UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL E
INFECTOLOGIA

Marilia Beatriz de Cuba

PAPEL DA INERVACAO SENSORIAL MEDIADA POR FIBRAS
NERVOSAS TIPO C NA DOENCA DE CHAGAS AGUDA EM
CAMUNDONGOS

Uberaba, MG
Setembro - 2019



MARILIA BEATRIZ DE CUBA

PAPEL DA INERVACAO SENSORIAL MEDIADA POR FIBRAS
NERVOSAS TIPO C NA DOENCA DE CHAGAS AGUDA EM
CAMUNDONGOS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Medicina Tropical e
Infectologia da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de doutor (a) em
Medicina Tropical e Infectologia. Area de
concentracdo: Imunologia e Parasitologia

Aplicada.

Orientador: Prof. Dr. VValdo José Dias da Silva

Uberaba, MG
Setembro — 2019



Catalogacao na fonte: Biblioteca da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro

Cuba. Marilia Beatriz de

C97p Papel da inervacio sensorial mediada por fibras nervosas tipo C na Doenca
de Chagas aguda em camundongos / Marilia Beatriz de Cuba. -- 2019.
105 . : il.. graf., tab.

Tese (Doutorado em Medicina Tropical e Infectologia) -- Universidade
Federal do Triangulo Mineiro., Uberaba, MG, 2019
Orientador: Prof. Dr. Valdo José Dias da Silva

1. Doenca de chagas. 2. Neuroimunomodulacédo. 3. Resisténcia a doenca.
4. Suscetibilidade a doencas. 1. Silva. Valdo Joseé Dias da. II. Universidade
Federal do Triangulo Mineiro. ITL. Titulo.

CDU 616.937




Marilia Beatriz de Cuba

PAPEL DA INERVACAO SENSORIAL MEDIADA POR FIBRAS NERVOSAS
TIPO C NA DOENCA DE CHAGAS AGUDA EXPERIMENTAL EM
CAMUNDONGOS

Tese de Doutorado apresentada ao Curso de
Pos-Graduagdo em Medicina Tropical e
Infectologia da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de doutor (a) em
Medicina Tropical e Infectologia. Area de
concentracdo: Imunologia e Parasitologia
Aplicada.

18 de Setembro de 2019

Prof. Dr. Valdo José Dias da Silva
Universidade Federal do Triangulo Mineiro - Uberaba

Prof. Dra. Karine Rezende de Oliveira

Universidade Federal de Uberlandia - ltuiutaba

Prof. Dr. Marcus Vinicius Simgdes
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP - Ribeirdo Preto

Prof. Dra. Eliane Lages Silva
Universidade Federal do Triangulo Mineiro - Uberaba

Dr. Virmondes Rodrigues Junior
Universidade Federal do Triangulo Mineiro - Uberaba



DEDICATORIA



Dedico esse trabalho a todos que participaram deixando um pouco de si...

Dedico ndo so esse trabalho, mas a minha vida ao meu ndcleo familiar, minhas filhas,
Maria Luisa e Gabrielle, e meu esposo, Marcus Paulo, por estarem sempre ao meu lado
e principalmente por entenderem tantas auséncias...

Dedico a minha grande familia pais e irmaos, por terem me dado valores, por terem me
formado essa pessoa insistente, curiosa e determinada, por todo apoio e incentivo...

Dedico ao meu orientador prof. Valdo, o qual continuo tendo grande admiragédo e
respeito, admiracdo pelo seu potencial intelectual-cientifico, essa mente brilhante, por
ser esse grande pesquisador, além de conseguir ser ao mesmo tempo “humano”, so
guem conhece sabe disso...

Dedico ao Marcus Paulo, pelo fato de caminhar ao meu lado sendo a minha motivacgéo
nos momentos dificeis, pelo seu potencial intelectual e incentivo, por ser esse ser
humano que caminha incansavelmente nessa luta pela pesquisa, por esse brilho no
olhar a cada proposta, a cada hipétese, a cada descoberta de um resultado, enfim por
essa vontade de fazer pesquisa e por ser esse Pesquisador brilhante ...



AGRADECIMENTOS



“Seus dias sdo marcas no caminho evolutivo”.

(André Luiz)

Agradeco primeiramente a Deus, pela minha existéncia e papel funcional na vida. Por
ter me permitido capacitacdo e discernimento do bem, do ético e do correto, para
exercer fungdes de trabalho relacionadas a pesquisa, por me permitir ter companheiros
espirituais que me auxiliam em todos os momentos e decisdes. Por ter me guiado a
lugares e encontro de pessoas com objetivos afins, sempre caminhando do lado do bem,
oferecendo-me possibilidades de estudo e conhecimento para minha evolucéo e
crescimento, espiritual, pessoal e profissional...;

Agradecimento a minha familia, meus pais e irm&os, por todo amor, companheirismo,
apoio e auxilio quando necessario;

As minhas filhas, pelo simples fato de existirem e assim me permitirem doar e receber
todo esse amor, peco desculpas pelas auséncias e agradeco pelo carinho, pelos
abracos, sorrisos, momentos de descobertas e de aprendizagem sobre a “vida”...;

Ao Marcus Paulo pelo amor, dedicacdo e companheirismo, por ter estado presente todo
esse tempo ao meu lado no trabalho e na vida, caminhando juntos mesmo nos
momentos dificeis e de opinides opostas, pelo auxilio com tdo grande conhecimento
intelectual e cientifico...;

Ao meu orientador, Prof. Valdo, pelo apoio, pelo conhecimento e sabedoria, pela
paciéncia diante da minha ansiedade e confian¢a no meu trabalho, pela oportunidade
de desenvolvimento profissional, e consequentemente pessoal, intelectual e espiritual;

A equipe técnica e colegas do laboratorio de fisiologia, imunologia e parasitologia;

A equipe do Laboratério de Imunologia de Transplantes Sdo Paulo pelo auxilio
guando foi necessario;

Aos meus amigos do laboratério de Fisiologia que colaboraram direta ou
indiretamente para a conclusdo desse trabalho, Lucas Felipe, Angélica Cristina,
Glauco, Thais Farnesi, Donizete, Tiago Alvares;

Ao Marcelo secretario da poés-graduacéo e amigo, pelo apoio, auxilio e palavras de
incentivo;

Ao prof. André Luiz Pedrosa pelo apoio e paciéncia com as minhas auséncias e também
agradeco as minhas colegas do laboratorio multiusuério pelo apoio, Lucila e Raissa;

A prof2 Eliane Lages Silva, pessoa que admiro pelo seu conhecimento intelectual e
cientifico, mas alem disso como “ser humano”. Obrigada pelo auxilio, incentivo e pela
contribuicdo no trabalho, pela oportunidade a momentos de conversa e discussoes,
sempre com carinho e paciéncia.

A minha querida amiga Elizabete Perez, por todas as informacdes, pelo carinho e
incentivo e amizade;



A minha querida amiga que a vida me deu, Anna Neri, pelo incentivo e apoio sempre
com muito carinho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessao da bolsa por dois anos.



