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RESUMO



Introducdo: A Doenca de Chagas, também conhecida como tripanosomiase
Americana, € uma antropozoonose causada pela infeccdo do protozoario
Trypanosoma cruzi (T.cruzi), que constitui um dos principais problemas médico-
sociais brasileiros e um grave problema de saude publica na América Latina.
Atualmente o tratamento é realizado através de agentes quimioterapicos e 0s
medicamentos Benzonidazol e Nifurtimox. As lectinas sdo proteinas ou
glicoproteinas ligantes de acgucar, que aglutinam células e ou precipitam
glicoconjugados. A lectina ArtinM ¢é dotada de importante propriedade
imunomoduladora, exercida pela indugédo da producédo de IL-12. Objetivos: Analisar
o efeito da imunomodulagéo promovida por ArtinM durante a fase aguda da infec¢ao
experimental pelo T.cruzi. Material e métodos: Foram utilizados 40 camundongos
machos da linhagem BALB/c com 10 semanas de idade, divididos nos grupos:
Controle tratado com Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com
Salina e Infectado tratado com Lectina. A infecgéo pelo T.cruzi foi realizada com
indculo de 3x10° tripomastigotas sanguineos da cepa “Colombiana”. Animais dos
grupos Controle tratado com Salina e Infectado tratado com Salina receberam 100ul
de solucdo Salina a 0,9%, e os do grupo Controle tratado com Lectina e Infectado
tratado com Lectina receberam uma concentragéo de 0,5ug/100ul da lectina ArtinM.
Administracdo da salina e lectina foi realizada durante trés dias consecutivos que
antecederam a infec¢do e no quinto, décimo e décimo quinto dias apds a infeccdo. A
parasitemia foi realizada no sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dias apés a
infeccdo. Apés 23 dias de infec¢do os animais foram eutanasiados e submetidos a
necropsia. Coletou-se 0 sangue para andlise do hemograma e reticulécitos; o
plasma, baco e atrios para quantificacdo das citocinas IL-12 p40, IL-10, IFN-y e TNF,
através da técnica de ELISA; ventriculos para analise histolégica, onde foram
realizados cortes com 6um de espessura e corados por HE. Analisou-se a
porcentagem da area do infiltrado inflamatorio através da grade de pontos com area
pré-determinada e o niumero de ninhos de T.cruzi por imunohistoquimica. Os valores
foram considerados significativos quando p<0,05. Resultados: O grupo Infectado
tratado com Lectina apresentou menores numeros de parasitos, com diferenca
significativa no décimo quarto e vigésimo primeiro dias de infeccdo. Na andlise do
hemograma, encontramos uma diminui¢cdo dos valores provindos do eritrograma nos
grupos infectados, dentre eles numero de Hemacias, Hemoglobina, Hematdcrito,
indices Hematiméticos (VCM e HCM) e Amplitude de distribuicdo das hemécias
(RDW), além da elevacao dos Reticulécitos. Nao houve diferencas na contagem de
plaquetas. Aumento de leucdcitos totais e consequentemente neutrofilos, linfécitos e
mondcitos. Na analise histologica, houve uma reducdo da porcentagem da area de
infiltrado inflamatério e ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco. Na avaliagdo das
citocinas os perfis da quantificagdo entre os diferentes 6rgdos foram similares com
reducdo de IL-12 p40, IFN-y e TNF e aumento de IL-10 no grupo Infectado tratado
com Lectina ArtinM em relacédo ao grupo Infectado tratado com Salina. Conclusao:
Concluimos que a lectina ArtinM apresenta um efeito biolégico em camundongos
Balb/C durante a fase aguda da infeccao experimental pelo T. cruzi.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Lectina ArtinM,
Parasitemia.
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ABSTRACT



Background: Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is caused
by an anthropozoonozie infection of the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
which is a major medical-social problem in Brazil and a serious public health problem
in Latin America. Currently, the treatment is performed by chemotherapeutic agents
and medications benznidazole and nifurtimox. Lectins are proteins or glycoproteins of
sugar binder, which agglutinate cells and or precipitate glycoconjugates. The lectin
ArtinM important property is endowed with immunomodulating by exerted by
induction of IL-12. Objectives: Evaluate the effect of immunomodulation by ArtinM
promoted during the acute phase of experimental infection with T.cruzi. Methods:
Were used forty male mice of lineage BALB/c with ten week old, divided in the
groups: Control treated with Saline, Control treated with Lectin, Infected treated with
Saline e Infected treated with Lectin. The infection with the T.cruzi was performed
with an inoculum of 3x10° blood trypomastigotes of the “Colombiana” strain. Animals
from the groups Control treated with Saline and animals Infected treated with Saline
received 100uL of saline 0,9% and the groups Control treated with Lectin and
Infected treated with Lectin received 0,5ug/100uL of Lectin ArtinM. Saline and Lectin
of administration was performed for three consecutive days prior to infection and the
in the fifth, tenth and fifteenth days after infection. The parasitemia was performed on
the seventh, fourteenth and twenty-first day after infection. After 23 days of infection
the animals were euthanized and necropsied. Blood was collected for analysis of
hemogram and count of reticulocytes. The plasma, spleen and atria performed the
quantification of IL-12 p40, IL-10, IFN-y and TNF by ELISA; ventricles for histological
analysis, which were performed with 6um thick sections and strained with
hematoxylin and eosin. We analyzed the percentage of the area of inflammatory
infiltrate through the grid points with predetermined area and the number of nests of
T.cruzi by immunohistochemistry. Values were considered significant when p<0.05.
Results: The group Infected treated with Lectin showed lower numbers of parasites,
a significant difference in the fourteenth and twenty-first day of infection. In the
analysis of hemogram, we found a decrease in erythrocyte values stemming from the
infected groups, including number of red blood cells, hemoglobin, hematocrit,
hematimetrics indices (MCV and MCH) and Amplitude distribution of red blood cells
(RDW), besides the increase in reticulocytes. No differences in platelet count.
Increase in total leukocytes and therefore neutrophils, lymphocytes and monocytes.
In histological analysis, there was a reduction in the percentage of the area of
inflammatory infiltrate and nests of T. cruzi in heart tissue. In the cytokines evaluation
of the measurement profiles of the different organs were similar reduction of IL-12
p40, TNF and IFN-y and IL-10 increased in the group Infected treated with Lectin
ArtinM in comparasion with group Infected treated saline. Conclusion: We conclude
that the lectin ArtinM has a biological effect in Balb/C during the acute phase of
experimental infection with T.cruzi.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Lectin ArtinM, Parasitemia.
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1.1 Doenca de Chagas

1.1.1 Aspectos Gerais

A Doenca de Chagas (DC), descoberta por Carlos Chagas no dia 14 de abril
de 1909 (CHAGAS,1909), é alvo de muitos estudos realizados por inumeros
pesquisadores no mundo inteiro que buscam compreender oS mecanismos que
controlam a interacdo entre o parasita e a célula, os efeitos patolégicos e a influéncia
de fatores genéticos ligados ao hospedeiro e ao parasito, a resposta imune, 0
diagnéstico e controle da doenca. A infeccdo em humanos acomete populacdes
pobres, sem condicdes de habitacdo que favorecem o contato entre o inseto
transmissor e o homem (LANA; TAFURI, 2003).

A DC, também conhecida como Tripanosomiase Americana, é uma
antropozoonose causada através da infeccdo pelo protozoario Trypanosoma cruzi
(T. cruzi), que € um membro da familia Trypanosomatidae da ordem Kinetoplastida,
gue se desenvolve em insetos hematéfagos da familia Reduviidae, em pequenos
mamiferos de vida silvestre e em humanos. (CHAGAS, 1909).

O T.cruzi apresenta diferentes ciclos evolutivos onde circula entre animais e
triatomineos silvestres, caracterizando o ciclo silvestre. Quando animais domésticos
e vetores peridomiciliares permutam o parasito com animais e vetores silvestres,
temos o ciclo peridoméstico; e por fim o ciclo doméstico, no qual o parasito circula
entre vetores e 0s habitantes domiciliares. (COUTINHO, DIAS, 1999)

A DC constitui um dos principais problemas médico-sociais brasileiros e um
grave problema de saude publica na América Latina. Uma estimativa da

Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indica uma prevaléncia da infeccdo pelo T
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cruzi em torno de 13 milhdes de pessoas em 15 paises, com incidéncia anual de
200.000 casos. No Brasil, estima-se em 2 a 3 milh6es de pessoas infectadas, com

prevaléncia atual da infeccao inferior a 0,2%. (WHO, 2000, 2002; DIAS, 2006).

1.1.2 Ciclo bioldgico

O T.cruzi realiza o seu ciclo biolégico nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados através de varias formas evolutivas. As formas amastigotas,
epimastigotas e tripomastigotas do parasito interagem com células do hospedeiro
vertebrado e apenas as epimastigotas ndo sao capazes de nelas se desenvolver e
multiplicar. Considerando o mecanismo natural de infeccdo pelo T. cruzi, os
tripomastigotas eliminados nas fezes e urina do vetor, penetram pelo local da picada
e interagem com células do sistema fagocitario mononuclear — macrofagos - da pele
ou mucosas. Neste local, ocorre a diferenciacdo dos tripomastigotas em
amastigotas, que ai se multiplicam por divisdo binaria simples. Em seguida as
formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas que séo liberadas pela célula
do hospedeiro, caem na corrente circulatoria e atingem outras células de qualquer
orgdo ou tecido para cumprir novo ciclo celular ou sdo destruidas por mecanismos
imunologicos do hospedeiro. Os triatomineos vetores se infectam ao ingerir as
formas tripomastigotas presentes na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado
durante o hematofagismo. No estdbmago do inseto eles se diferenciam em formas
epimastigotas. No intestino médio, os epimastigotas se multiplicam por divisdo
binaria simples, sendo, portanto, responsavel pela manutencao da infeccdo no vetor.

No reto, porcdo terminal do tubo digestivo, os epimastigotas se diferenciam em
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tripomastigotas metaciclicas (infectantes para os vertebrados), sendo eliminados nas
fezes ou urina (DE SOUSA, 2002; LANA, TAFURI, 2003).

O mecanismo de transmissdo da infeccdo chagéasica ocorre através dos
vetores (triatomideos) e é considerado como primario, onde o individuo contamina-
se pelo contato das dejecfes do inseto infectado com as mucosas ou pele. Além
desta forma de infeccéo, existe também o contagio através da transfuséo de sangue,
via oral (alimentos contaminados) e via transplacentaria ou no canal do parto. Ja
mecanismos secundarios ocorrem por acidentes de laboratério, manejo de animais
infectados, transplante de érgdos e até mesmo por vetores que nao os triatomideos
(COURA, 2002, REZENDE, 1981; PRATA, 1990; KIRCHHOFF, 2006, DIAS, 2002;

LOPES et al., 2000).

1.1.3 Epidemiologia

A Organizacdo Pan-Americana de Saude (PAHO) estima que 7,7 milhdes de
pessoas apresentam infeccdo por T.cruzi em 21 paises endémicos, sendo o total da
populacdo de 532 milhdes. Conforme dados da PAHO, os paises mais afetados pela
DC sdao: Bolivia (6,8%); Argentina (4,1%); El Salvador (3,4%); Honduras (3,1%);
Paraguai (2,5%); Guatemala (2%); Equador (1,7%); Venezuela (1,2%); Nicaragua
(1,1%); Brasil (1%) e México (1%) (ORGANIZACION PANAMERICANA DE SALUD,
2006). Ocorrem aproximadamente 20 mil mortes por ano atribuidas a DC,
tipicamente causadas por miocardites e em menor frequéncia por
meningoencefalopatia. A mortalidade €& primeiramente atribuida aos disturbios
cardiacos e insuficiéncia cardio-congestiva que resultam da inflamacéo crénica dos

cardiomiécitos (KIRCHHOFF, et al., 2004).
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1.1.4 Fases da doenca

A DC se desenvolve em duas fases distintas: aguda com duracdo de
aproximadamente 60 dias e crénica com duracéo 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 inoculacao), febre,
sinais de insuficiéncia cardiaca, edema de face e de membros inferiores,
enfartamento ganglionar e hapatoesplenomegalia, além da elevada parasitemia
circulante (REZENDE et al., 1981), que tendem a resolver espontaneamente com 3
a 8 semanas. A evolucdo desta fase da doenca ird culminar na fase crénica onde é
dificil a observacéo do protozoario no sangue circulante, mas é possivel verificar na
intimidade dos tecidos. Em um primeiro momento na fase crénica, o individuo pode
nao apresentar sinais e sintomas clinicos, o que caracteriza a forma indeterminada
da DC. Porém, ha outras pessoas que durante a fase cronica podem manifestar
sintomas e estes irdo determinar formas anatomo-clinicas distintas, que s&o:
Cardiaca, Digestiva, Mista (cardiaca e digestiva), Nervosa e nas ultimas décadas, a
reativacdo da DC (PRATA et al., 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 destruicio macica de
cardiomiocitos e do sistema condutor, a cardiomiopatia chagasica cronica (CUNHA-

NETO et al., 1995; LOPES et al., 2000).
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1.1.5 Fisiopatologia

Durante a fase aguda, a lesdo inflamatéria causada pelo T.cruzi esta
relacionada com a presenca das distintas formas do parasito no intersticio,
acarretando uma inflamacéo aguda de inicio focal podendo se tornar difusa. Esta
inflamacédo sera caracterizada por edema intersticial, hiperplasia reativa de nédulos
linfaticos e infiltrado mononuclear. O parasitismo nessa fase € intenso, podendo ser
encontrado no tubo digestivo, produzindo lesdo do sistema nervoso intramural, além
de células musculares, fibroblastos, células gliais e raramente nos neurénios do
sistema nervoso. A miocardite aguda € encontrada em biopsia e necropsia de
pacientes com DC na fase aguda, abrangendo até mesmo 0s pacientes que nao
apresentavam outro comprometimento cardiaco (PARADA et al., 1997).

