
0 grupo que recebeu tratamento com PBS 1x, demonstrando que a lectina ArtinM
tem a capacidade em diminuir a parasitemia.

O controle da proliferacdo de microrganismos pela lectina ArtinM também foi
descrito em outras infeccbes como, por exemplo, na leishmaniose, onde a lectina
ArtinM induz um papel protetor conduzido por macrofagos, resultando em resisténcia
a infeccdo em camundongos Balb/c. Na paracoccidioidomicose a partir de um
tratamento terapéutico com a lectina apos 10 dias de infeccdo com o
Paracoccidioides brasiliensis, observou-se reducdo da formacgédo de unidades de
colbnias bem como a diminuigdo da formagdo de granulomas pulmonares. Ja na
neosporose canina, a imunizagcdo com lectina ArtinM associada ao antigeno lisado

de Neospora conferiu uma alta protecdo a infec¢do parasitaria pela inducado de uma
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resposta imune protetora vacinal em camundongos C57BL/6 (Panunto-Castelo et al.,
2001; Coltri et al., 2008; Cardoso et al., 2011).

Levando em consideracao de que o infiltrado inflamatério se relaciona com o
estado de ativacdo do sistema imune e a capacidade de lesdo tecidual, dado ao
efeito vinculado a causa de infeccdo e mediadores inflamatorios, quantificou-se o
namero de células teciduais. Foi evidenciado um aumento de ambos 0s grupos
infectados, com uma ligeira diminuicdo do grupo que recebeu a Lectina ArtinM.
Acredita-se que este aumento de células, em relacdo ao grupo que nado recebeu o T.
cruzi se deve a exposicdo antigénica no tecido apos instalacdo de ninhos de
amastigotas, como ja observado em outros estudos ( Borges et al., 2013; Da Costa
et al., 1984; De Lourdes Higuchi et al., 1993). Ja a ligeira diminuicdo observada no
grupo em que recebeu Lectina ArtinM é suportado pela discreta diminuicdo de
ninhos de amastigotas tecidual, fato este que colabora para diminuicdo da exposicao
antigénica e migragao celular, mecanismo amplamente conhecido para mediar a
diapedese (Pereira e Burini, 1991; Silva, 2012).

A carga antigénica vinculada a capacidade imunogénica reconhecida pelo
hospedeiro, ir4 dirigir maior ou menor leséo tecidual, o que levaria aos processos de
reparos distintos pela deposicéo de colageno e formacéao de fibrose. A deposicéo de
colageno é precedida de diversos eventos vinculados ao sistema imune na fase
crobnica da doenca. De forma curiosa, além da exposicdo antigénica e o
reconhecimento do hospedeiro a autoimunidade ja foi associada com processos pro-
inflamatoérios observados na fase crbnica da doenca, uma vez que ha diminuicdo
significativa da parasitemia, persisténcia inflamatoria, com uma indu¢do humoral
demonstrada pela positividade de anticorpos na fase cronica da doenca (Tafuri,
1987). Embora se acredite que a permanéncia humoral seja um fator desencadeante
de leséo pela ativacdo do sistema complemento pela via classica (Coelho-Castelo et
al., 2009; De Melo Cruvinel et al., 2010), posteriormente tornou-se até um indicativo
de cura da doenca anticorpo-dependente (titulos de anticorpo litico) (Galvéo et al.,
1993; Cancado, 1999).

Por outro lado sabe-se que a inflamacao tecidual na fase crénica da doenca
permite que macrofagos sensibilizados e ativados, além de destruir componentes do

intersticio através de enzimas liticas (colagenases, elestases) e prostaglandinas,
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liberem o fator fibronectina, uma glicoproteina quimiotatica para fibroblastos e mais
os fatores moduladores diretos como os fatores de crescimento; além disso,
linfécitos T parecem ter papel importante, pois citocinas constituem fatores
guimiotaticos e estimuladores da proliferacao fibroblastica no foco inflamatorio, onde
o fibroblasto ir4 se proliferar e sintetizar colageno, que passa ser importante no
processo de reparo por cicatrizacao (fibrose), e o que se evidencia na DC é um
descontrole na formacao do colageno e o seu excesso resulta em dano para a célula
tecidual e/ou 6rgaos na fase cronica da doenca acarretando em disfuncéao (Tafuri,
1979; Cancado e Chuster, 1985; Tafuri, 1987). Evidentemente qualquer interagao
molecular que permita a imunorregulacdo e o controle no processo de reparo
tecidual se torna um alvo bastante valioso na luta contra danos irreversiveis até aqui
na DC cronica.

Colaborando com as descricdes citadas anteriormente pode-se observar
neste estudo uma reducado no colageno quantificado no grupo infectado que recebeu
Lectina ArtinM quando comparado ao grupo PBS. Outros estudos visam restituir o
tecido que sofreu reparo por fibrose, como observado no transplante de medula
0ssea e transplante de células mesenquimais de tecido adiposo no tratamento da
cardiopatia chagasica (Vilas-Boas et al., 2004). Bustamante et al., (2007)
observaram diminuicdo da fibrose em camundongos tratados com benznidazol,
medicamento de escolha atualmente para tratamento da DC. Acredita-se que esta
atividade de diminuicdo de colageno se deve pelo controle precoce parasitario e
menores efeitos deletérios ao longo da doenca, dado demonstrado na curva de
parasitemia. Isto enfatiza a importancia de novos estudos para avaliar a
funcionalidade do 6rgéo, tanto a nivel cardiaco como digestivo.