()

Hoje me sinto mais forte

Mais feliz, quem sabe

S0 levo a certeza

De que muito pouco sei

Ou nada sei

()

E preciso amor

Pra poder pulsar

E preciso paz pra poder sorrir
E preciso a chuva para florir
()

Cada um de nds compde a sua historia
Cada ser em si

Carrega o dom de ser capaz

E ser feliz

Tocando em frente (Almir Sater / Renato Teixeira)



RESUMO

A evolucdo de uma doenca durante a infeccdo por um determinado agente parasitario é
criticamente influenciada pelas interacdes dindmicas e reciprocas entre 0s mecanismos
efetores da imunidade inata e adaptativa do hospedeiro contra o0 parasito e as estratégias
parasitarias de evasdo e resisténcia & imunidade protetora. Evidéncias clinicas e
experimentais publicadas na literatura cientifica demonstram uma influéncia critica do
sistema nervoso central e periférico sobre a organizacdo da resposta comportamental
imunoldgica em diversos contextos imunogénicos, tais como doengas infecciosas,
cancer, transplante, autoimunidade etc. Dados experimentais coletados pelo nosso grupo
apontam que o sistema nervoso autdnomo, tanto simpatico quanto parassimpatico, € um
elemento chave na dindmica da relagdo Trypanosoma cruzi-hospedeiro que, em Ultima
analise, determina o curso da infeccdo e a evolucdo da patogénese provocada pelo
protozoario, nas fases aguda e cronica da doenca de Chagas. Contudo, o possivel papel
funcional de vias e circuitos neurais sensoriais nos mecanismos imunoldgicos
responsaveis por promover um perfil de resisténcia ou suscetibilidade do hospedeiro
tanto ao parasito quanto a miocardite chagasica aguda, para 0 nosso conhecimento,
nunca foi investigado. Do exposto, a tese aqui apresentada teve como objetivo principal
averiguar um eventual papel funcional de fibras aferentes do tipo C sensiveis a
capsaicina nos mecanismos imunoldgicos de resisténcia e suscetibilidade a infeccédo
pelo T. cruzi em camundongos das linhagens isogénicas Balb/c e C57BL/6, suscetivel e
resistente a infeccdo pela cepa Colombiana, respectivamente, bem como o
comportamento da doenca nestes animais durante a fase aguda da infecc¢do. Para isso,
hospedeiros isogénicos geneticamente resistentes a infeccdo (C57BL/6), hospedeiros
suscetiveis a infeccdo (Balb/c), e também hospedeiros suscetiveis a infeccdo, porém,
com desnervacdo das fibras sensoriais por tratamento com capsaicina (Balb/c
desnervados) foram inoculados com formas tripomastigotas da cepa Colombiana de T.
cruzi, 7 dias ap6s o Gltimo dia tratamento dos animais com capsaicina ou veiculo. No
decorrer e apdés 21 dias de infeccdo, curva de parasitemia, eletrocardiograma,
ecocardiograma, histopatologia e andlise do perfil fenotipico de subgrupos de células T
auxiliares (TCD4" presentes no bago, bem como o nivel de citocinas séricas foram
estudados. Os grupos de animais foram pareados por idade, fundo genético e
tratamento, sendo os grupos de animais ndo infectados utilizados como controle

negativo (C57BL/6, Balb/c ndo desnervados e Balb/c desnervados). Os animais do



grupo C57BL/6 infectado, quando comparado com animais dos grupos Balb/c
infectados ndo desnervados e Balb/c infectados desnervados, apresentaram parametros
parasitologicos, eletro- e ecocardiograficos, histopatoldégicos e imunoldgicos
condizentes com o perfil genético de resisténcia do hospedeiro, ou seja, uma
significativa atenuacdo da miocardite e nimero reduzidos de protozoarios no coragéo e
no sangue. Em adicdo, curiosamente, pode-se observar que os animais Balb/c infectados
desnervados apresentaram uma significativa diminuigdo tanto do infiltrado inflamatério
miocardico quanto dos niveis quantitativos de parasitos na circulacdo e no tecido
cardiaco, associado a uma significativa melhora funcional dos parametros eletro- e
ecocardiograficos em comparacdo com animais do grupo Balb/c infectado néo
desnervado. Uma potencializacdo do padrdo de resposta imune do tipo Th1 nos animais
chagésicos desnervados, evidenciada por um aumento significativo na frequéncia de
células do subgrupo Thl em comparacdo com o grupo Balb/c chagésico nédo
desnervado, oferece uma explicacdo para os resultados supracitados. Em conjunto, os
resultados experimentais apresentados nesta tese sugerem que fibras sensoriais
primarias sensiveis a capsaicina sdo capazes de diminuir parcialmente padrdes de
respostas imune do tipo Thl durante a fase aguda da infeccdo experimental pela cepa
Colombiana do T. cruzi em camundongos da linhagem Balb/c, promovendo uma maior
suscetibilidade do hospedeiro a doenca. O eventual envolvimento de circuitos sensoriais
centrais intimamente relacionados com a via aferente estudada, e 0s mecanismos
neurofisioldgicos pelos quais a construcdo perceptiva da doenca leva a diminuicdo da
frequéncia de células dos subgrupos Thl, provocando, consequentemente, um aumento
da suscetibilidade do hospedeiro da linhagem Balb/c a infeccdo, precisam ser
averiguados.

Palavras chave: neuroimunomodulacao, doenca de Chagas, resisténcia, suscetibilidade.



ABSTRACT

Disease outcomes during the course of parasitic infections is critically influenced by the
bidirectional interactions between the protective host immune response to parasites and
the parasitic strategies to escape the immune response. Clinical and experimental data
published over the past decades provide strong evidence that the nervous, central and
peripheral, system exerts profound influence over the organization of immune behavior
in a wide variety of immunogenic contexts, such as infectious diseases, cancer,
transplantation, autoimmunity and so on. Experimental data gathered from our group
indicate that the autonomic nervous system, both sympathetic and parasympathetic
divisions, is a key player involved in the host-T.cruzi interaction and in the Chagas'
disease progression. The activation of both these divisions of autonomic nervous
systems is mainly reflex including the participation of afferent nerves relaying to central
nervous system nuclei and then to autonomic neurons. The potential role of afferent
nerves, in particular the capsaicin-sensitive type C afferent nerves, in modulating
autonomic nerves and hence in the pathogenesis and pathophysiology during the acute
phase of Chagas disease has not yet been investigated, to our knowledge. Therefore,
central aim of this thesis is to investigate the potential role played by capsaicin-sensitive
type C afferent fibers in the pathophysiology of Chagas disease in mice infected with
Trypanosoma cruzi, during the acute phase of infection. For this, hosts susceptible to
infection (Balb / c¢), and also hosts susceptible to infection, but with denervation of
sensory fibers by capsaicin treatment (denervated Balb/c) were inoculated with
trypomastigote forms of the Colombian strain of T. cruzi, 7 days after the last day
treatment of animals with capsaicin or vehicle. For the sake of comparison to resistant
strain, isogenic hosts genetically resistant to infection (C57BL/6) were also inoculated.
In the course and after 21 days of infection (acute phase), parasitemia,
electrocardiogram, echocardiogram, histopathology and analysis of the phenotypic
profile of subgroups of helper T cells (TCD4 +) present in the spleen, as well as the
level of serum cytokines were studied. The groups of animals were matched by age,
genetic background and treatment, and the groups of uninfected animals were used as
negative control (C57BL/6, non-denervated Balb/c and denervated Balb/c). The animals
of the infected group C57BL/6, when compared with non-denervated infected Balb/c
and denervated infected Balb/c groups, presented parasitological, electro- and

echocardiographic, histopathological and immunological parameters consistent with the



genetic resistance profile of the host, that is, a significant lower myocarditis and reduced
blood and cardiac tissue parasitism. In addition, interestingly, it can be observed that the
denervated infected Balb/c animals showed a significant decrease in both myocardial
inflammatory infiltration and in the quantitative levels of parasites into the blood and
into the cardiac tissue, associated with a significant functional improvement of the
electro- and echocardiographic parameters compared to non-denervated infected Balb/c
group. A potentiation of the Th1l-type immune response pattern in denervated chagasic
animals, evidenced by a significant increase in the splenic Thl cell population
compared to the non-denervated Chagasic Balb/c group, provides an explanation for the
above results. Taken together, the experimental results presented in this thesis suggest
that capsaicin-sensitive type C afferent fibers are responsible, at least in part, for
inhibiting the generation of Th-1 cells and, consequently, confers greater susceptibility
to Trypanosoma cruzi infection in Balb/c mice. Which possible central circuits and
neural pathways are involved with the decrease in the Thl cell population, then
provoking a higher susceptibility of the Balb/c lineage to infection, remain to be
addressed