Na fase crbnica, os baixos niveis de parasitos nos tecidos afetados sdo
responsaveis por provocar uma resposta inflamatéria crénica levando a uma
disfuncéo do 6rgéo. Estudos do célon e eséfago de pacientes com a forma digestiva
da DC demonstram dilatacdo e hipertrofia muscular. Ha também lesdes causadas
por processo inflamatério focal, reducdo no numero de neurdnios do plexo
mioentérico, fibrose periganglionar e intraganglionar acompanhada de proliferacéo
de células de Schwann (KIRCHHOFF et al., 1996; LOPES et al., 2000). A forma
cardiaca € a mais grave e importante manifestacao clinica da doenca, caracteriza-se
por palpitacbes (taquicardia) e batimentos cardiacos fora de ritmo (extra-sistoles e
arritmias), tonteiras, dor no peito, falta de ar em esforgos fisicos, insuficiéncia

cardiaca progressiva (DAVILA, 2002).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

35

1.1.6 Resposta imunologica

As manifestacdes clinicas da DC no homem se devem a resposta imune
dirigida ao parasito. A infeccao 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 manifestacbes crbnicas
observadas em alguns pacientes. Todas as fases da doenca (assintomatica,
indeterminada e sintomatica) apresentam resposta imunolOgica contra o0 parasito
(BRENER, 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. Ha 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, 1995). Durante a fase
aguda ocorre uma producao exacerbada de citocinas inflamatérias como IL-12, TNF-
a e IFN-y, além de quimiocinas que sao 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 daréa inicio a producao
de IFN-y especifica de células T (BILATE, CUNHA-NETO, 2008). As células NK tém
um papel importante nos primeiros dias de infeccdo devido a manutengdo da
producdo de IFN-y, o qual é essencial na primeira semana de infecgcdo (CARDILLO
et al., 1996); a partir da segunda semana a producéo € derivada principalmente das

células T CD4+.
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ANTUNEZ et al. (2000) realizaram um estudo com a cepa “Tulahuén”,
classificada como tipo 1, em camundongos BALB/c com in6culo de 150 formas
tripomastigotas sanguineas na fase aguda. Com este estudo demonstraram porque
o nivel da citocina IL-12 p40 apresentou um pico no terceiro dia de infeccao,
decrescendo até o sétimo dia, permanecendo estacionado até o décimo quarto dia e
no vigésimo primeiro dia o nivel foi o mais baixo. Ja os niveis de INF-y no sétimo dia
de infeccdo apresentaram valores muito baixos atingindo o valor maximo no décimo
qguarto dia e, posteriormente, decaindo para o menor valor no vigésimo primeiro dia
de infeccdo. Estes autores, ao verificarem a parasitemia e os niveis de IL-12 e IFN-y
nos camundongos C3H e BALB/c, inferiram que BALB/c apresentaram resposta do
tipo Thl mais tardia. Além disso, foi verificada a atividade das células NK em ambas
as linhagens durante a fase aguda, demonstrando que a producao tardia de IFN-y
esta relacionada com a menor atividade das células NK nos BALB/c. A baixa
citotoxicidade das células NK também pode estar relacionada com a baixa producéo
de IL-12 na linhagem BALB/c. Na infeccdo aguda pelo T.cruzi h4 o predominio de
uma progressiva e intensa supressdo da resposta linfoproliferativa causada por
ativadores policlonais e de antigenos dos parasitos (CUROTTO-DE-LAFAILLE,
1990). Véarios mecanismos supressores podem afetar a proliferacao linfocitica que
estéo relacionados com o bloqueio da sintese de NO e com a neutralizacdo de IFN-y
e/ou TNF-a (ABRAHAMSOHN, 1995). O padrao de resposta imune do tipo Thl foi
caracterizado por producado de IL-12 a qual ativa as células NK e TCD8+, além do
estimulo de sintese de IFN-y, com o intuito de aumentar a atividade microbicida dos
macréfagos. Como na infecgdo por T.cruzi ha uma dependéncia da resposta imune
mediada por célula com producdo de IFN-y para ativar a produgdo de NO nos

macrofagos, a resposta imune do tipo Thl é essencial no combate do parasito. A
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citocina IL-10 apresenta fun¢des imunossupressoras que podem alterar a regulacao
dos macrofagos e consequientemente a producao de IFN-y e NO. A incapacidade de
controlar completamente a infecgdo pelo T.cruzi pode estar relacionada com a
alteracdo do mecanismo regulador do sistema imune, o qual envolve células TCD4+
CD25+ reguladoras (Tregs), representando cerca de 5-10% de todas as células
TCD4+ em camundongos adultos (MARIANO et al., 2008). A persisténcia do
parasito esta relacionada com a populacdo de Tregs, as quais sdo importantes na
protecdo contra a reacdo inflamatéria crénica por suprimir a resposta imune
(BELKAID, 2007).

Na infeccdo aguda experimental pelo T.cruzi estudada por MARIANO et al.
(2008), foi verificado que a inibicdo de células Tregs acarretava o0 aumento da
mortalidade e induzia a miocardite, além de ocasionar uma significativa redu¢éo nos
niveis de IL-10, IFN-y, IL-12 e TGF-B apods 10 dias de infecgdo. Na fase cronica da
DC, em humanos, os niveis de IL-10 e IFN-y apresentam diferenga significativa entre
0os grupos da forma indeterminada e cardiaca. O grupo que apresentou a forma
cardiaca mostrou um significativo aumento na secre¢édo de IFN-y do que o grupo da
forma indeterminada, além dos baixos niveis de IL-10 que foram similares em todos
0s grupos de pacientes com problemas cardiacos. Ja na forma indeterminada existe
uma correlacdo inversa devido a alta producao de IL-10 e pela baixa producéo de
IFN-y. GOMES et al. (2003) demonstraram a relagédo entre a producdo de IFN-y e 0
desenvolvimento de patologias cardiacas, mostrando que o aumento do nivel de

IFN-y € paralelo ao grau da gravidade do envolvimento cardiaco.
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1.1.7 Tratamento

Apos varias décadas da descoberta da DC, varios aspectos relacionados ao
tratamento ainda apresentam-se complexos devido a baixa eficacia e elevada
toxicidade dos agentes quimioterapicos que sao indicados para o tratamento da
doenca, além dos efeitos colaterais adversos que requerem supervisdao médica. Os
anicos medicamentos aprovados para tratamento da DC sdo o Benzonidazol e o
Nifurtimox (RAETHER, HANEL, 2003).

Estudos realizados por DOYLE et al. (2007) em camundongos
imunodeficientes infectados com T. cruzi, ap6s tratamento com dipeptideo inibidor
de cisteina protease, obtiveram resultados onde se verificaram o aumento da
sobrevida, negatividade do PCR e exame histopatolégico normal dos animais
tratados.

ALBUQUERQUE et al. (1999), demonstraram que animais imunizados e
estimulados com jacalina apresentaram elevados titulos de anticorpos, além de
mostrarem uma acdo protetora com anticorpos especificos na infeccdo aguda por
levar a uma queda significativa na parasitemia.

Alguns ensaios que visam a descoberta de vacinas contra o T. cruzi,
verificaram o efeito positivo do uso de diferentes cepas de epimastigotas de
Trypanosoma rangeli contra a infecgcao pelo T. cruzi. Em camundongos BALB/c
vacinados foram observados baixos niveis de parasitemia, melhora na sobrevida e
moderado infiltrado inflamatorio no estudo histolégico do coracdo e musculo
esquelético enquanto nos animais nao vacinados foram encontradas intensas areas

com infiltrado inflamatério (BASSO et al., 2008).
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1.2- Lectinas

1.2.1- Aspectos gerais

As lectinas podem ser encontradas no reino vegetal, animal e nos
microrganismos. Nas plantas sdo detectadas principalmente nos cotilédones e
endosperma das sementes e constituem de 2 a 10% de toda proteina. No reino
animal sdo encontradas em invertebrados, caranguejos, camardes, caracois,
minhocas e moluscos (DIAZ et al., 1999). Em 1888, STILLMARK realizou o primeiro
estudo utilizando lectinas e descreveu fenbmenos de hemaglutinacdo com extratos
de sementes de Ricinus communis. Em 1919, a primeira lectina obtida em forma
cristalina foi a concanavalina A do feijdo (Canavalia ensiformis). De acordo com
GOLDSTEIN (1980), as lectinas sédo proteinas ou glicoproteinas ligantes de acucar,
que aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados. Elas reconhecem a por¢éo
carboidrato de componentes da superficie de diferentes organismos, ou de
diferentes 6rgaos e tecidos de um mesmo organismo (BARONDES, 1988; SHARON,
LIS, 1989). As lectinas podem ser classificadas de acordo com a sequéncia de
aminoacidos do dominio de reconhecimento de carboidratos, a natureza dos ligantes
carboidratos e a dependéncia de cations divalentes para ligacdo (DRICKAMER,;
TAYLOR,1993). A interagcdo das lectinas com carboidratos tem sido estudada em
diversos contextos, como por exemplo, na relacdo parasita-hospedeiro, nos
transplantes de Orgdos, no processo neoplasico, na inflamacdo, em doencas
degenerativas, dentre outras (ROQUE BARREIRA et al.,, 2006). As interacdes
estabelecidas pelas lectinas estdo envolvidas no desencadeamento de fenémenos

biologicos diversos como endocitose, translocacdo intracelular de glicoproteinas,
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regulacdo de migracdo, adesdo celular, reconhecimento de determinantes da
fagocitose ndo imune e na ligacdo de bactérias as células epiteliais (OFEK et al.,

1977; SHARON, LIS, 1993).

1.2.2- Lectina ArtimM

A presenca de lectina no extrato bruto de sementes de jaca, Artocarpus
integrifolia, aglutina hemécias de diferentes espécies animais (MOREIRA, AINOUZ,
1978; BRUNN-MORENO, CAMPOS-NETO, 1981). A purificacdo da jacalina e
utilizacdo em ensaios biolégicos (ROQUE-BARREIRA et al., 1986), sugeriu que,
dentre as atividades desencadeadas pelo extrato bruto de sementes de jaca
(BRUNN-MORENO, CAMPOS-NETO, 1981; ROQUE-BARREIRA, CAMPOS-NETO,
1985), pelo menos uma - a atividade mitogénica sobre mondcitos do sangue
periférico humano — ndo parecia ser atribuivel a jacalina (ROQUE-BARREIRA et al.,
1986). Foi constatado que as atividades de proliferacdo de linfocitos T e de ativacao
policlonal de linfécitos B, presentes no extrato bruto, eram mediadas por outra lectina
diferente da jacalina (MIRANDA-SANTOS et al., 1991). Esta lectina, caracterizada
como uma proteina ligante de D-manose, foi denominada KM+. Atualmente, a lectina
KM+ apresenta uma nova nomenclatura, lectina ArtimM, que apresenta uma elevada
homologia com a jacalina, porém apresenta-se em baixa quantidade no extrato bruto
de jaca, 0,5% a 1% do total de proteina extraida (PEREIRA DA SILVA et al., 2008).

A lectina ArtimM induz a atracdo de neutrofilos in vivo demonstrada pela
migracdo de dos mesmos no tecido conectivo da regido perimuscular e na superficie
dos vasos (GANIKO, 1998). Ela ainda é dotada de importante propriedade

imunomoduladora, exercida pela inducao da producgéo de interleucina-12 (IL-12) por
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células apresentadoras de antigenos. A IL-12 é produzida por macrofagos e células
dendriticas e exerce papel central nas respostas imunes inata e adaptativa
(TRINCHIERI, 1995), ativando células NK e TCD8" a produzirem IFN-y, citocina que
age sinergicamente com TNF-a aumentando a atividade microbicida de macréfagos.
Este padrdo de resposta imune, com predominéncia de IFN-y e ativacédo de células,
caracteriza-se como de tipo Thl, essencial na protecdo contra patdogenos
intracelulares (HSIEH et al., 1993; SEDER et al.,, 1993; MANETTI et al., 1994;
MAGRAM et al., 1996; MATTNER et al., 1996).

A diferenciacdo das células ThO em Thl é capaz de conferir resisténcia a
infeccdo por patdégenos intracelulares como Leishmania major, Leishmania
amazonensis e Paracoccidioides brasiliensis (PANUNTO-CASTELO et al., 2001;
COLTRI et al., 2008). A administracao da lectina ArtimM em camundongos BALB/c
infectados com Leishmania major e Leishmania amazonensis mudou o padrdo de
secrecdo de citocinas de Th2 para Thl, conferindo protecdo contra a infeccao por
esse parasito, efeito este associado ao estimulo de diferenciacdo de células
dendriticas, favorecendo o desenvolvimento de resposta Thl especifica (PANUNTO-
CASTELO et al., 2001; TEIXEIRA, et al., 2006).

Alguns estudos tém mostrado que a utilizacdo de drogas antiinflamatorias
contribui para a diminuicdo do infiltrado inflamatério e mesmo a diminuicédo
parasitaria na fase aguda da DC (MICHELIN et al., 2005; RODRIGUES et al., 2010).
Foi demonstrado por SILVA, et al., (2009) que existe um efeito modulatério referente
a expresdo de citocinas inflamatodrias aliado a reducdo dos niveis do infiltrado
inflamatorio quando utilizado por via intra-peritoneal a lectina ArtimM na DC.

COLTRI et al. (2008), demonstraram que com a administracdo de lectina

ArtinM apds 10 dias de infeccdo com Paracoccidiodes brasiliensis, houve uma
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significativa queda na unidade de formacdo de colonias e poucos granulomas
formados quando comparado aos animais controle. Além disso, verificaram elevados
niveis de NO, IL-12, IFN-y e TNF-a no homogenato do pulmao nos animais tratados
com ArtinM; ja os animais ndo tratados apresentaram niveis aumentados de IL-10 e
IL-4.

Deste modo, tendo em vista o relevante papel imunomodulador exercido pela
lectina ArtimM, principalmente no direcionamento de respostas Thl protetoras, e a
necessidade de novas intervencfes terapéuticas para o tratamento da DC, este

trabalho visou estudar o papel de ArtimM no controle da DC experimental aguda.
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2.- HIPOTESE
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A administracdo da lectina ArtimM em camundongos Balb/C leva a alteragbes na
parasitemia, hemograma, area do infiltrado inflamatério, ninhos de T.cruzi no

coracdao e citocinas durante a infec¢cao experimental aguda por T.cruzi.
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3.- OBJETIVOS
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3.1.-Objetivo geral

Analisar o efeito da imunomodulacdo promovida por ArtinM durante a fase

aguda da infeccao experimental pelo T.cruzi.