A presenca do infiltrado inflamatério esta relacionado com lesdes em diversos
locais, assim demonstra-se que em relacdo aos dados histométricos intestinais
(comprimento, largura e relacdo peso corporal pelo peso do 6rgao), o grupo que
recebeu a Lectina ndo apresentou diferencas quanto ao comprimento comparado
com controle, relagcdo nédo verdadeira de grupo infectado PBS. Por outro lado, na
relacdo de pesos (corporal/érgdo) ndo observou-se diferencas entre 0s grupos
infectados. A perda das dimensdes histométricas ja é algo esperado na fase crénica

da doenca (Pinheiro et al., 2003); uma vez que alteragcbes no tecido intestinal
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associadas a DC ja sdo conhecidos e amplamente estudados na fase crbnica da
doenca (Todd et al., 1969; Fernandes et al., 1991; Lopes et al., 2013). Uma vez que
as alteracdes morfométricas estdo associados a desnervacdo da camada muscular,
que facilita a dilatacdo do tecido, diminuindo assim a sua espessura. Estas
modificacdes além de serem cepa e hospedeiro dependente, Nnosso grupo
demonstrou em outro estudo estar também associado a concentracdo do inéculo e
com modificacbes ja proeminentes na fase aguda da doenca, com o pico de
parasitemia (Vazquez et al., 2015). No presente estudo o ind6culo foi considerado
médio, 0 que ja ndo se esperava grandes modificacdes histométricas, mas o
suficiente para correlacionar com modificagdes funcionais. Da mesma forma
relacionamos uma menor injdria tecidual pelo controle parasitario em resposta
imunomodulatéria observada no grupo infectado tratado com a Lectina ArtinM. Algo
semelhante foi observado por Teixeira et al., (2006) na infeccdo por Leishmania
amazonenses, quando a Lectina ArtinM foi capaz de induzir a producao de IFN-y,
importante citocina vinculada ao processo de retroativacdo macrofagica,
potencializando o seu poder tripanocida via 6xido nitrico.

Na fase cronica da doenca espera-se menores concentragdes de citocinas
pro-inflamatérias levando em consideracdo a reducdo parasitaria. No entanto este
estado € variavel e podera direcionar a forma clinica da doenca. Infiltrado de células
mononucleares no tecido cardiaco expressam IFN-y, TNF-a e IL-6, com baixos
niveis de IL-2, IL-4 e IL-10 (Reis et al., 1993; Reis et al., 1997; Abel et al., 2001).
Neste estudo foi observada uma tendéncia de elevacdo para as citocinas pro-
inflamato6rias TNF-a, IL-12p40 no grupo infectado sem tratamento; 0 mesmo nao foi
observado no grupo tratado. O oposto foi observado na avaliacdo da IL-10, onde o
grupo infectado que recebeu a Lectina ArtinM apesentou maiores niveis em relacédo
ao grupo infectado sem tratamento, demonstrando assim uma atividade anti-
inflamatoria em estagios cronicos da doenca.

Levando em consideracao os efeitos imunomodulatérios dado a mediadores
quimicos observados na infecdo pelo T. cruzi, tanto no pelo processo de migracao
celular quanto na interacdo da hematopoese, quantificou-se os leucécitos no sangue
periférico, onde ndo houveram modificagcbes significativas na interacdo com células

leucocitarias do sangue e citocinas apos 90 dias de infecdo pelo T. cruzi. Este fato &
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relevante, uma vez que a atividade imunorregulatéria pode favorecer ao
desequilibrio celular e/ou de proteinas expressas pelo sistema imune, como ja
observado em outros mecanismos (Santos, 2013).

Na avaliacdo intestinal, observou-se a reducdo da area de ninhos de
amastigotas em 39,29% do grupo que recebeu o tratamento com ArtinM em
comparagcdo com grupo infectado que recebeu somente PBS. Assim, a lectina
ArtinM foi capaz de modular a resposta imune frente a infeccdo pelo T. cruzi, sem
gue houvesse alteracdes significativas em numeros de células de expressao de
proteinas inflamatérias apos os 90 dias da doenga. Ao mesmo tempo, contribuiu
para a reducdo do coldgeno no tecido cardiaco, sem manifestagcbes de aumento
celular. Assim o0 presente estudo permite concluir um efeito benéfico
imunomodulatério associado ao tratamento com a lectina AtinM na infeccao cronica

experimental pelo T. cruzi.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que a lectina ArtinM apresenta um efeito biolégico durante a fase
crbnica da infeccdo experimental pelo T. cruzi, com a diminuicdo dos niveis de
parasitos/mL, diminuicdo do numero de células no tecido cardiaco e intestino,
diminuic&o significativa da porcentagem de colageno no tecido cardiaco e tendéncia

a diminuicdo do numero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco e intestino
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