Key words: neuroimmunomodulation, Chagas disease, resistance, susceptibility.
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1.1  ASPECTOS GERAIS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA DOENCA DE
CHAGAS

A doenca de Chagas ¢ uma antropozoonose inicialmente descrita por Carlos
Chagas em 1909. Esta infeccdo € causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi (CHAGAS, 1911) e permanece como um dos maiores problemas de satde publica
da América Latina, sendo considerada uma doenca tropical negligenciada pela WHO
(World Health Organization). E endémica em 21 paises da América desde o sul dos
EUA ao norte da Argentina e do Chile, afetando cerca 6-8 milhGes de pessoas e
provocando milhares de mortes por ano, em todo mundo. Atualmente ela se espalha
pelo norte da América e Europa principalmente por meio do processo de migracao
(PRATA, 2001; COURA JR. &VINAS, 2010; PEREZ-MOLINA & MOLINA, 2018;
BONNEY et al; CHEVILLARD et al, 2018)

O T. cruzi € transmitido principalmente por meio da deposicao de fezes do vetor
com formas infectantes, tripomastigotas metaciclicos, sobre os tecidos cutaneos e
mucosos do homem, durante o repasto sanguineo do vetor, um triatomineo hemat6fago.
Nos anos 90 foram lancadas estratégias de intervencdo em larga escala em diferentes
regibes da Ameérica Latina, reduzindo assim a prevaléncia dessa via de transmissao
vetor-homem, diminuindo em torno de 40% a prevaléncia da doenca (BALOUZ et al,
2017). Outros mecanismos de transmissdo, ndo vetoriais, também foram descritos: 1)
de acordo com Balouz e seus colaboradores (2017), a transmissao via oral, por meio da
ingestdo de alimentos contaminados com as formas tripomastigotas, provavelmente
constitui um traco epidemioldgico antigo, muito importante para a disseminacdo
zoondtica do parasita e parece estar associado ao aumento da viruléncia e a maior taxa
de letalidade em humanos; 2) a transmisséo transplacentéria (congénita) constitui um
importante modo de transmissdo do T. cruzi em areas ndo endémicas, tendo uma
estimativa de 22% das novas infeccBes anuais em paises endémicos com programas
ativos de controle de infestacGes por vetores domiciliares (BALOUZ et al, 2017); 3) a
transmissdo transfusional, por transplante de Orgdos e medula é possivel e tém se
tornado um problema até em areas ndo endémicas. Segundo Perez-Molina & Molina
(2018), na América Latina e em regides ndo endémicas, como EUA, Canada e muitas
partes da Europa, alguns casos de infeccdo mediada por transfusdo e transplante foram
documentados, podendo o numero real de casos ser substancialmente maior devido ao

grande nimero de casos ndo identificados. Sabe-se que a transmissao por transfusdo de
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sangue depende de varios fatores, como a concentracdo de parasitos no sangue do
doador, o componente sanguineo transfundido e a cepa do parasito. Alem disso, 0s
processos de migracdo de populacbes infectadas pelo T. cruzi, de areas rurais para
centros urbanos ou para regides ndo endémicas, juntamente com mudancas na
distribuicdo ecogeografica de populacbes de vetores, levaram a urbanizacdo e
globalizacdo gradual da doenca de Chagas (VINHAES & DIAS, 2000; COURA, 2003;
RASSI JR et al, 2010; BALOUZ et al, 2017; PEREZ-MOLINA & MOLINA, 2018).
Apos a infeccdo, o parasito passa por ciclos de invasdo, divisdo e lise celular por
varias semanas. Sucedendo um periodo de incubacdo, inicia-se a fase aguda, onde o0s
parasitos podem ser detectados no sangue, embora a maioria dos individuos infectados
seja assintomatica ou apresenta sintomas inespecificos (BONNEY & ENGMAN, 2015).
O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados, possuindo varios estgios de desenvolvimento conhecidos como
amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas. Nos seres humanos, hospedeiros
vertebrados, o T. cruzi assume duas formas, a forma tripomastigota, caracterizada por
ser a forma infectante, ndo se dividir e apresentar um flagelo que se estende ao longo da
borda externa de uma membrana ondulante; e a forma amastigota, que nao possui
flagelo e que se multiplica dentro de varios tipos de células (SOUZA, 2014; PEREZ-
MOLINA & MOLINA, 2018). A interacdo entre o T. cruzi e a células do hospedeiro,
envolve processos complexos que estdo intimamente relacionados com cepa e a forma
infectante do parasito, além de varios tipos de células alvos do hospedeiro, como 0s
macrofagos, células epiteliais, endoteliais, dentriticas, fibroblastos, neurais,
cardiomidcitos e ainda linfdcitos. Assim, a invasdo das células pelo T.cruzi acontece
através de uma interacdo entre proteinas ou fatores ligantes do parasito e receptores na
superficie celular do hospedeiro definitivo, 0 que leva a uma ativagdo de vérias vias de
sinalizacdo celular. Apds a invasdo, as formas tripomastigotas livres no citoplasma
celular diferenciam-se em formas amastigotas, que sofrem divisBes binarias e
transformam-se novamente em formas tripomastigotas. O movimento da grande
quantidade de parasitos e a secrecdo de substancias leva a um desequilibrio na estrutura
da membrana celular do hospedeiro, e assim rompe a célula liberando os parasitas
(tripomastigotas) para a corrente sanguinea e células vizinhas, onde ativamente migram
para outras células, iniciando um novo ciclo, ou sdo destruidas pelo sistema imune
(ALVES & MORTARA, 2009; SOUZA, 2014).
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A doenca de Chagas é caracterizada por duas fases clinicas distintas: aguda e
crbénica. A fase aguda se inicia ap6s um periodo de incubacdo que varia entre 7 e 10
dias, durando cerca de 4 a 8 semanas, em geral assintomatica, com elevado parasitismo
sanguineo e tecidual. Os casos sintoméaticos podem apresentar sinais de porta de entrada
como chagoma de inoculacdo ou sinal de Romand, além de sinais inespecificos. De
acordo com Bonney (2018) aproximadamente 1% dos individuos infectados
agudamente, apresentam linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, miocardite, efusédo
pericardica, insuficiéncia cardiaca ou meningoencefalite. Essa fase & acompanhada por
uma excessiva ativagao do sistema imune com uma resposta adquirida eficaz, levando
ao controle da parasitemia e parasitismo (PRATA, 2001; COURA & BORGES-
PEREIRA, 2010; JUNQUEIRA et al, 2010; ROGGERO et al, 2018; BONNEY et al,
2018).

Apo6s um periodo de laténcia que dura de 2 a 4 meses, a fase cronica se inicia
podendo ser assintomatica (indeterminada) ou se apresentar como formas clinicas
crbnicas, como a digestiva, a cardiaca ou uma forma mista cardiodigestiva (PRATA,
2001). A forma clinica cronica mais prevalente € a indeterminada, afetando cerca de 60
— 70% das pacientes de areas endémicas. A maioria das pessoas infectadas permanece
nessa forma por toda a vida, com a auséncia sinais e sintomas clinicos, embora a
sorologia especifica seja sempre positiva. Aproximadamente 30-40% dos individuos
infectados eventualmente progridem da fase indeterminada para a fase cronica da
doencga de Chagas (PRATA, 2001; BONNEY et al, 2018).