3.2.-Objetivos especificos

o Avaliar a parasitemia na fase aguda da infeccdo experimental por T.cruzi dos
animais tratados ou nédo pela lectina;

o Analisar o hemograma na fase aguda da infeccdo experimental por T.cruzi
dos animais tratados ou nao pela lectina;

o Quantificar a porcentagem da area do infiltrado inflamatério no tecido cardiaco
dos animais tratados ou nao pela lectina;

o Quantificar o nimero de ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco dos animais
tratados ou nao pela lectina;

o Quantificar as citocinas no plasma, homogeneizado do coracdo e baco dos

animais tratados ou nédo pela lectina.
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4.- MATERIAL E METODOS
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4.1.- Protocolo do CEUA

O parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) estéa registrado

com o protocolo de numero 157, aprovado no dia 01 de julho de 2010.

4.2 .- Animais

Foram utilizados 20 camundongos machos, em duplicata, 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 414mm x 344mm X
168mm. A alimentacg&o foi com racdo comercial de composi¢cao 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 o0s procedimentos
realizados estdo em conformidade com as diretrizes da Sociedade Brasileira de
Ciéncias de Animais de Laboratério, antigo COBEA (MEZADRI, et al., 2004,

ANDERSEN et al., 2004; FRANCO, 2005).

4.3.— Cepa de Trypanosoma cruzi

Para produzir a infec¢cao nos animais pelo Trypanosoma cruzi, foi utilizada a cepa

“Colombiana”, MHOM/CO/00Colombiana (T.cruzi 1) (ANDRADE; MAGALHAES,



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

49

1997; ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000), que é mantida no biotério da Disciplina de

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

4.4.- Lectina ArtimM

A lectina ArtimM foi purificada conforme descrito por SANTOS-DE-OLIVEIRA et
al. (1994) no 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. A amostra de lectina foi mantida em

freezer a -20°C, estando diluida a 0,5ug/100ul em solugéo fisioldgica a 0,9%.

4.5.- Desenho experimental

Os 20 animais foram divididos em 4 grupos com numero igual, conformando o
grupo controle com uso de solucao salina a 0,9% (Controle tratado com Salina),
grupo controle com uso da lectina ArtimM (Controle tratado com Lectina), grupo
infectado com uso de solucéo salina a 0,9% (Infectado tratado com Salina) e grupo
infectado com uso da lectina ArtimM (Infectado tratado com Lectina). Foi utilizado
namero igual de animais para repetir o experimento.

Para a infeccdo dos camundongos foi utilizada uma concentracdo de
parasitos de 3x10° tripomastigotas sanguineos inoculados por via subcutanea. O
ajuste do in6culo foi realizado conforme o método de BRENER (1962).

Os animais dos grupos Infectado tratado com Salina e Controle tratado
com Salina receberam 100ul de solucdo salina a 0,9%. Nos grupos Infectado

tratado com Lectina e Controle tratado com Lectina foram administrados lectina
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ArtimM, na concentracdo de 0,5ug/100ul de solucédo fisiolégica a 0,9% para cada
animal. Tanto a administragéo da solucao salina a 0,9% quanto da lectina ArtimM foi
por via intraperitoneal.

O esquema de tratamento, assim como a quantificacdo de parasitos no

sangue foi realizado conforme descrito por SILVA, 2009 (Figura 1).

I || BN — . — -

123450123456789101112131415161718 19 20 21 2223

I = Tratamento com Lectina ArtinM0,5ug/100L ou Solug¢ao Salina 0,9%

I = Parasitemia

I= Eutanasia

Inéculo de 3x10% formas de T. cruzi— Cepa Colombiana

Figura 1 Cronograma de atividades do experimento

4.6.— Exame parasitologico

A determinacdo do numero de parasitos nos animais foi realizada no sétimo,
décimo quarto e vigésimo primeiro dias de infeccdo, conforme o protocolo abaixo:
a) Assepsia da cauda de cada animal com gaze embebida em alcool etilico a
70%;
b) Massagem da cauda com gaze seca,
C) Corte da extremidade distal da cauda (2 mm) e coleta da terceira gota de
sangue (5ul) sobre lamina de vidro para microscopia;
d) A gota de sangue sobre a lamina foi coberta com laminula de 22x22mm;
e) Apos a coleta do sangue, a extremidade da cauda foi pressionada para

estancar o sangramento e em seguida os animais foram devolvidos as gaiolas;



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

51

f) O exame ao microscopio de luz comum foi feito com objetiva de 40X e
contados 50 campos. A area do campo microscopico foi calculada conforme descrito
por BRENER, 1962,

Q) Foram confeccionadas 3 laminas para andlise parasitologica em cada animal,
considerando como resultado final a média destes resultados;

h) Os respectivos valores da parasitemia, expressos em numero de parasitos/ml,

foram estruturados numa planilha e analisados estatisticamente.

4.7 — Eutanasia

Foram administrados por via intraperitoneal 400uL de heparina aos animais e
em seguida submetidos a eutanasia com o uso de gas carbdnico. Apos este
procedimento foi feita a sangria pelo plexo oftalmico para obter o sangue total que foi
utiizado para realizacdo do Hemograma e contagem de Reticuldcitos e,
posteriormente o plasma para a dosagem de citocinas conforme descrito nos itens

4.9 e 4.13 respectivamente. Por fim se procedeu a necropsia como descrito a seqguir.

4.8.— Necropsia

Os animais foram submetidos a incisdo mento-pubiana com subseqiente
abertura das cavidades toracica e abdominal. Neste momento foram retirados o
coracao para analise, processamento histologico e dosagem de citocinas como
descrito nos itens 4.10 e 4.13, o baco para dosagem de citocinas, intestino, pulméao,

rim, pancreas e figado para analises posteriores. Ap0s a necropsia as carcacgas
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foram colocadas em formol a 10% por no minimo 48 horas, para posteriormente ser

descartadas em lixo hospitalar (ARAUJO-JORGE et al., 2000).

4.9.- Hemograma e Contagem de Reticuldcitos

Apoés coletado o sangue, aliquotou-se 100 uL de sangue total em um tubo
com 5uL de EDTA 10% e em seguida realizada a leitura em hemocitémetro (ABX
MICROS 60 — Horiba ABX Diagnostics — Franca). O aparelho realizou a leitura dos
seguintes parametros hematologicos: Hemacias, Hematdcrito, Volume Corpuscular
Médio (VCM), Hemoglobina, Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Amplitude de
Distribuicdo do Volume dos Eritrécitos (RDW) e Leucdcitos totais. O resultado
corresponde a média de duas leituras da mesma amostra e os dados coletados
foram transferidos a uma planilha eletrdnica e analisados estatisticamente. Em
seguida foram confeccionadas laminas de esfregaco sanguineo para contagem
manual de Plaguetas e Diferencial de Leucdcitos e coradas por Panético (NewProv -
Produtos para Laboratério LTDA — Brasil). Posteriormente incubou-se 15uL do
sangue total com 15uL do corante Azul de Cresil Brilhante (Laborclin — Produtos
para Laboratorio LTDA — Brasil) a 37°C por 20 minutos para realizacdo da lamina
para contagem de Reticulocitos. As laminas assim coradas foram lidas em
microscoépio de luz (Leica Dia Star - 420) com objetiva de 100X. Os resultados foram
expressos em nimero de Reticulécitos/mm?, conforme descrito por OLIVEIRA, et al.,

2007.
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4.10.- Preparo do coracao para cortes histolégicos

Foi realizado um corte transversal ao eixo maior do ventriculo através de um
instrumento contendo divisdes com largura de 1mm, o qual permitiu obter um corte
de 2mm de espessura que correspondeu ao primeiro terco, que foi conservado em
freezer a -70°C para andlise das citocinas. Os dois tercos restantes do tecido
cardiaco foi acondicionado em methacarn durante 30 minutos e depois armazenado
em alcool 70%. Posteriormente, o coracdo foi submetido aos processos de
desidratacdo em uma série crescente de alcool etilico, diafanizacdo 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 (Spencer “820” AO), obtendo-se
cortes com seis micrometros (um) de espessura, montados em laminas de vidro
para microscopia, previamente tratadas com adesivo (Silano). Foram obtidos cortes
seriados de 6 um de espessura depositando-se um corte a cada intervalo de 60 um
na mesma lamina, repetindo o ciclo até completar 16 laminas (Figura 2). Os cortes
apos secagem em estufa a 60°C, por um periodo de 24 horas, foram corados pelos

métodos de Hematoxilina / Eosina (STEVENS, 1982).
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Figura 2 Representacdo esquematica da disposicdo dos cortes histoldégicos nas laminas de
microscopia. Os cortes de 6um de espessura foram distribuidos em 16 laminas, sendo quatro cortes
em cada lamina. A distancia entre cada corte na mesma lamina € de 60um. Para analise da area do
infiltrado inflamatério foram utilizados dois cortes com distancia de 120um. Para analise da area de
ninhos de amastigotas por imunohistoquimica foram utilizados um corte de cada lamina de animal
infectado.

4.11.- Anédlise Morfométrica

4.11.1.- Captura das imagens microscépicas

Para analise morfométrica foram utilizadas as laminas como indicado no item
4.10. As imagens para analise do infiltrado infamatério e quantificacdo do numero de
ninhos de T.cruzi foram capturadas utilizando uma camara 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
programa de analise de imagem “ImageJ”

posterior utilizacdo do
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(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 0,01mm (dez micrdmetros)

para a objetiva de dez, vinte e quarenta vezes.

4.11.2.- Porcentagem da area do infiltrado inflamatério no tecido cardiaco

Para a quantificacdo do infiltrado inflamatério cardiaco foram utilizadas
laminas coradas com Hematoxilina / Eosina e capturadas imagens microscépicas
com objetiva de 20X conforme o item 4.11.1. Foram utilizadas no total 18 imagens
distribuidas em igual nimero na regido do ventriculo direito e esquerdo (Figura 4) de
cada animal. Cada imagem media 724,45 x 543,34um tendo uma area de
393.622,66um?. Cada imagem foi quadriculada com uma distancia de 144,325um no
eixo X e 107,536pm no eixo Y que corresponde a uma area de 15.520,133um?
Foram escolhidos aleatoriamente, como demonstrado na figura 4, um total de 200
areas nas 18 imagens. Cada area apresentava uma grade de 100 pontos e cada
ponto tinha uma &rea de 155,2um? analisando-se no total 20.000 pontos. Para
calcular a porcentagem de é&rea com infiltrado inflamatério no coracdo foi
contabilizado o ponto que atingisse a area que acometia miocélulas cardiacas. Nao
foram contabilizados os pontos que atingiram areas em branco. Ao final foi feita a
relacdo da somatdria de todos os pontos que atingiram os infiltrados inflamatérios
para o total de pontos de tecidos multiplicado por 100 (Figura 5).

A quantidade de pontos que foram verificados foi determinada pela férmula de
HALLY (1964), (Figura 3). Foram utilizados os critérios histopatolégicos de “Dallas”

para definir a miocardite (ARETZ, 1987).
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EPR= ((1-Wv) Onde, Vv=E
n Pt

Pp= numero de pontos que atingem o infiltrado inflamatdrio
Pt= numero de pontos teste

Ncalculado
Vv

Figura 3 - Férmula para determinar a quantidade de imagens e pontos a serem contados para
possibilitar a quantificagdo do volume de infiltrado inflamatdrio nos ventriculos. O erro padréo relativo
(EPR) deve ser menor ou igual a 5% (0,05). O Vv foi determinado pela relagdo entre o niumero de
pontos pertencentes ao infiltrado inflamatério e o nimero de pontos teste. Com o valor de Vv obtém-
se 0 n, sendo este utilizado para determinar o n (corrigido), o qual representa o numero total de
pontos a serem utilizados no coragao.

Ncorrigido=
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Figura 4 Regido representativa da area utilizada, em objetiva de 4X, para fazer a captura das
imagens com objetiva de 20X para posterior analise do volume de infiltrado inflamatério. No quadro A
e B, a regido demarcada em amarelo corresponde ao local que foram realizadas as capturas

microscépicas no ventriculo esquerdo, direito e septo.
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Figura 5 Quantificagdo do infiltrado
inflamatério através da grade de
pontos com area pré-determinada.
Em A, observa-se a imagem
capturada na objetiva de 20X e
guadriculada em 25 A&reas. A
andlise das é&reas foi feita no
sentido das linhas pontilhadas. Em
B, mostra-se a primeira area
marcada com a letra X em maior
aumento, onde 11 pontos amarelos
recairam sobre &rea branca sendo
considerado como tecido 89 pontos.
Em C mostra a outra area marcada
com a letra X, onde 86 pontos em
amarelo recaem na é&rea com
infiltrados inflamatdrios,
considerando como tecido 14
pontos.
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4.12.- Imunohistoquimica

A imunohistoquimica para a detecgdo de ninhos de T.cruzi foi realizada nos
cortes do coracdo dos camundongos infectados, obtidos conforme o item 4.10. Cada
lamina passou por processos de desparafinizacdo, hidratacdo e lavagem. Apds o
bloqueio da peroxidase endodgena, das ligacbes inespecificas e a recuperacao
antigénica, os cortes foram incubados com o 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
tampéo 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.