A forma digestiva é a forma crénica menos comum e esta presente em 8-10%
dos casos, sendo os sintomas na maioria das vezes o resultado de danos provocados pelo
T. cruzi na inervagdo autondmica mioentérica. As manifestagdes mais comuns estdo
associadas ao alargamento de esdfago e intestino, com sintomas que variam de
distarbios de motilidade assintomatica a acalasia leve a megaes6fago grave, e o
megacolon, que é caracterizado por constipacdo persistente e pode levar a fecaloma,
volvos e isquemia intestinal (PRATA, 2001; PEREZ-MOLINA & MOLINA, 2017;
BONNEY et al, 2018).

A cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) é a mais importante das
manifestacdes clinicas cronicas da doenca de Chagas, devido a frequéncia com a qual se
desenvolve, sua gravidade, morbidade e mortalidade, a qual afeta cerca de 20-30% dos
individuos infectados ( BONNEY et al, 2018). Esta forma clinica é complexa com

amplo espectro de manifestacdes, desde um envolvimento minimo do miocardio até



27

uma disfuncéo sistolica ventricular esquerda, cardiomiopatia dilatada, arritmias, eventos
tromboembdlicos e insuficiéncia cardiaca terminal, afetando principalmente o sistema
de conducao elétrica e miocardio, podendo até levar a morte.

Achados histopatologicos cardiacos na fase cronica incluem infiltrado
inflamatdério mononuclear, miocardite focal, epicardite e neuroganglionite, associados a
focos fibroticos variaveis (PRATA, 2001; MARIN-NETO et al., 2007; PEREZ-
MOLINA & MOLINA, 2017; BONNEY et al, 2018). A escassez de parasitos no tecido
do miocardio correlacionada a infiltracdo inflamatéria estd associada a varias teorias
que buscam explicar a patogenia da doenca: 1- a teoria da privacdo parassimpatica,
baseada no desequilibrio autonémico cardiaco, devido a denervacdo parassimpatica
cardiaca (KOBERLE, 1968); 2- teoria autoimune, na qual o mimetismo molecular entre
antigenos parasitarios e tecido miocérdico induz uma resposta autoimune contra fibras
miocéardicas (SANTOS-BUCH & TEIXEIRA, 1988) e 3- teoria microvascular, na qual
alteracdes microvasculares induzidas pelo parasita a partir de processos tromboticos
e/ou isquémicos exercem um papel significativo na génese da CCC (ROSSI, 1990).
Entretanto, o desenvolvimento de técnicas imuno-histoquimicas e de biologia molecular
permitiram a observacdo de antigenos e DNA parasitarios em focos inflamatdrios no
coracdo, reforcando um papel ativo exercido pelo parasito na génese da CCC (MARIN-
NETO et al., 2007).

A despeito da complexa patogenia, 0 pensamento atual é que a inflamagdo no
coracdo se desenvolve ao longo dos anos a partir de processo lento e de baixo grau que
depende, pelo menos em parte, dos poucos parasitas que persistem no corag¢do. Existem
mecanismos celulares e moleculares entrelacados que contribuem para respostas
degenerativas, destrutivas, inflamatdrias e reparadoras no miocéardio. O conjunto desses
processos resulta nos danos cardiaco e remodelacdo que levam a insuficiéncia cardiaca,
arritmias cardiacas, fenémenos trombo-embdlicos e morte subita (BONNEY et al,
2018).

No coragdo, o T. cruzi pode infectar miocitos, células endoteliais, neurénios,
fibroblasto e adipocitos, mostrando tropismo especifico por fibras estriadas cardiacas.
Esse tropismo nédo foi ainda completamente entendido, mas pode estar relacionado aos
mecanismos de reparo da membrana plasmaética altamente desenvolvidos que operam
nessas células, o que facilita a entrada do parasito. O grau da miocardite depende da
cepa de T. cruzi e de caracteristicas geneticas e imunologicas do hospedeiro. Na

dependéncia destes fatores, a replicacdo intracardiaca fulminante, ou seja, a reativacao
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pode ocorrer, levando o acimulo de grandes quantidades de formas amastigotas
intracelulares. As fibras miocardicas infectadas pelo T. cruzi mostram danos,
caracterizados por vacuolizagdo, miocitolise e degeneracdo miofibrilar, associados a
intensa infiltracdo de células mononucleares, inicialmente composta de macrofagos e
neutrofilos e, em seguida, ha a adicdo de linfocitos, plasmdcitos, eosindfilos e
mastocitos. A infiltracdo de linfocitos apresenta ampla especificidade antigénica,
incluindo antigenos dos parasitos, hospedeiros e inespecificos. Outros fatores também
contribuem para a exacerbagdo da resposta inflamatéria, incluindo a producéo local de
citocinas, quimiocinas e seus receptores, a “upregulation” de moléculas de adesdo,
ativacdo do complemento, agregacéo e adesdo plaquetaria, e producdo de anticorpos e
opsonizacdo. Assim, a resposta imune adaptativa do individuo se desenvolve
diminuindo o nimero de parasitas e células inflamatdrias, porém permanecendo
anormalidades residuais decorrentes da miocardite, como a fibrose intersticial e
hipertrofia das fibras, com uma reacdo inflamatoria continua de baixo grau. A
cardiomiopatia chagéasica pode ter variacGes desde alteracbes minimas até dilatacdo dos
atrios e ventriculos, em casos graves (BONNEY, 2018).

Muitos dos mecanismos propostos para a patogénese da cardiomiopatia
chagasica envolvem a presenca do parasito relacionado com uma integracdo de varios
processos, ja que T. cruzi replica e persiste em seu hospedeiro humano até que ele possa
ser transmitido para outro hospedeiro. Entre esses mecanismos estdo inflamacao,
producdo de autoanticorpos, disautonomia, hipertrofia, destruicdo dos midcitos,
microvasculopatia, arritmias e formacdo de aneurisma apical (Figura 1) (BONNEY,
2018).

1.1.1. Resposta Imune a Doenca de Chagas

A resisténcia imune contra patégenos intracelulares tem sido atribuida a um
padrdo de resposta imune celular de células T auxiliares 1 (Thl), enquanto resposta
imune celular Th2 estaria associada a susceptibilidade a doenca (ROMAGNANI, 1996;
GROOM et al, 2017).

Durante a fase aguda da doenca de Chagas, h4 uma sintese sistémica de citocinas
pro-inflamatorias e ativacdo de componentes da resposta imune inata, como as células
natural Killer (NK), macrofagos, mecanismos envolvendo receptores “Toll-like” e

receptores Nod-likes e inflamassomos, em conjunto com a ativagéo policlonal de células
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T. Essa ativacdo recente do sistema imune inato esta aparentemente envolvida com a
resisténcia do hospedeiro a infeccdo pelo T. cruzi. A estimulacdo de IL-12 e sintese de
TNFa pelos macrdfagos e células dentriticas, irdo ativar as células NK para produzir
IFNy, que influencia o desenvolvimento de linfocitos T auxiliares com fenotipo Thl. Ja
IFNy ¢ TNFa ativam macrofagos que produzem Oxido nitrico (NO), sendo o
responsavel primario para controle da replicacdio do parasito. (GOLGHER &
GAZZINELLLI, 2004; BONNEY, 2018)

CDs*
? Tcell
a @

Dendritic cell

Q Bcell

Macrophage

\ Inflammation
.S'. Autoantibodies
- ) c Dysautonomia
\_/ Hypertrophy
Heart Myocyte destruction
failure

Microvasculopathy

Aneurysm  Arrhythmia

Figura 1: Patogénese da doenca de Chagas cardiaca. (a) Variedade células, incluindo T .cruzi, infiltrado
inlamatdrio (b) histopatologia caracterizada pelo infiltrado de células mononucleares, edema, destruicdo de
miocitos, e fibrose. Parasitas ndo sdo tipicamente observados em infec¢do cronica. (¢) Mecanismos que podem levar
a progressdo da disfuncdo cardiaca na insuficiéncia cardiaca na infeccdo pelo T .cruzi. BONNEY K. M. et al.
Pathology and Pathogenesis of Chagas Heart Disease. Annual Review Of Pathology: Mechanisms of Disease, V.
14,n. 1, p. 421-447, 2018.

Na doenca de Chagas, a resposta imune celular e possivelmente humoral tem
sido relatada como um eventual controle na fase aguda da infec¢do pelo T. cruzi,
sugerindo um estado de supressdo de células T juntamente com uma forte estimulagéo

de células B policlonais, que restringe a expansao de linfocitos especificos de antigeno.
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Apbs as primeiras replicagdes no tecido do hospedeiro, os parasitos sdo fagocitados e
processados pelos macrofagos e células apresentadoras de antigenos. As interacfes
entre os sistemas imunes inato e adaptativo conduzem a uma apresentacdo funcional de
antigenos de T. cruzi, iniciando uma resposta imune especifica ao parasito. O padréo
especifico de citocinas Th1l ou Th2 presente neste momento determinara a resisténcia ou
suscetibilidade do hospedeiro a infeccdo parasitaria, respectivamente. Portanto,
citocinas Thl pré-inflamatorias, tais como IFNy, TNFa, IL-12 e éxido nitrico, exercem
um importante papel na resisténcia do hospedeiro ao T. cruzi. A IL-12 induz a
conversdo de ThO para Thl. Células Thl induzem a produ¢ao de IFNy em células NK,
T CD4* e CD8", 0 que estimula as células efetoras, tais como linfécitos B e T CD8" a
produzir anticorpos e citotoxicidade efetiva, respectivamente, objetivando destruir as
celulas infectadas com T. cruzi. Em contraste, citocinas anti-inflamatorias, tais como
TGFR e/ou IL-10, quando apresentadas no momento de reconhecimento e ativacdo de
células apresentadoras de antigenos, inibem a acdo tripanomicida de macrofagos
ativados por IFNy (JUNQUEIRA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011; ROGGERO et
al, 2018). Assim, células Thl especificas contra antigenos de T. cruzi, determinam os
niveis reduzidos de parasitos no sangue e tecidos apés a infeccdo pelo T. cruzi. A
producdo de citocinas pré-inflamatorias e a consequente alteracdo para o perfil de
resposta imune Thl permite, por um lado, um melhor controle dos niveis parasitarios
sanguineos e teciduais, mas por outro lado pode induzir uma excessiva resposta
inflamatoria que poderia atacar cardiomidcitos funcionais, induzindo necrose tecidual e
apoptose, devido a grande liberacdo de quimiocinas e consequente quimioatracdo de
células inflamatorias para o tecido infectado (JUNQUEIRA et al., 2010; TEIXEIRA et
al., 2011).

A despeito da intensa ativacdo do padrdo de resposta imune Thl, o parasito néo
é eliminado completamente, sendo capaz de persistir cronicamente no tecido. N&do existe
duvida que a cardiomiopatia chagasica (CC) € resultante desse processo inflamatorio,
sendo essa infiltracdo uma resposta ao tropismo cardiaco do parasito ou consequéncias
de uma tolerancia imunologica alterada (GUTIERREZ et al, 2009).

Um eventual papel exercido pela resposta imune Thl7 e por células T
reguladoras na patogénese da cardiomiopatia chagasica tem sido investigada com
resultados controversos (COBB et al., 2010; DE ARAUJO et al., 2011). As células Th
17 sdo produtoras de II-17, 11-21, 11-22 ¢ TNFa. A IL-17 e as células T reguladoras
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parecem ter papel de controle da miocardite e resisténcia ao T.cruzi na fase aguda da
doenga (GUTIERREZ et al, 2009; CUNHA-NETO & CHEVILLARD, 2014).

J& na fase cronica da doenga de Chagas cardiaca, acredita-se que persisténcia
do parasita € um fator para o curso da doenca, pois se a resposta imune € ineficiente, a
carga do parasita e 0 aumento da resposta inflamatoria levam ao dano tecidual. Mas se
resposta imune é eficiente, a carga do parasita e as consequéncias inflamatdrias
diminuidas, levam a um dano tecidual reduzido. Porém néo se sabe se o dano tecidual é
causado pela presenca do parasita ou indiretamente pela imunopatologia em resposta ao
mesmo, ou ainda pelos mecanismos autoimunes desenvolvidos (RASSI et al, 2010).
Sabe-se que as citocinas Thl/pro-inflamatorias (IFN-y, TNFa, 1L-12) sdo produzidas
em altos niveis ao longo da fase crbnica, provavelmente em funcdo da persisténcia do
parasito no miocardio e baixos niveis de citocinas anti-inflamatdrias (IL-10, IL-4).
Sendo assim, h&a um estimulo ativando as células NK a produzirem IFN-y, e também aos
linfécitos T CD4*e CD8" a producédo de TNF-a. O aumento nos niveis de IFN-y e TNF-
a culminam na sintese de iNOS que catalisa a producdao de NO pelos macrofagos, tendo
uma resposta protetora ao T.cruzi, uma vez que o NO inibe a replicagdo do mesmo.
(GUTIERREZ et al, 2009; CUNHA-NETO & CHEVILLARD, 2014). Existe também
ativacdo de leucdcitos que levam a um aumento na sintese de IFN-y, TNFa, IL-12, NO,
MMP (metaloproteinases importantes na fibrinogénese), e diminuicéo de IL-10, IL-4 e
um predominio de linfocitos T e B ativados, sendo as células CD8 responsaveis pela
resposta imune ao T.cruzi devido a sua funcdo citolitica e produgdo IFN-y
(GUTIERREZ et al, 2009; RASSI JR et al, 2010). Acredita-se que as células T
reguladoras tém funcdo no controle da intensidade da inflamacdo nessa fase (CUNHA-
NETO & CHEVILLARD, 2014).

1.1.2. Sistema Nervoso Autondmico na Doenca de Chagas

O sistema nervoso autdbnomo intracardiaco apresenta ganglionites, peri-
ganglionites, neurites e perineurites durante a infecgdo crénica, com redugdo acentuada
na densidade ganglionar e despovoamento neural. Como consequéncia, uma importante
disfuncdo autondmica cardiaca, afetando principalmente o brago parassimpatico do
sistema nervoso autondmico, tem sido descrita em modelos experimentais e em
pacientes com CCC (PRATA, 2001; MARIN-NETO et al, 2007). Esta

disfuncdo/denervacdo autonémica poderia estar implicada na génese de distdrbios
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elétricos graves encontrados em coragfes chagasicos, 0 que poderia causar arritmias
cardiacas que ameacem a vida e morte subita (PRATA, 2001; MARIN-NETO et al.,
2007). Foi demonstrado que em hamsters chagasicos, hd uma forte correlagdo positiva
entre a intensidade da miocardite e o nivel de disfungdo autonémica cardiaca, sugerindo
uma relacéo causal entre processo inflamatorio e disfuncdo autondmica vagal cardiaca
(DIAS DA SILVA et al, 2003). Ramirez (1993) mostrou em registros no mesmo
modelo experimental de hamster chagasico, uma importante reducdo numérica de
neurbnios pds-ganglionares vagais cardiacos na fase cronica da infeccdo. Isso reforca a
ideia de que a denervacdo autondmica € uma consequéncia da infiltracdo inflamatdria
no tecido cardiaco, principalmente durante a fase aguda. Além disso, autoanticorpos
direcionados aos receptores muscarinicos ou beta-adrenérgicos, com acdo agonista ou
antagonista, tém sido descritos em pacientes chagasicos. Postula-se que estes auto-
anticorpos poderiam participar, pelo menos parcialmente, na génese da disfuncéo
autondmica observada em pacientes com cardiomiopatia chagasica (RAMIREZ et al.,
1993; DIAS DA SILVA et al, 2003; RIBEIRO et al., 2010).