4.12.1.- Quantificagdo do numero de ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco

Para a quantificacdo do niamero de ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco foram
utilizadas laminas conforme descrito no item 4.12 e capturadas imagens no
microscopio com objetiva de 10X conforme o item 4.11.1. Foram utilizadas no total 6
imagens distribuidas em igual nimero na regido do ventriculo direito e esquerdo de
cada animal. Cada imagem media 1438,0 x 1078,5um tendo uma area de
1550883,0um?. Para calcular o nimero de ninhos de amastigotas de T.cruzi foi
utilizado o programa de andlise de imagem “Imaged” (http://rsb.info.nih.gov/ij/) e
cada imagem foi tratada com o comando “Color Threshold” na qual permite isolar a
cor marrom dos ninhos procedendo-se a contagem automatica e em seguida

completou-se a area do tecido cardiaco realizando-se o calculo da area em
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micrébmetros quadrados (Figura 6). O resultado foi expresso pela relacdo da
somatoria do numero de ninhos das 6 imagens pela somatdria de tecido cardiaco. A
area do tecido cardiaco em micrémetros quadrados foi convertida a centimetros

quadrados (cm?).
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Figura 6 Demonstra a quantidade dos ninhos de amastigotas marcados por imunohistoquimica no tecido cardiaco dos camundongos BALB/c nos grupos
Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina ap6s 23 dias de infeccdo pelo T.cruzi. Em A e B representa a imagem do ventriculo direito e
parte do septo. Em C demonstra marcag¢des exclusivas de amastigotas utilizando o comando “Color Threshold”, em D demonstra a area do tecido cardiaco
visualizado em E. Em F e G demonstra imagens binarias utilizadas para contagens e calculo da area do tecido visualizado em H.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

4.13.- Dosagem das citocinas

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

A dosagem das citocinas foi realizada por ensaio imunoenzimético (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/pog¢o de anticorpo
de captura especifico para cada citocina testada, diluido em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,1 M e pH 9,6, seguindo-se incubacéo por 24 horas a 4°C. A seguir, as
placas foram lavadas com PBS-T e incubadas com solu¢do de PBS acrescido com
10% de soro fetal bovino inativado (solucdo de bloqueio) (Sigma) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Aos pocos das placas foram adicionadas, em duplicata, as
guantidades conhecidas das citocinas recombinantes (curva-padrdo) 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 os anticorpos
secundarios biotinilados (anticorpo de deteccdo) 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 H,O,. As reacfes foram
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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).

4.14.- Anélise estatistica

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

Graphpad (http://www.graphpad.com). Em todas as variaveis 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 n&o foi Gaussiana, utilizaram-se o0s testes
ndo paramétricos. Quando dois grupos foi utilizado o Teste "Mann Whitney" e mais
de 3 grupos utilizamos o teste "Kruskal-Wallis" com comparacdo mdultipla de Dunn's.
Para correlacao 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%) (MANDARIN DE-

LACERDA, 2003; ARANGO 2001).

4.15 - Normas Adotadas

Foram adotadas as normas da Associacdo Brasileira de Normas técnicas —
ABNT. NBR 14724, Agosto de 2002. Informacdo e documentacdo — trabalhos
académicos — apresentacdo e as recomendacdes do Curso de Pos-graduacdo em

Patologia da UFTM.
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5.1.-Parasitemia

Na analise da parasitemia os valores foram expressos em mediana (maximo —
minimo) quando usado teste ndo-paramétrico e média £+ EPM quando usado teste
paramétrico (Anexos 1, 2 e 3).

No sétimo dia de infeccdo foram usados valores expressos em mediana
(méximo — minimo).

Para o grupo Infectado tratado com Salina, os valores foram de 3.333,0
(13.333,0 — 0,0). Para o grupo Infectado tratado com Lectina, os valores foram
3.333,0 (6.667,0 — 0,0), ndo verificando diferenca estatisticamente significante, com

p>0,05 (Figura 7).
15000+

10000+

Salina Lectina

Parasitas/mL

7 dias apés infeccao T.cruzi

Figura 7 Nivel de Parasitemia, expresso em parasitos/ml segundo os grupos, Infectado tratado com
Salina e Infectado tratado com Lectina, apds 7 dias de infeccdo com T. cruzi. O grafico representa a
mediana, valores, maximo e minimo. Teste "Mann Whitney", com p=0,8646.
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No décimo quarto dia de infeccdo para o grupo Infectado tratado com Salina
os valores expressos foram de 386.667,0 (993.333,0 - 220.000,0). Para o grupo
Infectado tratado com Lectina, 303.333,0 (366.667,0 - 180.000,0), verificando

diferenca estatisticamente significante, com p < 0,05. (Figura 8).

1500000.0
L * ]
E 1000000.0- _—
3
8
& 500000.0-
[ //////////// @
0.0

Salina Lectina

14 dias ap06s infeccdo com T.cruzi

Figura 8 Nivel de Parasitemia, expresso em parasitos/ml segundo os grupos, Infectado tratado com
Salina e Infectado tratado com Lectina, apds 14 dias de infecgdo com T. cruzi. O grafico representa a
mediana, valores maximo e minimo. Teste "Mann Whitney", com p=0,0448.
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No vigésimo primeiro dia de infeccdo foram usados valores expressos em
média £ EPM.

Para o grupo Infectado tratado com Salina, os valores foram 5.217.000,0 +
510.332,0 e para o grupo Infectado tratado com Lectina 2.815.000,0 + 309.159,0,

apresentando diferenca estatisticamente significante, com p<0,05 (Figura 9).

8000000+

70000004
60000004

5000000 7 7

40000004

Parasitas/mL

30000004

20000004

_~

1000000

QD

X

AL

)

0- “
Salina Lectina

21 dias apos infeccdo com T.cruzi

Figura 9 Nivel de Parasitemia, expresso em parasitos/ml segundo 0s grupos, Infectado e tratado com
Salina e Infectado tratado com Lectina, apds 21 dias de infec¢do com T. cruzi. O gréfico representa a
meédia + EPM. Teste "t” ndo pareado, p=0,0008.
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A curva de Parasitemia (Figura 10) demonstra o nimero de parasitos ao
longo do periodo analisado, com destaque para o décimo quarto e vigésimo primeiro
dias de infeccéo, onde houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos

analisados, com p<0,05.

8.0x10° 1
7.0x10°
6.0x10°- - Salina
5.0><106-: -# Lectina
4.0x10°-

3.0x10°4

Parasitas/mL

2.0x10°4

1.0x1064

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Dias apds infeccédo

Figura 10 Curva de Parasitemia no sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dias de infecgdo. O
gréfico representa o niumero de parasitos/ml na escala logaritmica de base 10. Os valores estéo
expressos em média. *Diferenca estatisticamente significante no décimo quarto e vigésimo primeiro
dias de infec¢éo, p<0,05.
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5.2.- Hemograma e contagem de Reticulécitos

5.2.1.- Hemacias

Os valores das Heméacias foram expressos em mediana (maximo — minimo);
(Anexo 4).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 9.905.000,0
(10.170.000,0 — 8.250.000,0); grupo Controle tratado com Lectina 9.250.000,0
(10.260.000,0 — 9.145.000,0); grupo Infectado tratado com Salina 6.860.000,0
(7.480.000,0 — 6.565.000,0) e grupo Infectado tratado com Lectina 7.085.000,0
(8.030.000,0 — 6.675.000,0). Houve diferencas estatisticamente significantes entre
os grupos Controle tratado com Salina X Infectado tratado com Salina, Controle

tratado com Lectina X Infectado tratado com Salina, com p<0,05 (Figura 11).

*
1.1x107 | * |
1.0x107{ s

[90]

£ el
E 9.0x10°-

(2]

©

8 6

S 8.0x10°1

(]

T

7.0x10° 7/77/4

6.0x106 T T T T
Salina Lectina Salina Lectina
— —
Controles T.cruzi

Figura 11 Valores das Hemacias expressos em mm? segundo os grupos: Controle tratado com
Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina
apos 23 dias de infeccdo com T. cruzi. O gréafico representa a mediana, valores maximo e minimo
onde * = p=0,0022. ANOVA - teste “Kruskal-Wallis” com teste Dunn’s para multiplas comparagdes.



10

11

12

13
14
15
16

17

70

5.2.2.- Hematocrito

Os valores do Hematdcrito foram expressos em média £ EPM, (Anexo 5).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 45,6 + 1,8; grupo
Controle tratado com Lectina 46,0 = 1,0; grupo Infectado tratado com Salina
32,1 + 0,58 e grupo Infectado tratado com Lectina 33,2 + 1,2. Houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos Controle tratado com Salina X
Infectado tratado com Lectina, Controle tratado com Salina X Infectado tratado
com Salina, Controle tratado com Lectina X Infectado tratado com Lectina,

Controle tratado com Lectina X Infectado tratado com Salina, com p<0,05

(Figura 12).
70+
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Figura 12 Valores do Hematocrito expressos em % segundo os grupos: Controle tratado com Salina,
Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina apés 23
dias de infeccdo com T. cruzi. O gréafico representa a média +, EPM, onde * = p<0.0001. ANOVA -
teste "Tukey's Multiple Comparison".
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5.2.3.- Volume Corpuscular Médio (VCM)

Os valores do Volume Corpuscular Médio (VCM) foram expressos em
mediana (maximo — minimo); (Anexo 6).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 48,0 (48,5 - 48,0);
grupo Controle tratado com Lectina 48,5 (50,0 - 48,0); grupo Infectado tratado
com Salina 46,0 (48,0 - 45,0) e grupo Infectado tratado com Lectina 45,0 (46,0 -
45,0). Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos Controle
tratado com Lectina X Infectado tratado com Lectina, Controle tratado com

Lectina X Infectado tratado com Salina, com p<0,05 (Figura 13).

54+
° *
g 524 | i
2 —
8 50+
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44 T T T T
Salina Lectina Salina Lectina
Controles T.cruzi

Figura 13 Valores do VCM expressos em fL segundo os grupos: Controle tratado com Salina,
Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina apés 23
dias de infeccdo com T. cruzi. O gréfico representa a mediana, valores maximo e minimo onde * =
p=0,0020. ANOVA - teste “Kruskal-Wallis” com teste Dunn’s para multiplas comparagoes.
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5.2.4.- Hemoglobina

Os valores da Hemoglobina foram expressos em média = EPM, (Anexo 7).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 15,7 + 0,62; grupo
Controle tratado com Lectina 15,9 + 0,33; grupo Infectado tratado com Salina
11,3 £ 0,22 e grupo Infectado tratado com Lectina 11,6 + 0,41. Houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos Controle tratado com Salina X
Infectado tratado com Lectina, Controle tratado com Salina X Infectado tratado
com Salina, Controle tratado com Lectina X Infectado tratado com Lectina,
Controle tratado com Lectina X Infectado tratado com Salina, com p<0,05

(Figura 14).
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Figura 14 Valores da Hemoglobina expressos em g/dL segundo os grupos: Controle tratado com
Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina
apos 23 dias de infeccdo com T.cruzi. O gréfico representa a média + EPM, onde * = p<0,0001.
ANOVA - teste "Tukey's Multiple Comparison".
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5.2.5.- Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

Os valores da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) foram expressos em
meédia + EPM, (Anexo 8).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 16,7 + 0,14; grupo
Controle tratado com Lectina 16,9 + 0,16; grupo Infectado tratado com Salina
16,2 £ 0,17 e grupo Infectado tratado com Lectina 15,9 + 0,12. Houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos: Controle tratado com Salina X
Infectado tratado com Lectina; Controle tratado com Lectina X Infectado
tratado com Lectina; Controle tratado com Lectina X Infectado tratado com

Salina, com p<0,05 (Figura 15).
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Figura 15 Valores de HCM expressos em pg segundo os grupos: Controle tratado com Salina,
Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina ap6s 23
dias de infeccdo com T. cruzi. O gréafico representa a distribuicdo e a média + EPM, onde * =
p=0,0016. ANOVA - teste "Tukey's Multiple Comparison".
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5.2.6.- Amplitude de Distribuicdo do Volume dos Eritrocitos (RDW)

Os valores do RDW foram expressos em mediana (maximo — minimo); (Anexo
9).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 13,6 (14,4 - 13,5);
grupo Controle tratado com Lectina 14,0 (16,3 - 13,6); grupo Infectado tratado
com Salina 15,4 (16,2 - 14,9) e grupo Infectado tratado com Lectina 15,1 (15,3 -
14,8). Houve diferenca estatisticamente significantes entre os grupos Controle

tratado com Salina X Infectado tratado com Salina, com p<0,05 (Figura 16).
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Figura 16 Valores do RDW expressos em % segundo os grupos: Controle tratado com Salina,
Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina apés 23
dias de infeccdo com T. cruzi. O grafico representa a mediana, valores maximo e minimo, onde * =
p=0,0183. ANOVA - teste “Kruskal-Wallis” com teste Dunn’s para multiplas comparagdes.
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5.2.7.- Reticulocitos

Os valores dos Reticulocitos foram expressos em mediana (maximo —
minimo); (Anexo 10).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 20.330,0 (21.791,0 -
16.924,0); grupo Controle tratado com Lectina 19.226,0 (35.644,0 — 17.442,0);
grupo Infectado tratado com Salina 39.088,0 (57.116,0 — 19.208,0) e grupo
Infectado tratado com Lectina 57.816,0 (65.182,0 — 39.383,0). Houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos Controle tratado com Salina X
Infectado tratado com Lectina, Controle tratado com Lectina X Infectado

tratado com Lectina, com p<0,05 (Figura 17).
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Figura 17 Valores dos Reticulécitos expressos em mm?® segundo os grupos: Controle tratado com
Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina
apos 23 dias de infeccdo com T. cruzi. O gréafico representa a mediana, valores maximo e minimo
onde * = p=0,0056. ANOVA - teste “Kruskal-Wallis” com teste Dunn’s para multiplas comparagdes.
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1 5.2.8.- Plaquetas

2
3 Os valores das Plaquetas foram expressos em média £ EPM, (Anexo 11).
4 O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 289.724,0 + 55.736;

5 grupo Controle tratado com Lectina 320497,0 + 35.631,0; grupo Infectado tratado
6 com Salina 239.044,0 £+ 33.034,0 e grupo Infectado tratado com Lectina
7 252.895,0 + 37.728,0. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os

8 grupos analisados, com p>0,05 (Figura 18).
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10 Figura 18 Valores de Plaguetas expressos em mm® segundo os grupos: Controle tratado com Salina,
11 Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina apés 23
12 dias de infecgdo com T. cruzi. O gréfico representa a média £+ EPM, onde p=0,5186. ANOVA - teste
13 "Tukey's Multiple Comparison".
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5.2.9.- Leucécitos Totais

Os valores dos Leucocitos Totais foram expressos em mediana (maximo —
minimo); (Anexo 12).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 3.300,0 (3.850,0 —
2.400,0); grupo Controle tratado com Lectina 5.200,0 (8.850,0 — 3.150,0); grupo
Infectado tratado com Salina 4.800,0 (5.950,0 — 3.700,0) e grupo Infectado
tratado com Lectina 7.750,0 (10.500,0 — 3.950,0). Houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos Controle tratado com Salina X Infectado tratado com

Lectina, com p<0,05 (Figura 19).
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Figura 19 Valores dos Leucécitos Totais expressos em mm® segundo os grupos: Controle tratado
com Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com
Lectina ap6s 23 dias de infec¢cdo com T. cruzi. O grafico representa a mediana, valores maximo e
minimo onde * = p=0,0220. ANOVA - teste “Kruskal-Wallis” com teste Dunn’s para multiplas
comparacoes.
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5.2.10.- Neutréfilos/mm?