Por fim, dados do nosso grupo (CUBA, et al; 2014) e de outros (PEREZ et al.,
2011) associam diferentes perfis de disfuncdo autonémica e moléculas do eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal, respectivamente, a diferentes niveis de lesbes
miocardicas. Esses dados evidenciam uma vez mais a interacdo direta entre os sistemas
nervoso e imune, mediando tanto os disturbios cardiaco como autonémico. No entanto,
ndo pode ser excluida uma possivel influéncia da disfuncdo do sistema nervoso

autondémico, per se, no perfil de resposta imune encontrada na doenca de Chagas.

1.2 CONTROLE AUTONOMICO DO SISTEMA IMUNE

Os sistemas nervoso e imune sdo tradicionalmente considerados regulatorios e
integrativos, possuindo cada um estruturas e funcdes diferentes. Entretanto, eles podem
funcionar de maneira integrada e coordenada na defesa do hospedeiro, garantindo a
homeostase. Esses sistemas possuem comunicacgéo bidirecional e adaptativa, embora em
alguns casos possam contribuir para a fisiopatologia das doengas, sendo que o
fundamento pelo qual esses neur6nios e células imunes contribuem para a saude ou

doenca ainda permaneca sem esclarecimento adequado.
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1.2.1. Neuroimunomodulacéo sensorial

Os neurbnios sensitivos detectores de estimulos nocivos provocam a dor
(nociceptores), e as células do sistema imunoldgico detectam diretamente a presenca de
patogenos. Essas células podem tornar os nociceptores mais sensiveis, que por sua vez,
alteram localmente a funcdo imunoldgica, e 0s neurénios autondmicos sistemicamente
suprimem a inflamagéo (TALBOLTE et al., 2016; FOSTER et al., 2017).

O sistema nervoso possui uma organizagdo anatémica fixa, sendo dividido em
Sistema Nervoso Central (SNC), o qual consiste da medula espinhal e encéfalo; e
Sistema Nervoso Periférico (SNP), o qual consiste de fibras nervosas que carreiam as
informacdes periféricas para 0 SNC e vice-versa. As fibras nervosas que levam os sinais
periféricos para 0 SNC sdo chamadas de neurdnios sensoriais ou aferentes e as fibras
que transmitem os sinais da parte central para a periferia, sdo chamadas de neurdnios
eferentes ou motores. Os neurdnios sensoriais sdo classificados como espinhais quando
possui corpos celulares nos ganglios da raiz dorsal e projetam para a medula espinhal, e
cranianos, como 0 nervo vago, por exemplo, quando possuem corpos celulares nos
ganglios sensoriais dos nervos cranianos e projetam para o tronco encefalico e cérebro
(Figura 2). Esses neur6nios sdo ativados por estimulos sensoriais periféricos, tais como,
tato, pressdo, temperatura, substancias quimicas, etc. Estes mesmos neur6nios sensoriais
podem sofrer ativacdo imune celular com liberacdo de citocinas e moléculas de
sinalizacdo. A maior classe de neurdnios sensoriais sdo 0s nociceptores que incluem
dois tipos de neurénios, os quais ainda podem ser subdivididos de acordo com o perfil
de expressao molecular de seus receptores, canais de ions, e liberacdo de neuropeptidios
especificos: as fibras Ad e as fibras C. As fibras C ndo séo mielinizados e a condugéo do
impulso nervoso € lenta, geralmente estdo associados & sensibilidade de dor e de
temperatura, sendo sensiveis a capsaicina (TALBOLT et al., 2016; CHAVAN et al,
2017).

O SNP pode ser dividido em autbnomo involuntario e somatico voluntario, o
primeiro regula e controla as funcdes neurovegetativas, dos sistemas respiratorio,
cardiovascular, renal, digestério e enddcrino, garantindo a homeostase. Enquanto o
segundo gera a¢fes motoras musculo-esqueléticas. Ambos os sistemas podem interagir
alterando a resposta imune, especialmente em regides do corpo suscetiveis a invasdo

microbiana, como a pele e as superficies mucosas das vias aéreas e do trato
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gastrointestinal, que sdo densamente inervadas pelos nociceptores (TALBOLT et al.,
2016).

A proximidade dos terminais axénicos das fibras sensoriais as células imunes e a
expressdo de receptores para citocinas, fatores de crescimento e outros acabam por
facilitar a modulacdo imune por essas fibras, que juntamente com as células imunes
podem detectar patdgenos e produtos de inflamacdo (hipdxia, produtos liberados de
morte celular, neuropeptidios e citocinas inflamatdrias) através de receptores que séo
compartilhados entre os dois sistemas em questdo. As citocinas como TNF-a, IL-18,
IL-6, IL-17A, mediadores inflamatérios como serotonina (5HT), histamina,
prostaglandinas, fator de crescimento do nervo e patdgenos podem ativar diretamente
esses neurdnios sensoriais, que além de ter uma funcdo na sensacéo de dor, possui papel
importante como reguladores da fungdo das células imunes e inflamacdo. Apds essas
terminacGes nervosas periféricas serem ativadas ha a liberacdo de peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP) e substancia P (SP), peptideo intestinal vasoativo (VIP)
e outros neuropeptidios, que via seus receptores nas células imunes e vasculatura
promovem ou suprimem a inflamag&o, via reflexo axonio-axénio (TALBOLT et al.,
2016; CHAVAN & TRACEY, 2017; CHAVAN et al, 2017).

O sistema imune possui funcdo similar ao sistema nervoso sensorial, o qual
funciona como um detector dos constituintes quimicos especificos dos microrganismos,
sinalizando-os ao sistema nervoso central, levando a coordenagdo da resposta
fisioldgica, ligando o ambiente externo a componentes moleculares e celulares internos.
Os mecanismos imunes sensoriais estdo relacionados a barreira hemato-encefalica e aos
nervos sensoriais periféricos, com particular destague ao nervo vago. Este nervo carreia
a maior via sensorial visceral, que devido a sua localizacdo anatémica possui a funcao
imuno-sensorial, tendo seus aferentes distribuindo-se para as estruturas viscerais,
incluindo aquelas que mais frequentemente entram em contato com o0s patdgenos
(GOEHLER et al, 2000; CHAVAN et al, 2017; REY & BESEDOVSKY, 2017).
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Figura 2: Anatomia dos neurdnios sensoriais com fung&o na interagéo neuro-imune. Os neurdnios
sensoriais com corpos celulares nos ganglios da raiz dorsal sdo somatosensoriais e viscerais. Os neurénios
somatosensoriais (inervando a pele, as articulages e 0os musculos) e os neurdnios viscerais (inervando o
trato gastrointestinal, pancreas, figado, pulmdes, coracdo e outros 6rgdos) entram na medula espinhal
através do corno dorsal. Na medula espinhal, os terminais axdnicos centrais desses neurbnios fazem
interacBes sindpticos com interneurdnios e neurdnios relé transmitindo os sinais para o tronco cerebral e
outras 4areas desse. Os neurdnios sensoriais do vago sdo originados nos ganglios nodosos
(anatomicamente divididos em ganglios nodoso e jugular em ratos e seres humanos) e inervam érgaos
viscerais, incluindo o trato gastrointestinal, pancreas, figado, pulméo, coragéo e outros 6rgdos. A maioria
dos ax6nios centrais termina no nucleo trato solitarios (NTS) e projeta-se para outras areas do tronco
encefalico e do prosencéfalo. A atividade dos neurfnios somatosensoriais e viscerais na transmissao da
informacgdo periférica para o SNC, é alterada em doencas inflamatdrias e condi¢des auto-imunes que
afetam as areas inervadas dos 6rgdos viscerais e somaticos. Fonte: CHAVAN, S S.; PAVLOV, V A
TRACEY, K J.. Mechanisms and Therapeutic Relevance of Neuro-immune Communication. Immunity,
v. 46, n. 6, p. 927-942, jun. 2017.
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1.2.2. Neuroimunomodulacéo simpatica