Os valores absolutos de Neutréfilos foram expressos em média + EPM;
(Anexo 13).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 637,3 + 95,2; grupo
Controle tratado com Lectina 1.111,0 + 169,3; grupo Infectado tratado com
Salina 921,2 + 110,1 e grupo Infectado tratado com Lectina 1.376,0 + 245,2.
Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos Controle tratado com

Salina X Infectado tratado com Lectina, com p<0,05 (Figura 20).
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Figura 20 Valores absolutos dos Neutréfilos expressos em mm?® segundo os grupos: Controle tratado
com Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com
Lectina apos 23 dias de infeccdo com T. cruzi. O grafico representa a média + EPM, onde * =
p=0,0393. ANOVA - teste "Tukey's Multiple Comparison".
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5.2.11.- Linfocitos/mm?

Os valores absolutos de Linfocitos foram expressos em mediana (maximo —
minimo); (Anexo 14).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 2.574,0 (3.157,0 —
2.064,0); grupo Controle tratado com Lectina 3.900,0 (7.257,0 — 2.426,0); grupo
Infectado tratado com Salina 3.504,0 (4.701,0 — 2.960,0) e grupo Infectado
tratado com Lectina 5.425,0 (8.715,0 - 2.607,0). Houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos Controle tratado com Salina X Infectado tratado com

Lectina, com p<0,05 (Figura 21).
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Figura 21 Valores absolutos dos Linfdcitos expressos em mm?® segundo os grupos: Controle tratado
com Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com
Lectina ap6s 23 dias de infeccdo com T. cruzi. O gréafico representa a mediana, valores maximo e
minimo, onde p=0,0541. ANOVA - teste “Kruskal-Wallis” com teste Dunn’s para multiplas
comparacoes.
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5.2.12.- Monocitos/mm?®

Os valores absolutos dos Mondcitos foram expressos em mediana (maximo —
minimo), (Anexo 15).

O grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 0,0 (35,5 — 0,0);
grupo Controle tratado com Lectina 0,0 (57,5 — 0,0); grupo Infectado tratado com
Salina 48,0 (416,5 — 37,0) e grupo Infectado tratado com Lectina 158,0 (525,0 —
52,5). Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos Controle

tratado com Salina X Infectado tratado com Lectina, com p<0,05 (Figura 22).
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Figura 22 Valores absolutos dos Mondcitos expressos em mm® segundo os grupos: Controle tratado
com Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com
Lectina apos 23 dias de infeccdo com T. cruzi. O grafico representa a média + EPM, onde * =
p=0,0051. ANOVA - teste “Kruskal-Wallis” com teste Dunn’s para multiplas comparagdes.
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5.3.- Porcentagem da area de infiltrado inflamatério no tecido cardiaco

A porcentagem da éarea de infiltrado inflamat6rio no tecido cardiaco foi
expressa em média £ EPM, (Anexo 16).

O grupo Infectado tratado com Salina obteve os valores de 10,5+ 0,90 e 0
grupo Infectado tratado com Lectina 4,2 + 0,54. Foi observada diferenca

estatisticamente significante entre os grupos, com p<0,05 (Figura 23).
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Figura 23 Porcentagem da area do infiltrado inflamatério no tecido cardiaco expressa em um?

segundo os grupos: Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina apds 23 dias de
infeccdo com T. cruzi. O gréfico representa a média £+ EPM onde * = p<0,0001. Teste "t" ndo pareado.
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5.4.- Quantificacdo dos ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco por

imunohistoquimica

A quantificagdo do numero de ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco foi
expressa em mediana (maximo e minimo); (Anexo 17).

O grupo Infectado tratado com Salina obteve os valores 221.768,0
(351.342,0 — 115.184,0) e o grupo Infectado tratado com Lectina 58.328,0
(119.079,0 — 10.614,0). Foi observada diferenca estatisticamente significante entre

0S grupos, com p<0,05 (Figura 24).
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Figura 24 Quantificacdo do nimero de ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco por Imunohistoquimica
expressos em cm’ segundo os grupos: Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina
apos 23 dias de infecgdo com T. cruzi. O grafico representa a mediana, valores maximo e minimo,
onde * = p<0,0001. Teste "Mann Whitney”.
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Figura 25 Em A e B: foto representativa de uma area do tecido cardiaco na qual foi utilizada para
quantificacdo do Infiltrado Inflamatério através da grade de pontos nos grupos Infectado tratado com
Salina e Infectado tratado com Lectina ArtinM respectivamente. Imagem capturada com objetiva de
20x. Em C e D: foto representativa de uma area do tecido cardiaco que foi utilizada para contagem de
ninhos de T.cruzi por Imunohistoquimica nos grupos Infectado tratado com Salina e Infectado tratado
com Lectina ArtinM respectivamente. Imagem capturada com objetiva de 10x.
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1 5.5.- Correlacdo do numero de ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco com o

2 infiltrado inflamatoério.

4 A correlagdo do Numero de Ninhos de T.cruzi dos grupos Infectado tratado
5 com Salina e Infectado tratado com Lectina foi testada contra o Infiltrado
6 Inflamatério no tecido cardiaco dos respectivos grupos, mostrando uma correlacao

7  positiva (Rho 0,8) e estatisticamente significante, com p<0,05 (Figura 26).

8
9 4 OOE5 1 1 1 1 1 1 1 1
3,50E5 - ol
10 ] I
" 3,00E5 1
11 = ] G fectad
S 2,50E5 - rupos Infectados
12 3 1 @® Salina
- 2,00E5 A .
: | ® Lectina
©
13 § 1,50E5 '
£
Z 1,00E5 A
14 1
5,00E4 -
15 0
1 13 ,15 17 2 23 25 ,28 3 33
16 Infiltrado Inflamatério (mm?)

17 Figura 26 Correlacdo de Spearman do Ndmero de Ninhos de T.cruzi por cm® com o Infiltrado
18 Inflamatério no tecido cardiaco segundo os grupos: Infectado tratado com Salina e Infectado tratado
19 com Lectina ap6s 23 dias de infeccdo com T. cruzi. (Rho 0,8 p<0,0036).
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5.6.- Quantificacdo das citocinas

5.6.1.- Quantificacdo de TNF

5.6.1.1. — Quantificacdo de TNF dos grupos Controles

Os valores da citocina TNF nos grupos Controles foram expressos em média

+ EPM; (Anexo 18).

85

No plasma evidenciamos os valores para o grupo Controle tratado com

Salina, 1,1 + 1,1; grupo Controle tratado com Lectina 1,2 + 1,0. Em relagdo ao

baco, o grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 230,8 = 6,3; grupo

Controle tratado com Lectina 361,8 £ 17,7. No coracao, o grupo Controle tratado

com Salina obteve os valores 533,0 + 61,4; grupo Controle tratado com Lectina

796,2 + 35,6. Foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os

grupos referentes as dosagens no baco e coracao, com p<0,05 (Figura 27).
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Figura 27 Valores da citocina TNF expressos em pg/mL para o plasma e pg/mL/g para o baco e
coracdo segundo os grupos Controle tratado com Salina e Controle tratado com Lectina has amostras
de plasma, bago e coracao. O grafico representa a média + EPM, onde p=0,4933; * = p=0,0004 e

0,0060 respectivamente. Teste "t" ndo pareado.
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5.6.1.2. — Quantificacdo de TNF dos grupos Infectados

Os valores da citocina TNF nos grupos Infectados foram expressos em média
+ EPM; (Anexo 19).

No plasma evidenciamos os valores para o grupo Infectado tratado com
Salina, 141,6 £ 22,4; grupo Infectado tratado com Lectina 65,0 = 11,4. Em relac&o
ao baco, o grupo Infectado tratado com Salina obteve os valores 578,9 + 43,38;
grupo Infectado tratado com Lectina 508,8 + 80,5. No coracao, o grupo Infectado
tratado com Salina obteve os valores 527,9 + 65,4; grupo Infectado tratado com
Lectina 565,1 £ 51,5. Foram observadas diferencas estatisticamente significantes

entre os grupos referentes as dosagens no plasma, com p<0,05 (Figura 28).
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Figura 28 Valores da citocina TNF expressos em pg/mL para o plasma e pg/mL/g para o baco e
coracdo segundo os grupos Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina nas
amostras de plasma, baco e coracdo. O gréfico representa a média + EPM, onde * = p=0,0102;
p=0,4652 e 0,6671 respectivamente. Teste "t" ndo pareado.
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5.6.2.- Quantificacéo de IL-12 p40
5.6.2.1. — Quantificacao de IL-12 p40 dos grupos Controles

Os valores da citocina IL-12 p40 nos grupos Controles foram expressos em
mediana (maximo — minimo) e média £ EPM; (Anexo 20).

No plasma evidenciamos os valores para o grupo Controle tratado com
Salina, 156,3 (234,9 - 116,1); grupo Controle tratado com Lectina 412,3 (578,3 -
182,8). Em relacdo ao baco, o grupo Controle tratado com Salina obteve os
valores 1274 (1.386,0 - 939,8); grupo Controle tratado com Lectina 1.150,0
(1.208,0 — 1.107,0). No coracéo, o grupo Controle tratado com Salina obteve os
valores 457,3 £ 26,2; grupo Controle tratado com Lectina 637,7 £ 29,9. Foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos referentes as

dosagens no plasma e coracao, com p<0,05 (Figura 29).
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Figura 29 Valores da citocina IL-12 p40 expressos em pg/mL para o plasma e pg/mL/g para o baco e
coracdo segundo os grupos Controle tratado com Salina e Controle tratado com Lectina nas amostras
de plasma, baco e coragcdo. O gréafico representa a mediana, valores maximo e minimo; media +
EPM, onde * = p=0,0101; p=0,1508; * = p=0,0019, respectivamente. Teste "Mann Whitney” e Teste "t"
nao pareado.
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5.6.2.2. — Quantificacdo de IL-12 p40 dos grupos Infectados

Os valores da citocina IL-12 p40 nos grupos Infectados foram expressos em
meédia + EPM; (Anexo 21).

No plasma evidenciamos os valores para o grupo Infectado tratado com
Salina 597,6 + 84,0; grupo Infectado tratado com Lectina 273,7 = 67,0. Em
relacdo ao baco, o grupo, Infectado tratado com Salina obteve os valores 3.203,0
+ 108,9; grupo Infectado tratado com Lectina 3.084,0 = 115,5. No coracédo, 0 grupo
Infectado tratado com Salina obteve os valores 907,8 = 31,7; grupo Infectado
tratado com Lectina 816,7 + 34,6. Foram observadas diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos referentes as dosagens no plasma, com p<0,05 (Figura

30).
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Figura 30 Valores da citocina IL-12 p40 expressos em pg/mL para o plasma e pg/mL/g para o baco e
coracdo segundo os grupos Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina nas
amostras de plasma, baco e coracdo. O gréfico representa a média + EPM, onde * = p=0,0101;
p=0,1508 e 0,0884, respectivamente. Teste "t" ndo pareado.
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5.6.3.- Quantificagdo de IL-10
5.6.3.1. — Quantificacdo de IL-10 dos grupos Controles

Os valores da citocina IL-10 nos grupos Controles foram expressos em média
+ EPM e mediana (maximo — minimo); (Anexo 22).

No plasma evidenciamos os valores para o grupo Controle tratado com
Salina 11,4 + 4,7; grupo Controle tratado com Lectina 31,9 £ 10,3. Em relacdo ao
baco, o grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 1.959,0 (2.212,0 —
1.875,0); grupo Controle tratado com Lectina 2.739,0 (4.063,0 — 1.883,0). No
coracao, o grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 2862 (3.196,0 —
2.213,0); grupo Controle tratado com Lectina 4.110,0 (4.488,0 — 3.316,0). Foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos referentes as

dosagens no plasma e coracao, com p<0,05 (Figura 31).
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Figura 31 Valores da citocina IL-10 expressos em pg/mL para o plasma e pg/mL/g para o baco e
coracdo segundo os grupos Controle tratado com Salina e Controle tratado com Lectina nas amostras
de plasma, baco e coracdo. O grafico representa a media + EPM; mediana, valores maximo e
minimo, onde p= 0,0970; 0,2222; * = p= 0,0079, respectivamente. Teste "t" ndo pareado e Teste
"Mann Whitney”
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5.6.3.2. — Quantificacdo de IL-10 dos grupos Infectados

Os valores da citocina IL-10 nos grupos Infectados foram expressos em média
+ EPM; (Anexo 23).

No plasma evidenciamos os valores para o grupo Infectado tratado com
Salina 55,4 + 11,5; grupo Infectado tratado com Lectina 140,9 + 15,5. Em relacéo
ao baco, o grupo Infectado tratado com Salina obteve os valores 1.593,0 + 228,1;
grupo Infectado tratado com Lectina 2.372,0 £ 448,2. No coragdo, 0 grupo
Infectado tratado com Salina obteve os valores 2.255,0 + 150,7; grupo Infectado
tratado com Lectina 2.428,0 + 163,1. Foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos referentes as dosagens no plasma,

com p<0,05 (Figura 32).
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Figura 32 Valores da citocina IL-10 expressos em pg/mL para o plasma e pg/mL/g para o baco e
coracdo segundo os grupos Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina nas
amostras de plasma, baco e coracao. O grafico representa a média + EPM, onde * = p= 0,0006; p=
0,1601 e 0,4581, respectivamente. Teste "t" ndo pareado.
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5.6.4.- Quantificacdo de IFN-y

5.6.4.1. — Quantificacdo de IFN-y dos grupos Controles

Os valores da citocina IFN-y nos grupos Controles foram expressos em média
+ EPM; (Anexo 24).

No plasma evidenciamos os valores para o grupo Controle tratado com
Salina 0,0004 + 0,00017; grupo Controle tratado com Lectina 26,5 £ 15,1. Em
relacdo ao bacgo, o grupo Controle tratado com Salina obteve os valores 733,2 +
110,9; grupo Controle tratado com Lectina 1.262,0 + 128,2. No coragcao, 0 grupo
Controle tratado com Salina obteve os valores 1.202,0 + 114,0; grupo Controle
tratado com Lectina 1.494,0 + 85,6. Foram observadas diferengas estatisticamente

significantes entre os grupos referentes as dosagens no bacgo, com p<0,05 (Figura

33).
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Figura 33 Valores da citocina IFN-y expressos em pg/mL para o plasma e pg/mL/g para o baco e
coracdo segundo os grupos Controle tratado com Salina e Controle tratado com Lectina nas amostras
de plasma, baco e coracao. O grafico representa a média + EPM, onde p=0,3768; * = p= 0,0142 e p=
0,0751, respectivamente. Teste "t" ndo pareado.
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5.6.4.2. — Quantificacdo de IFN-y dos grupos Infectados

Os valores da citocina IFN-y nos grupos Infectados foram expressos em

mediana (maximo — minimo) e média £ EPM; (Anexo 25).

No plasma evidenciamos os valores para o grupo Infectado tratado com
Salina 1.199,0 (2.129,0 - 516,9); grupo Infectado tratado com Lectina 333,6 (463,9
- 185,6). Em relacdo ao baco, o grupo Infectado tratado com Salina obteve os
valores 5.802,0 + 579,6; grupo Infectado tratado com Lectina 3.776,0 = 773,0. No
coracao, o grupo Infectado tratado com Salina obteve os valores 1.695,0 + 76,7,
grupo Infectado tratado com Lectina 1.516,0 + 88,1. Foram observadas diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos referentes as dosagens no plasma,

com p<0,05 (Figura 34).
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Figura 34 Valores da citocina IFN-y expressos em pg/mL para o plasma e pg/mL/g para o baco e
coracdo segundo os grupos Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina nas
amostras de plasma, baco e coracdo. O gréafico representa a mediana, valores maximo e minimo;
p=0,0009; p=0,0692; 0,1649 respectivamente. Teste "Mann Whitney” e Teste

media + EPM, onde *
"t* ndo pareado.
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6.-DISCUSSAO
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Este trabalho objetivou analisar o efeito do extrato da semente de Artocarpus
integrifolia, denominada lectina ArtinM, durante a fase aguda da infeccao
experimental pelo T.cruzi. Pelo fato de ser um produto natural e mostrar alguns
beneficios na resposta imune a outros parasitas intracelulares, a lectina ArtinM
passou a ser um importante instrumento de estudo. Neste trabalho utilizamos as
ferramentas de analise da parasitemia, hemograma, porcentagem da area do
infiltrado inflamatdrio nos ventriculos cardiacos, quantificacdo dos ninhos de T.cruzi
no tecido cardiaco e dosagem de algumas citocinas para avaliar seu efeito biologico.

Existem algumas distingbes que séo verificadas entre as cepas de T. cruzi,
dentre elas a viruléncia, patogenicidade e o tropismo. A cepa alvo do estudo
(Colombiana) é classificada como tipo | e caracterizada por tropismo tecidual para
musculatura esquelética e miocardica, elevada patogenicidade e ainda apresenta
extensas lesdes necroéticas-inflamatorias do vigésimo ao trigésimo dias de infeccao
(ANDRADE et al., 1995; 1999; DE SOUZA et al., 2003; BRENNER, CHIARI, 1963;
ROSSI, 1995). Na fase aguda da infeccéo pelo T.cruzi o tipo de cepa testada leva a
diferengas estatisticamente significantes em diversas analises, 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 € o inoculo. Neste
trabalho realizamos um inéculo com 3x10° tripomastigotas sanguineos da cepa
“Colombiana” de T. cruzi. A curva de parasitemia apresentou o pico do numero de
parasitos/mL no vigésimo primeiro dia, estando de acordo com a caracteristica da
cepa ja descrita anteriormente. No nosso trabalho os resultados da parasitemia
mostraram que ao sétimo dia de infeccdo, tanto o grupo Infectado tratado com

Salina quanto o grupo Infectado tratado com Lectina ndo apresentaram diferencas
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estatisticamente significantes, uma vez que se tratava do inicio da curva, onde as
formas tripomastigotas no sangue se apresentavam em baixo numero, apesar de ja
nesta data se observar uma tendéncia a diminuicdo no ultimo grupo. Ao analisar a
parasitemia no décimo quarto e vigésimo primeiro dias de infeccdo e comparar 0s
grupos infectados, o grupo que havia recebido tratamento com lectina ArtinM
apresentou numeros menores de parasitos/mL do que o grupo que recebeu
tratamento com Solugéo Salina a 0,9%, 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 infecgbes 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 ap6s 10
dias de infeccdo com o Paracoccidioides brasiliensis, observou-se redugéo da
formacdo de unidades de colénias bem como a diminuicdo da formacdo de
granulomas pulmonares. Ja na neosporose canina, a imunizacao com lectina ArtinM
associada ao antigeno lisado de Neospora conferiu uma alta protecdo a infeccéo
parasitaria pela inducdo de uma resposta imune protetora vacinal em camundongos
C57BL/6 (PANUNTO-CASTELO et al., 2001; COLTRI et al., 2008; CARDOSO et al.,
2011).

O controle do numero de parasitos durante a fase aguda da DC podera ter
influéncia no grau da lesédo dos tecidos que irdo determinar as diversas formas
anatomoclinicas (MARINHO, 1999; PEREIRA, 1992). No entanto para que haja este
controle na fase aguda experimental, tanto na parasitemia como na presenca de
Infiltrado Inflamatorio e parasitos nos tecidos, incluindo coracdo e musculatura

esquelética assim como as visceras do trato digestivo (TEXEIRA et al., 2006) é
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evidente a participacdo de citocinas pré-inflamatérias como o IFN-y e TNF afim de
potencializar o papel microbicida dos macrofagos (MUNOZ-FERNANDEZ et
al.,1992; SHER, COFFMAN, 1992; SILVA et al., 1992; SILVA et al., 1995), além do
papel essencial do NO, que contribui para o controle do parasitismo (HOLSCHER et
al., 1998). Foi sugerido por BORGES et al., (2009) que o NO tem um papel na
protecdo tecidual, controlando a inflamacdo e potencialmente diminuindo lesGes
cardiacas durante a fase aguda da doenca.

Porém a participacdo do NO, TNF-a e Prostaglandinas tem sido relacionado
com estresse oxidativo, reportando um aumento de lesdes pré hemoliticas
(MALVEZI, et al., 2004; TATAKIHARA, et al., 2008). Nossos dados corroboram com
os achados na literatura em relacdo ao aumento do processo hemolitico, presente
na infeccdo aguda pelo T. cruzi, onde encontramos uma diminuicdo dos valores
provindos do Eritrograma nos grupos infectados, dentre eles o numero de Eritrdcitos,
Hemoglobina, Hematdcrito e indices Hematimétricos (VCM e HCM). No entanto o
processo pelo qual se desencadeia a vulnerabilidade eritrocitica associada a DC
aguda ainda nao esta clara. LUJAN, BRONIA (1994) demonstraram a participacéo
do T.cruzi na desestabilizacdo da membrana eritrocitaria in vitro. TATAKIHARA, et
al. (2008) concluiram que a infeccao pelo T.cruzi induz lesdes pré-hemoliticas na
membrana dos eritrécitos através do estresse oxidativo e que este mecanismo é
cepa-dependente. Para camundongos com elevada producdo de NO, a leséo
oxidativa depende da reacdo do NO com o oxigénio; ja para camundongos com
baixa producdo o dano oxidativo & resultante quase que exclusivamente devido a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ndo depende da ativacdo da via
ciclooxigenase. Outro dado demonstrado por BORGES, et al. (2009) € a contribuicédo

da 5-lipoxigenase para o controle do parasitismo no tecido cardiaco e a sua
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participacdo no estresse oxidativo de eritrécitos dependente da producdo de NO
endogeno. MALVEZI, et al. (2004) que abordam o envolvimento do NO e do TNF-a
na associagao entre o estresse oxidativo e anemia na infec¢ao pelo T.cruzi afirmam
que, embora o NO nao contribua diretamente para o desenvolvimento da anemia,
pode favorecer outras alteracdes hematologicas durante a infeccdo, tais como a
elevacdo de Reticulocitos e a reducdo de Leucdcitos circulantes no sangue
periférico.

Nossos dados demonstraram que o uso da lectina ArtinM pode melhorar a
resposta medular no processo anémico desencadeado pelo T.cruzi, pois
observamos um decréscimo do nimero de parasitos no sangue com uma menor
perda de eritrocitos em relacdo ao grupo Infectado tratado com Salina, assim
como, os niveis de Hemoglobina e as porcentagens do Hematdécrito. Embora o
Volume Corpuscular Médio ndo apresente diferenca entre os grupos Infectados e
com a quantidade de Hemoglobina Corpuscular Média diminuida em relacdo aos
demais grupos sem infeccdo podemos relacionar com a presenca de um maior
ndmero de células jovens (com uma menor concentragdo de hemoglobina)
circulantes no grupo Infectado tratado com Lectina. Encontramos também uma
variacdo de tamanho dos elementos eritrocitarios circulantes no sangue periférico
dos animais infectados que se reflete em alteracdes na Amplitude de Distribuicdo do
Volume dos Eritrécitos (RDW), sendo maior no grupo Infectado tratado com
Salina. Embora ndo ocorra o aumento significativo em relacdo ao grupo Infectado
tratado com Salina é evidente a elevacdo de Reticuldcitos circulantes (p<0,05 vs
Controles tratados com Salina e Lectina), fato este que favorece para a
diminuicdo dos efeitos do processo anémico. O aumento de Reticulocitos em

animais infectados com T.cruzi foi notado por TATAKIHARA et al.,, (2008) em
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camundongos BALB/c e C57BL/6. Desta forma o uso da lectina ArtinM sugere que
além da diminuicAo do processo hemolitico exista uma melhor resposta na
proliferacdo de células precursoras eritrociticas pela medula éssea. MARCONDES,
et al. (2000) demonstram uma forte associacdo entre a diminuicdo da carga
parasitaria e diminuicdo dos efeitos deletérios encontrados no hemograma de
camundongos C3H infectados com a cepa CL de T.cruzi apoOs tratamento
antiparasitario pés-infeccdo. No grupo que nao recebeu tratamento observaram um
aumento exponencial da carga parasitaria, anemia, trombocitopenia, leucopenia, e
hipoplasia da medula 6ssea.

Em relacdo ao niumero de Plaguetas nossos dados mostraram que no grupo
Infectado tratado com Lectina os valores foram maiores em relacdo ao grupo
Infectado tratado com Salina (na analise da mediana e valor maximo); no entanto
as diferencas ndo foram significativas. O estimulo dos megacariocitos a uma
fragmentacdo citoplasméatica para geracdo de novas plaguetas parece ser
importante na DC, uma vez que se mostrou a participacao plaquetaria no controle “in
vivo” da infecgao pelo T.cruzi (UMEKITA, MOTA, 1990). Entretanto as alteracdes
plaguetéarias, seja uma plaquetopenia ou plaquetose na DC é dependente da cepa e
do hospedeiro (MARCONDES et al., 2000; BORGES et al., 2009; ARANTES, 2011).

Além disso, a lectina ArtinM demonstrou ter um importante papel na
estimulacdo direta ou indireta de células Leucocitarias (Neutréfilos, Linfocitos e
Mondcitos) no sangue periférico, acarretando em aumento dos niveis de Leucocitos
Totais. Embora néo se detecte aumento estatisticamente significante entre os grupos
Controle tratado com Salina e Controle tratado com Lectina, € notoria a
estimulacao celular nos grupos Infectado tratado com Salina e Infectado tratado

com Lectina (p<0,05). A relacdo de manifestacdes celulares na corrente sanguinea
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de infec¢cbes por parasitas tissulares sdo bastante frequentes, embora algumas
vezes apresentem uma grande variedade nos dados analisados para o Leucograma,
como descrito na Leishmaniose em caes. Neste caso dependendo da relacéo
parasita hospedeiro, pode ser encontrado tanto leucocitose como leucopenia
(SCHULTZE et al., 2000; REIS et al., 2006; SLAPPENDEL et al., 1988). Em relacao
as tripanossomiases, BATISTA, et al. (2006) relataram em ovinos com infeccdo pelo
Trypanosoma vivax alteracdes do hemograma encontrando anemia com linfocitose.
Ja na DC aguda em humanos PINTO, et al., (2008) estudaram 233 casos da doenca
na AmazoOnia brasileira, incluindo Para, Amapa e Maranhdo, relatando uma
predominancia de anemia e leucocitose com presenca de linfocitos atipicos. RASSI,
et al., (2000) também descreveram principalmente anemia e leucocitose, além de
eventualmente leucopenia em uma série de pacientes estudados. Enfatizando a
interacdo da lectina ArtinM a nivel celular GANIKO, et al., (1998) demonstraram que
a aplicacao topica da lectina ArtinM induziu a atracdo de neutrdfilos “in vivo” através
da migracao no tecido conectivo da regido perimuscular e na superficie dos vasos.
Diante desta capacidade CHAHUD, et al., (2009) promoveram a recuperacdo do
epitélio da cornea de 13 coelhos devido ao aumento do influxo de neutréfilos dentro
da area ferida, fato este induzido pela lectina ArtinM.