As fibras nervosas simpaticas, originarias dos segmentos toracicos e lombares da
medula espinhal ddo projecBes pré-ganglionares aos ganglios paravertebrais ou
prevertebrais. A interacdo entre neurénios pré-ganglionares e pos-ganglionares se da
através da acetilcolina (Ach). J& as fibras pds-ganglionares simpaticas liberam
predominantemente noraepinefrina e em menor quantidade outras catecolaminas e
neuropeptidio Y nos oOrgédos viscerais. As fibras pré-ganglionares simpaticas também
inervam a medula adrenal e estimula a secrecdo de epinefrina e em menor quantidade
outras catecolaminas, como naraepinefrina e dopamina pelas células cromafins. Ha
efeitos fisiologicos pela atuacdo dessas moléculas como reguladores das fungdes
gastrointestinal, cardiovascular e pulmonar, além de atuar nos processos metabélicos
(CHAVAN et al, 2017).

O sistema nervoso simpatico parece ter relevancia central para a
imunoregulacdo, ja que os nervos simpaticos respondem as alteracGes com a liberacéo
de noradrenalina (NA), principalmente na inflamagéo aguda, sendo seus efeitos anti- ou
pré-inflamatérios mediados pelos receptores adrenérgicos, dependendo do contexto, do
tipo de receptor e célula imune envolvidos. Através dos receptores B2 adrenérgicos, a
epinefrina e naraepinefrina inibem a producdo de citocinas pro-inflamatorias e
estimulam a de anti-inflamtéria. J4& a noraepinefrina atuando em receptores a2
adrenérgicos em mondcitos e macréfagos leva a sintese de TNF-a e outros mediadores
pré-inflamatorios (CHAVAN et al, 2017; REY & BESEDOVSKY, 2017).

As interleucinas IL-1, IL-6 e TNFa sdo importantes citocinas pro-inflamatorias e
estimulam a producdo de glicocorticoides por meio da ativagdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (BESEDOVSKY et al., 1986). Paralelamente a ativacdo deste eixo
neuro-humoral, ocorre também a ativacdo da via central l6cus ceruleus — sistema
nervoso simpatico, que induz a liberacdo de catecolaminas nos tecidos periféricos,
incluindo 6rgdos linféides (ELENKOV & CHROUSQOS, 1999). Os drgdos linfoides,
como bago, timo, linfonodos, medula dssea e tecidos linfdides mucosos, semelhante aos
Vasos sanguineos, recebem predominantemente inervacao simpatica
noradrenérgica/peptidérgica Y (ELENKOV & CHROUSOS, 1999). Praticamente todas
as células linfoides expressam receptores adrenérgicos, principalmente receptores beta2,
com excecdo das células T auxiliares 2 (Th2) (SANDERS, 1998). Estes dados

representam a base mecanicista para a diferente modulagdo exercida pelas
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catecolaminas nas ceélulas Thl e Th2 (ELENKOV & CHROUSOS, 1999).
Catecolaminas, atraves de receptores beta-adrenérgicos presentes em células Thl, sdo
capazes de suprimir a resposta imune Thl, aumentando assim a resposta immune Th2
(ELENKOV & CHROUSOS, 1999). Os linfocitos e mondcitos expressam receptores 3
e a adrenérgicos que ao se ligarem a NA modulam seu microambiente, sua proliferagcdo
e sua funcdo. As catecolaminas tém sido relacionadas a ativacdo de células B e
producdo de anticorpos via receptores 3. O aumento ou diminui¢do na producdo de
anticorpos depende se a ativagdo de célula B é precoce ou tardia. Esse mecanismo de
ativacdo € regulado pela NA liberada do nervo esplénico. Essa NA é aumentada pela
estimulacdo do nervo vago sensorial ou ainda pelos préprios nervos esplénicos
(CHAVAN & TRACEY, 2017).

Espera-se que o efeito do sistema nervoso simpético nas células imunes seja
exercido durante diferentes tipos de respostas imunes, ja que os linfécitos expressam
receptores noradrenérgicos também diferentes em uma determinada resposta imune-
adaptativa (REY & BESEDOVSKY, 2017).

1.2. 3. Neuroimunomodulag¢ado Parassimpatica Vagal

As fibras aferentes do nervo vago possuem seus corpos celulares no ganglio
nodoso e no jugular, tendo suas terminagdes axonicas periféricas nos 6rgaos internos,
vias aéreas, pulmao, trato gastrointestinal, pancreas, figado, ductos biliares e veia porta.
Enquanto que as terminagfes axdnicas centrais projetam-se predominantemente para o
nucleo do trato solitario (NTS), nacleo motor dorsal do vago (DMN), area postrema e
outros. Os aferentes vagais sdo cerca de 80% nervo vago, tendo os neuronios do ganglio
nodoso inervando abundantemente os 6rgdos viscerais e 0s do ganglio jugular inervando
principalmente as vias aéreas e o0 es6fago. Com base na resposta fisiologica, as fibras
aferentes sensoriais vagais sdo agrupadas em quimio-sensiveis (em menor propor¢édo) e
mecano-sensiveis, representadas pelas fibras C (nociceptores) (CHAVAN et al, 2017).

Os eferentes vagais permitem que a comunicagdo cérebro-periferia tenha uma
importante funcdo reguladora. Sdo originados no DMN e nucleo ambiguos na medula
ablonga do tronco cerebral. Os eferentes vagais do DMN projetam-se para 0s 6rgados
viscerais da cavidade tordcica e abdominal (pulmé&o, coracdo, rins, figado, trato
gastrointestinal e pancreas), e os eferentes vagais do NA predominantemente inervam o
coracdo (CHAVAN et al, 2017).
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A inervacdo vagal de orgdos linfoides, como baco, timo e figado € uma forte
indicacdo morfoldgica de que esse ramo do sistema nervoso autdbnomo poderia interagir
com células imunes. Estudos funcionais, utilizando protocolos de estimulacdo vagal
comprovam tal interacdo, sendo que a estimulacdo elétrica direta do nervo vago in vivo
durante endotoxemia letal induzida por LPS ou por puncdo do intestino em ratos
promoveu uma menor sintese de TNFa no figado, aboliu 0 pico de TNFa e preveniu o
choque circulatério (BOROVIKOVA et al., 2000). Huston e seus colaboradoes (2006)
mostraram que o ramo vagal que provoca a supressao de citocinas converge para 0O
baco. Potenciais elétricos conduzidos pelo nervo vago alcancam o ganglio celiaco, e via
nervos simpaticos chegam ao baco (HUSTON et al., 2006). J& Rosas-Ballina e
colaboradores (2011) observaram que dentro do baco, as catecolaminas liberadas por
terminacgdes noradrenérgicas parecem ativar células T CD4" produtoras de acetilcolina.
Assim, a acetilcolina exerceria efeitos imunossupressores sobre macré6fagos esplénicos,
reduzindo TNFa e a inflamacdo sistémica (ROSAS-BALLINA al., 2011). Registros
adicionais também demonstram que a estimulacdo vagal inibe as citocinas pro-
inflamatorias e melhora as lesdes inflamatérias em diferentes tipos de modelos de
doengas, como sepse, isquemia-reperfusdo, artrite, pancreatite, etc. (TRACEY, 2009).
Estas funcdes anti-inflamatorias dos nervos vagais eferentes permitiram a Tracey e
colaboradores proporem o conceito de regulacdo reflexa neural da inflamacgéo
(TRACEY, 20009).