Em uma area endémica na Argentina, LUGONES (2001) descreveu
linfomonocitoses elevadas. Esta proliferacdo celular se faz necessaria para o
controle do parasitismo em uma fase inicial (TAFURI, 1987; MUNOZ et al., 1992),
induzida pela sintese de quimiocinas onde algumas, como as RANTES (Regulated
upon Activation Normal T cell Expressed and Secreted), MCP-1 (Proteina
guimiotatica de macrofagos-1) e MIP-1a (Proteina inflamatéria de macréfagos-1 alfa)

podem ser importantes moduladores da resposta inflamatoria e do controle da DC.
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Muitas quimiocinas aparentam engatilhar a sintese de citocinas pro-inflamatorias,
induzindo a producao de NO por macréfagos durante a infecgdo por T.cruzi in vitro
(ALIBERTI et al., 1999; 2001). Devido a seu papel de atracdo de células para o sitio
da leséo, sédo consideradas muito importantes no processo de defesa do hospedeiro
(DENG et al.,, 2003). Esta producdo de elementos quimiotticos culmina em
Infiltrados Inflamatérios, que de acordo com MARINHO et al., (1999), o maior
namero de parasitos durante a fase aguda da infeccdo ird refletir em um nivel
elevado de Infiltrado Inflamatério no musculo cardiaco e esquelético durante a fase
aguda. Nossos resultados estdo de acordo com os descritos na literatura, pois o
grupo Infectado tratado com lectina além de apresentar um menor namero de
parasitos na musculatura cardiaca pela analise dos ninhos presentes no ventriculo
observou-se também menor porcentagem da area de Infiltrado Inflamatério em
relacdo ao grupo Infectado tratado com salina. Além disso, CAMANDAROBA et
al., (2001) demonstram que a cepa “Colombiana” acarreta a maior extenséo
inflamatéria entre o vigésimo e trigésimo dias de infeccdo, periodo este que
realizamos a quantificacdo do Infiltrado Inflamatério.

O controle da disseminacao parasitaria e a reducdo das manifestacées do
hospedeiro atribuidas a presenca do parasito estdo associados com respostas
imune inata e adaptativa direcionadas e eficientes. Varios sdo os esforcos para
modular uma resposta eficiente para eliminacao e/ou controle de diversos parasitas.
Em relacdo a atividade da lectina ArtinM trabalhos anteriores demonstraram que a
sua administracdo favorece um perfil do tipo Thl, principalmente estimulando a
sintese de IL-12. Como demonstrado por PANUTO-CASTELO et al. (2001) a lectina
ArtinM favoreceu o controle da infeccdo por Leishmania amazonensis em

camundongos Balb/c pela inducao ao perfil Th1l, com uma maior expressao de IL-12,
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INF-y e NO. Também como administragdo vacinal elevou os niveis de IL-12 e a
expressao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe I,
CD80 e CD86 (TEXEIRA et al., 2006). Da mesma forma o seu uso contribuiu para o
controle da Paraccocidioidomicose experimetal, onde encontraram altos niveis de
NO, IL-12, INF-y e TNF-a em animais que receberam a lectina, verificando um perfil
0oposto nos grupos controles com uma alta expresséo de IL-4 e IL-10 (COLTRI et al.,
2008). Em nossos experimentos a administracdo da lectina ArtinM demonstrou
possuir uma atividade biolégica semelhante do que se tem descrito em relacdo a
atividade imunoestimulatéria. No que se refere aos animais infectados, encontramos
uma diminuicdo a nivel sistémico das citocinas pré-inflamatérias no grupo Infectado
tratado com lectina. Nossos dados mostraram um perfil esperado para a protecéo
contra o T.cruzi em se tratando do comportamento dos niveis de citocinas pro-
inflamatoérias na musculatura cardiaca e baco; isto favorece o perfil Thl, com
aumento de IL-12, IFN-y e TNF-a (GOLDEN et al., 1991; MUNOZ et al., 1992;
MONCADA, HIGGS, 1993).

Curiosamente as citocinas pré-inflamatérias analisadas, embora nao
mostraram diferencas estatisticamente significantes estavam diminuidas em relacéo
ao grupo Infectado tratado com salina e ao mesmo tempo em niveis maiores do
que os grupos Controle tratado com salina e lectina. Certamente tal quadro
acompanha a diminuicao parasitaria e 0 aumento de uma citocina antiinflamatoria, a
IL-10, nos grupos que receberam a lectina ArtinM. In vivo COLTRI et al. (2008),
encontraram similaridade nos niveis de IL-10 entre dois grupos de camundongos
infectados com Paracoccidioides brasiliensis, sendo um deles tratado com ArtinM e

outro ndo. O grupo que néo recebeu tratamento apresentou elevada concentracao



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

102

de IL-10 e IL-4 enquanto que 0 grupo que recebeu tratamento observou-se elevados
niveis de IL-12, INF-y e TNF.

Além disso, recentemente foi demonstrado que através da possivel ligacdo da
lectina com o receptor da Imunoglobulina E (IgE) - FceRI - e/ou a IgE ligada a FceRl
resulta na liberacdo de mediadores inflamatérios (LTB4) por células mastdcitas, bem
como na ativagdo de fatores transcricionais como o NFkB e NFAT (BARBOSA-
LORENZI et al., 2011). MEUSER-BATISTA et al. (2011) ressaltam a importancia dos
mastocitos como imunomoduladores na infec¢do pelo T.cruzi, assim como, a sua
complexidade de interacbes moleculares para o controle de diferentes vias
inflamatorias em diferentes tecidos e compartimentos. Estes pesquisadores apos
utilizarem um estabilizador de mastécitos em um modelo de DC aguda, puderam
observar o aumento da parasitemia, bem como uma mortalidade mais elevada, além
de danos cardiacos em comparacdo com 0s animais que tinham uma ativacao
normal dos mastdcitos.

De acordo com COLTRI et al. (2008) a lectina produziu um efeito protetor
contra Paracoccidioidomicose pelo estimulo da sintese de IL-12 dependente de Toll-
like 2. BELLOCCHIO et al, (2004) e CHARMOY et al. (2007) ressaltaram a
contribuicdo do receptor Toll-like na imunidade inata e adaptativa no processo de
resisténcia ao Aspergillus fumigatus e na analise de diferentes fenétipos de
neutréfilos de camundongos resistentes e susceptiveis a Leishmania major. A lectina
foi capaz de ativar intensamente os neutrofilos melhorando a capacidade efetora
destas ceélulas a partir da liberacdo de mediadores inflamatérios. Desta forma é
reportado & resisténcia contra infecgbes pela terapia com a lectina ArtinM a

potencializacdo dos neutroéfilos (TOLEDO, et al., 2009).
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Contudo nossos dados demonstram uma atividade imunomoduladora
atribuida & administracdo da lectina ArtinM em um modelo experimental para DC
aguda. Sugerimos que o controle da carga parasitaria realizada pela administracao
da Lectina ArtinM esté ligada a uma participagdo e/ou estimulagdo na imunidade
inata e adaptativa, colaborando para a atividade deletéria inicial do hospedeiro
contra o parasito, assim como favorecendo o controle do processo inflamatério

desencadeado na doenca.
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Concluimos que a lectina ArtinM apresenta um efeito biolégico em

camundongos Balb/C durante a fase aguda da infeccdo experimental pelo T.cruzi,

através dos parametros:

Diminuigéo significativa da parasitemia;

Melhora parcial do quadro anémico;

Diminuicdo significativa da porcentagem da area do infiltrado inflamatério no
tecido cardiaco;

Diminuig&o significativa do numero de ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco;

Atividade biologica imunorreguladora com perfil Thl.
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Anexo 1 Valores referentes a Parasitemia (nimero de parasitos/ml) nos grupos Infectado tratado

com Salina e Infectado tratado com Lectina em relacdo ao sétimo dia de infec¢ao.

Parasitos/mL

7° dia de infeccéo

Animal Infectado Salina Infectado Lectina
1 0,0 0,0
2 0,0 0,0
3 13.333,3 6.666,6
4 0,0 6.666,6
5 6.666,6 0,0
6 6.666,6 6.666,6
7 0,00 6.666,6
8 0,00 0,0
9 6.666,6 6.666,6
10 6.666,6 0,0
Mediana 3.333,0 3.333,0
Max 13.333,0 6.667,0
Min 0,0 0,0

Anexo 2 Valores referentes a Parasitemia (nimero de parasitos/ml) nos grupos Infectado tratado
com Salina e Infectado tratado com Lectina em relagéo ao décimo quarto dia de infeccao.

Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo

Parasitos/mL
Animal 14° dia de infecc¢éo
Infectado Salina Infectado Lectina

1 493.333,3 233.333,3
2 780.000,0 306.666,6
3 993.333,3 300.000,0
4 420.000,0 306.666,6
5 873.333,3 366.666,6
6 220.000,0 206.666,6
7 340.000,0 180.000,0
8 280.000,0 320.000,0
9 353.333,3 313.333,3
10 300.000,0 300.000,0
Mediana 386.667,0 303.333,0
Max 993.333,0 366.667,0
Min 220.000,0 180.000,0

Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo



1 Anexo 3 Valores referentes a Parasitemia (nimero de parasitos/ml) nos grupos Infectado tratado
2 com Salina e Infectado tratado com Lectina em relacdo ao vigésimo primeiro dia de infeccao.
3
Parasitos/mL
Animal 21°dia de infeccao
Infectado Salina Infectado Lectina
1 4.133.333,3 2.533.333,3
2 6.960.000,0 2.346.666,6
3 5.986.666,6 5.166.666,6
4 4.953.333,3 3.166.666,6
5 7.580.000,0 3.246.666,6
6 2.960.000,0 2.813.333,3
7 6.500.000,0 2.240.000,0
8 3.933.333,3 2.326.666,6
9 3.206.666,6 1.440.000,0
10 5.960.000,0 2.873.333,3
Média 5.217.000,0 2.815.000,0
EPM 510.332,0 309.159,0
DP 1.614.000,0 977.647,0
EPM = Erro Padrdo da Média; DP = Desvio Padrao
4
5
6 Anexo 4 Valores das Hemacias/mm?® nos grupos Controle tratado com Salina, Controle tratado
7 com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.
8
Hemacias/mm®
Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 8.250.000,0 9.380.000,0 6.860.000,0 7.635.000,0
2 9.955.000,0 9.145.000,0 6.565.000,0 7.045.000,0
3 9.905.000,0 9.155.000,0 7.230.000,0 6.675.000,0
4 9.040.000,0 10.260.000,0 7.480.000,0 7.085.000,0
5 10.165.000,0 9.250.000,0 6.625.000,0 8.030.000,0
Mediana 9.905.000,0 9.250.000,0 6.860.000,0 7.085.000,0
Max 10.170.000,0 10.260.000,0 7.480.000,0 8.030.000,0
Min 8.250.000,0 9.145.000,0 6.565.000,0 6.675.000,0
Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo
9
10
11  Anexo 5 Valores do Hematdcrito (%) nos grupos Controle tratado com Salina, Controle tratado
12 com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.
13

14

Hematécrito (%)

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 39,4 46,1 32,7 35,2
2 47,8 45,3 30,2 31,8
3 48,1 44,3 32,4 30,1
4 43,3 49,8 33,5 31,9
5 49,2 445 31,3 36,6
Média 45,6 46,0 32,0 33,2
EPM 1,8 1,0 0,58 1,2
DV 41 2,2 1,3 2,7

EPM = Erro Padrdo da Média; DV = Desvio Padrao
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Anexo 6 Valores do Volume Corpuscular Médio (fL) nos grupos Controle tratado com Salina,
Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Volume Corpuscular Médio (fL)

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 48,0 49,0 48,0 46,0
2 48,0 50,0 46,0 45,0
3 48,5 48,5 45,0 45,0
4 48,0 48,5 45,0 45,0
5 48,5 48,0 47,0 455
Mediana 48,0 48,5 46,0 45,0
Méax 48,5 50,0 48,0 46,0
Min 48,0 48,0 45,0 45,0

Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo

Anexo 7 Valores da Hemoglobina (g/dL) nos grupos Controle tratado com Salina, Controle tratado
com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Hemoglobina (g/dL)

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 13,5 16,1 11,5 12,4
2 16,1 15,8 10,7 11,0
3 16,7 15,0 11,4 10,5
4 15,3 17,0 11,8 11,3
5 17,0 15,6 10,8 12,6
Média 15,7 15,9 11,3 11,6
EPM 0,6 0,3 0,2 0,4
DV 1,4 0,7 0,5 0,9

EPM = Erro Padrdo da Média; DV = Desvio Padrao

Anexo 8 Valores da Hemoglobina Corpuscular Média (pg) nos grupos Controle tratado com Salina,
Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Hemoglobina Corpuscular Média (pg)

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 16,4 17,1 16,8 16,3
2 16,2 17,3 16,2 15,6
3 16,9 16,4 15,9 15,7
4 16,9 16,6 15,8 16,0
5 16,7 16,8 16,3 15,7
Média 16,7 16,9 16,2 15,9
EPM 0,1 0,1 0,1 0,1
DP 0,3 0,3 0,4 0,3

EPM = Erro Padrdo da Média; DV = Desvio Padrao
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Anexo 9 Valores da Amplitude de Distribuicdo do Volume dos Eritrécitos (RDW) em % nos grupos
Controle tratado com Salina, Controle tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e
Infectado tratado com Lectina.

RDW (%)

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 13,5 13,6 16,2 14,8
2 13,6 16,3 15,4 15,0
3 14,4 14,0 15,0 15,1
4 13,6 14,2 14,9 15,3
5 13,7 13,6 15,9 15,2
Mediana 13,6 14,0 15,4 15,1
Méax 14,4 16,3 16,2 15,3
Min 13,5 13,6 14,9 14,8

Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo

Anexo 10 Valores dos Reticulécitos/mm® nos grupos Controle tratado com Salina, Controle
tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Reticulécitos/mm?

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 21.450,0 35.644,0 19.208,0 56.499,0
2 16.923,5 19.204,5 57.115,5 62.700,5
3 21.791,0 19.225,5 28.920,0 39.382,5
4 18.080,0 17.442,0 42.636,0 65.182,0
5 20.330,0 24.050,0 39.087,5 57.816,0
Mediana 20.330,0 19.226,0 39.088,0 57.816,0
Méax 21.791,0 35.644,0 57.116,0 65.182,0
Min 16.924,0 17.442,0 19.208,0 39.383,0

Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo

Anexo 11 Valores das Plaquetas/mm3 nos grupos Controle tratado com Salina, Controle tratado
com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Plaquetas/mm°®

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 334.555,0 264.800,0 201.630,0 384.035,0
2 462.590,0 284.600,0 225.740,0 156.800,0
3 238.060,0 435.685,0 360.450,0 254.300,0
4 123.690,0 369.750,0 242.500,0 208.500,0
5 289.724,0 247.650,0 164.900,0 260.840,0
Média 289.724,0 320.497,0 239.044,0 252.895,0
EPM 55736,0 35631,0 33034,0 37728,0
DP 124628,0 79674,0 73867,0 84362,0

EPM = Erro Padrdao da Média; DP = Desvio Padrdo
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Anexo 12 Valores dos Leucdcitos Totais/mm® nos grupos Controle tratado com Salina, Controle
tratado com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Leucdcitos Totais/mm®

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 3.300,0 3.450,0 5.050,0 10.500,0
2 3.550,0 3.150,0 5.950,0 3.950,0
3 3.100,0 5.200,0 3.950,0 5.250,0
4 3.850,0 5.750,0 4.800,0 7.900,0
5 2.400,0 8.850,0 3.700,0 7.750,0
Mediana 3.300,0 5.200,0 4.800,0 7.750,0
Méax 3.850,0 8.850,0 5.950,0 10.500,0
Min 2.400,0 3.150,0 3.700,0 3.950,0

Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo

Anexo 13 Valores dos Neutréfilos/mm?® nos grupos Controle tratado com Salina, Controle tratado
com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Neutréfilos/mm?®

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 726,0 724,5 1.111,0 1.260,0
2 532,5 724.,5 833,0 1.185,0
3 899,0 1.248,0 711,0 682,5
4 693,0 1.265,0 1.248,0 1.580,0
5 336,0 1.593,0 703,0 2.170,0
Média 637,3 1111,0 921,2 1376,0
EPM 95,2 169,3 110,1 245,2
DP 2129 378,7 246,2 548,4

EPM = Erro Padrdo da Média; DP = Desvio Padrdo

Anexo 14 Valores dos Linfécitos/mm? nos grupos Controle tratado com Salina, Controle tratado
com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Linfocitos/mm?

Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 2.574,0 2.725,5 3.838,0 8.715,0
2 2.982,0 2.4255 4.700,5 2.607,0
3 2.201,0 3.900,0 3.199,5 4515,0
4 3.157,0 4.427,5 3.504,0 6.083,0
5 2.064,0 7.257,0 2.960,0 5.425,0
Mediana 2.574,0 3.900,0 3.504,0 5.425,0
Max 3.157,0 7.257,0 4.701,0 8.715,0
Min 2.064,0 2.426,0 2.960,0 2.607,0

Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo



1  Anexo 15 Valores dos Mondcitos/mm® nos grupos Controle tratado com Salina, Controle tratado
2 com Lectina, Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

3
Mondcitos/mm?®
Animal Controle Salina Controle Lectina Infectado Salina Infectado Lectina
1 0,0 0,0 101,0 525,0
2 35,5 0,0 416,5 158,0
3 0,0 52,0 39,5 52,5,0
4 0,0 57,5 48,0 237,0
5 0,0 0,0 37,0 155,0
Mediana 0,0 0,0 48,0 158,0
Max 355 57,5 416,5 525,0
Min 0,0 0,0 37,0 52,5
Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo
4
5 Anexo 16 Valores da porcentagem da area de Infiltrado Inflamatério no coracdo nos grupos
6 Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.
7
% da area do Infiltrado Inflamatério no coracdo
Animal Infectado Salina Infectado Lectina
1 14,6 2,7
2 14,0 52
3 9,5 6,9
4 9,6 51
5 7,9 4.1
6 9,1 6,5
7 7.1 2,4
8 14,5 3,9
9 8,0 2,6
10 10,7 2,5
Média 10,5 4,2
EPM 0,9 0,5
DV 2,9 1,7
EPM = Erro Padrao da Média; DV = Desvio Padrao
8

9 Anexo 17 Valores da quantificacdo dos Ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco por Imunohistoquimica

10
11

(sz) nos grupos Infectado tratado com Salina e Infectado tratado com Lectina.

Quantificagcdo dos ninhos de T.cruzi no tecido cardiaco

Animal Infectado Salina Infectado Lectina
1 226.045,0 38.762,4
2 286.995,9 119.079,3
3 162.601,2 66.420,2
4 292.184,7 76.928,7
5 351.341,6 50.235,1
6 176.683,0 40.450,4
7 217.491,8 79.567,2
8 244.238,3 89.174,5
9 204.304,7 10.614,1
10 115.183,9 25.506,1
Mediana 221.768,0 58.328,0
Max 351.342,0 119.079,0
Min 115.184,0 10.614,0

Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo



Anexo 18 Valores da citocina TNF em pg/mL e pg/mL/g dos grupos Controle tratado com Salina e
Controle tratado com Lectina

TNF - Controles

O ooN O (2} H

10
11
12
13
14
15

Animal Plasma (pg/mL) Baco (pg/mL/g) Coracgédo (pg/mL/g)
Salina Lectina Salina Lectina Salina Lectina
1 0,0 Al 227,0 592,9 345,0 800,9
2 0,0 0,0 223,1 352,9 500,1 873,2
3 0,0 0,0 249,7 331,2 728,8 664,6
4 Al Al 333,9 412,9 557,6 799,6
5 Al 0,0 223,3 350,1 533,5 842,4
6 Al Al - - - -
7 6,9 Al - - - -
8 0,0 0,0 - - - R
9 Al 1,1 - - - -
10 0,0 6,2 - - - -
Média 1,1 1,2 230,8 361,8 533,0 796,2
EPM 1,1 1,0 6,3 17,7 61,4 35,6
DP 2,8 2,4 12,7 35,4 137,3 79,7

Anexo 19 Valores da citocina TNF em pg/mL e pg/mL/g dos grupos Infectado tratado com Salina e

A/l = amostra insuficiente; EPM = Erro Padrao da Média; DP = Desvio Padrédo

Infectado tratado com Lectina.

TNF - Infectados

Animal Plasma (pg/mL) Baco (pg/mL/g) Coracédo (pg/mL/g)

Salina Lectina Salina Lectina Salina Lectina

1 94,4 109,8 627,2 679,5 747,5 707,4

2 203,8 69,3 690,2 726,2 405,2 570,9

3 All All 446,6 421,7 608,4 4747

4 All All 515,1 369,5 430,6 643,2

5 151,0 60,1 615,5 347,3 4479 429,2

6 All All - - - -

7 239,6 45,0 - - - -

8 102,8 45,0 - - - -

9 113,2 98,6 - - - -
10 86,3 26,9 - - - -
Média 141,6 65,0 578,9 508,8 527,9 565,1
EPM 22,4 11,4 434 80,4 65,4 51,5
DP 59,4 30,2 97,0 179,9 146,3 115,1

A/l = amostra insuficiente; EPM = Erro Padrdao da Média; DP = Desvio Padréo
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Anexo 20 Valores da citocina IL-12 p40 em pg/mL e pg/mL/g dos grupos Controle tratado com
Salina e Controle tratado com Lectina
IL-12 p40 — Controles
Animal Plasma (pg/mL) Baco (pg/mL/g) Coracéo (pg/mL/g)
Salina Lectina Salina Lectina Salina Lectina

1 207,5 578,3 1.273,7 1.208,0 360,4 746,9

2 116,1 457,6 1.369,3 1.1711 517,5 642,9

3 234,9 557,4 1.210,9 1.114,6 457,3 568,7

4 156,3 412,3 1.386,5 1.150,2 482,5 607,9

5 152,9 268,5 939,8 1.107,2 468,9 622,6

6 All 182,7 - - - -

7 All 323,0 - - - -

8 All Al - - - -

9 All Al - - - -

10 All All - - - -

Mediana/Média 156,3 4123 1.274,0 1.150,0 457,3 637,7
Max/EPM 2349 578,3 1.386,0 1.208.0 26,2 29,9
Min/DP 116,1 182,8 939,8 1.107,0 58,7 66,8
A/l = amostra insuficiente; Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo; EPM = Erro Padrao da Média; DP = Desvio Padrédo
Anexo 21 Valores da citocina IL-12 p40 em pg/mL e pg/mL/g dos grupos Infectado tratado com
Salina e Infectado tratado com Lectina.
IL-12 p40 - Infectados
Animal Plasma (pg/mL) Baco (pg/mL/g) Coracéo (pg/mL/g)
Salina Lectina Salina Lectina Salina Lectina

1 779,2 422.1 2.849,8 3.295,0 984,2 729,9

2 795,3 470,9 3.438,9 3.281,9 800,0 752,5

3 All 433,2 3.083,2 2.810,6 953,7 854,2

4 719,9 Al 3.406,3 3.239,4 885,9 920,9

5 749,9 Al 3.235,9 2.794,2 915,2 825,9

6 466,7 293,0 - - - -

7 A/l 171,6 - - - -

8 209,3 94,9 - - - -

9 462,5 29,9 - - - -

10 A/l A/l - - - -
Média 597,6 273,7 3.203,0 3.084,0 907,8 816,7
EPM 84,0 67,0 108,9 115,5 31,7 34,6

DP 222,3 177,3 2435 258,2 70,9 77,4

A/l = amostra insuficiente; EPM = Erro Padrédo da Média; DP = Desvio Padrao
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Anexo 22 Valores da citocina IL-10 em pg/mL e pg/mL/g dos grupos Controle tratado com Salina e
Controle tratado com Lectina

IL-10 - Controles

Animal Plasma (pg/mL) Baco (pg/mL/g) Coracgédo (pg/mL/g)

Salina Lectina Salina Lectina Salina Lectina
1 15,4 27,7 2.178,7 4.062,6 2.212,7 4.148,0
2 23,0 16,9 1.958,6 2.739,2 2.862,0 4.110,2
3 0,1 41,5 1.874,8 1.883,0 2.862,0 3.315,9
4 10,7 6,1 2.211,6 2.973,1 3.196,1 4.488,5
5 30,8 30,7 1.943,7 2.007,4 3.177,2 4.085,0

6 0,1 12,3 - - - -

7 0,1 87,7 - - - -

8 Al Al - - - -

9 Al Al - - - -

10 All All - - - -
Média/Mediana 114 31,9 1.959,0 2.739,0 2.862,0 4.,110,0
EPM/Max 4.7 10,3 2.212,0 4.063,0 3.196,0 4.488,0
DP/Min 12,4 27.4 1.875,0 1.883,0 2.213,0 3.316,0

A/l = amostra insuficiente; EPM = Erro Padrédo da Média; DP = Desvio Padréo; Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo
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Anexo 23 Valores da citocina IL-10 em pg/mL e pg/mL/g dos grupos Infectado tratado com Salina e
Infectado tratado com Lectina.

IL-10 - Infectados

10
11
12
13
14
15
16

Animal Plasma (pg/mL) Baco (pg/mL/g) Coracéo (pg/mL/g)

Salina Lectina Salina Lectina Salina Lectina

1 41,5 100,1 2.154,8 4.003,9 2.255,0 2.717,0

2 110,8 1247 1.946,5 2.654,9 1.746,2 2.313,6

3 60,0 132,4 952,6 1.751,2 2.653,9 2.023,6

4 23,0 141,6 1.180,0 1.880,2 2.187,5 2.893,5

5 58,5 76,9 1.730,4 1.567,7 2.433,3 2.193,8

6 47,7 147,8 - - - -

7 12,3 200,1 - - - -

8 89,3 203,2 - - - -

9 Al Al - - - -
10 All All - - - -
Média 55,4 140,9 1.593,0 2.372 2.255,0 2.428,0
EPM 11,5 15,5 228,1 448,2 150,7 163,1
DP 32,5 43,9 509,9 1.002,0 337,1 364,6

A/l = amostra insuficiente; EPM = Erro Padrdo da Média; DP = Desvio Padrao
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Anexo 24 Valores da citocina IFN-y em pg/mL e pg/mL/g dos grupos Controle tratado com Salina e

Controle tratado com Lectina

IFN-y - Controles

Animal Plasma (pg/mL) Baco (pg/mL/g) Coracéo (pg/mL/g)
Salina Lectina Salina Lectina Salina Lectina
1 0,0 Al 333,9 1.650,1 890,1 1.744,2
2 0,0 13,2 815,4 1.261,5 1.205,3 1.650,4
3 Al Al 761,3 1.066,5 1.599,9 1.340,0
4 0,0 0,0 1.014,4 1.413,2 1.140,3 1.407,4
5 All 13,2 741,1 920,2 1.174,0 1.325,6
6 All All - - - -
7 0,0 All - - - -
8 0,0 35,3 - - - R
9 0,0 0,0 - - - -
10 All 97,2 - - - -
Média 0,0 26,51 733,2 1.262,0 1.202,0 1.494,0
EPM 0,0 15,1 110,9 128,2 114,0 85,6
DP 0,0 36,9 248,1 286,6 255,0 191,5

A/l = amostra insuficiente; EPM = Erro Padrao da Média; DP = Desvio Padrdo

Anexo 25 Valores da citocina IFN-y em pg/mL e pg/mL/g dos grupos Infectado tratado com Salina e

Infectado tratado com Lectina.

IEN-y - Infectados

Animal Plasma (pg/mL) Baco (pg/mL/g) Coracédo (pg/mL/g)
Salina Lectina Salina Lectina Salina Lectina
1 751,0 278,3 7.160,8 6.704,3 1.864,5 1.332,8
2 1272,3 410,9 6.496,2 3.984,8 1.607,1 1.592,6
3 1232,6 388,8 5.959,8 2.787,4 1.845,2 1.647,9
4 Al 441,8 5.677,2 2.556,7 1.703,3 1.724,9
5 1166,3 Al 3.716,5 2.844.,4 1.453,1 1.282,3
6 2129,4 185,5 - - - -
7 773,1 220,9 - - - -
8 All 463,9 - - - -
9 516,9 212,0 - - - -
10 1232,6 All - - - -
Mediana/Média 1199 333,6 5.802,0 3.776,0 1.695,0 1.516,0
Max/EPM 2129 463,9 579,6 773,0 76,7 88,1
Min/DP 516,9 185,6 1.296,0 1.728,0 171,5 196,9

A/l = amostra insuficiente; Max = Valor Maximo; Min = Valor Minimo; EPM = Erro Padrédo da Média; DP = Desvio Padrao