1.2. 4. Reflexo inflamatdrio

O reflexo inflamatério transmite potenciais de acdo para o sistema reticulo-
endotelial via nervos vago e esplénico, sendo composto de trés componentes, o receptor
sensorial, sistema nervoso central e arco motor ou eferente. Este envia os sinais do
sistema nervoso central para o sistema periférico que reflexamente regula a resposta
imune inata e adaptativa (CHAVAN & TRACEY, 2017).

As fibras aferentes vagais sdo importantes sensores do microambiente
inflamatdrio. Moléculas inflamatérias como LPS e IL-1 ativam fibras nervosas vagais
aferentes, conduzindo informacgdo sensorial ao sistema nervoso central, que integra
todos os tipos de informagdo sensorial. As fibras eferentes vagais pre-ganglionares
originadas nesses nucleos centrais interagem com as pés-ganglionares proximos ou

dentro dos oOrgdos por meio da liberacdo de Ach. As fibras pds-ganglionares
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predominantemente liberam Ach, por meio dos receptores muscarinicos expressos nos
Orgdos. Mas ao contrario dessa funcao classica, o nervo vago, pode mediar a fungéo
anti-inflamatoria por meio dos receptores nicotinicos alfa 7(a7nAChR) expresso em
celulas do sistema imune, o que é chamado de via anti-inflamatoria colinérgica. Os
componentes aferentes e eferentes deste reflexo séo integrados centralmente através de
interacdes neurais no ndcleo do trato solitario, ndcleo ambiguo e nucleo dorsal motor do
vago, além de outras conexdes no tronco cerebral e hipotdlamo (Figura 3) (WATKINS
etal., 1995; TRACEY; 2009; REY e BESEDOVSKY, 2017; CHAVAN et al, 2017).
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Figura 3: O reflexo inflamatério. O circuito neural que envolve a via colinérgica anti-inflamatoria
equilibra a producdo de citocinas. Agentes patogénicos, bem como a isquemia e outras formas de lesdo
ativam a producdo de citocinas, que normalmente restaura a homeostase. Se a resposta de citocinas é
desequilibrada ou excessiva, estes mediadores podem causar doencas. Sinais eferentes do nervo vago, que
pode ser controlado por redes cerebrais, inibem a producéo de citocina por meio das vias dependentes da
subunidade a7 do AChR em macrofagos e outras células do sistema imune. A atividade do nervo vago
eferente também aumenta a variabilidade da freqiiéncia cardiaca instantanea. Uma rede que envolve que
envolve recpetores muscarinicos M1 pode aumentar a atividade d a via colinérgica anti-inflamatéria e
também aumentar variabilidade da taxa cardiaca instantanea. Os sinais aferentes realizados via nervo
vago podem ativar uma resposta eferente que inibe a liberacdo de citocinas, o denominado reflexo
inflamatorio. (Fonte: TRACEY, K. J. Physiology and immunology of the cholinergic antiinflammatory
pathway. Journal Clinical Investigation, v. 117, p. 289-296, 2007.
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1.3. NEUROIMUNOMODULAGCAO NA CARDIOPATIA CHAGASICA

Considerando-se tanto os efeitos imunomodulatérios da inervacdo simpética
quanto o reflexo vagal inflamatdrio descrito acima, uma nova interpretacéo para a forte
correlagdo positiva entre a infiltracdo inflamatdéria e a intensidade de disfungéo
autondmica na doenca de Chagas foi proposta pelo nosso grupo (MACHADO et al,
2012). Esta nova interpretacdo baseia-se na visdo de que a denervagao/disfungéo
autondmica simpatica e parassimpatica contribui para uma maior magnitude da resposta
inflamatéria e, possivelmente, eliminacdo do parasito. Em outras palavras, a
denervacdo/disfuncdo autondmica cardiaca com a evolucdo da doenca acentuaria o
processo inflamatério no coragdo do hospedeiro, que, por sua vez, conduziria a
destruicdo de ganglios autonémicos, dando inicio a um circuito de retroalimentacao
positivo que pode resultar em alteracGes elétricas e mecanicas importantes do coragéo,
e, em situacdo extrema, pode levar a morte subita do paciente. O mecanismo detalhado
acima, proposto pelo nosso grupo (MACHADO et al, 2012; CUBA et al, 2014), resgata
a teoria neurogénica da cardiopatia chagéasica proposta por Koberle, bem como unifica
as demais teorias propostas.

O suporte para essa hipotese veio de registros clinicos ou experimentais que
demonstraram que a estimulacdo vagal, elétrica ou farmacoldgica, inibe citocinas pro-
inflamatorias e melhora o prognéstico de doencas como sepse, choque hemorragico,
isquemia miocardica, artrite experimental, etc. (TRACEY, 2009). Li e colaboradores
(2004) demostraram que a estimulacdo elétrica cronica de nervos eferentes vagais
aumentou a sobrevivéncia de ratos com insuficiéncia cardiaca congestiva devido ao
infarto do miocéardio causado por ligadura da artéria coronaria esquerda. Em 2011,
Springer langou a hip6tese de que este efeito benéfico apresentado por Li e
colaboradores (2004) poderia estar relacionado a via colinérgica anti-inflamatoéria. A
estimulacao desta via poderia reduzir os niveis de citocinas pré-inflamatorias, que estdo
elevados neste modelo experimental de insuficiéncia cardiaca congestiva (FRANCIS et
al., 2004).

Pacientes com doengas autoimunes, como diabetes tipo |, artrite reumatoide,
lUpus eritematoso sistémicos, apresentam disfuncdo autondmica. Outras doengas
inflamatdrias, incluindo doenca de Crohn e sepse, também estdo associadas a disfuncao
autondmica (BENARROCH, 2009). Existe a possibilidade de que esta disfungéo
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autondmica observada nestas doencas seja um evento primario, causando superproducéo
de citocinas pré-inflamatorias em resposta a antigenos especificos.

Particularmente na doenca de Chagas, € possivel que a disautonomia seja um
evento secundario a marcante inflamacéo observada na fase aguda. Apos esta fase, com
uma disautonomia estabilizada, um importante ramo do reflexo inflamatorio é perdido,
causando um mecanismo de feedback positivo no qual a disautonomia aumenta a
inflamacdo, o que, por sua vez, aumenta novamente a disautonomia, e assim
sucessivamente. Este processo poderia ser efetivo para eliminar o parasita, mas poderia
também ser perigoso para o cardiomiocito, elevando o dano miocardico.

Modificacdes deliberadas na funcdo do sistema nervoso autbnomo, antes ou
durante a fase aguda da doenca de Chagas, podem ser induzidas por meio de estratégias
diferentes. Em uma investigacdo original apresentada por nosso grupo (MACHADO et.
al.,, 2012), nds utilizamos camundongos nocauteados (KO, knockdown) para o
transportador vesicular de acetilcolina (camundongos KOVAChHT) e portanto como
menos acetilcolina disponivel no coracdo, bem como camundongos KO para o receptor
B2-adrenérgico (KOP2), com o intuito de investigar os efeitos da resposta imune ao T.
cruzi e a inflamacdo no tecido cardiaco. Paralelamente, em outros grupos de
camundongos selvagens, durante a fase aguda da infeccdo, os animais foram
continuamente tratados com brometo de piridostigmina, um agente anticolinesterasico
que potencia a sinapse colinérgica, ou salbutamol, um agonista f2-adrenérgico. E pode-
se evidenciar uma parasitemia e parasitismo tecidual cardiaco significativamente
menores associado a uma maior infiltracdo inflamat6ria nos animais do grupo de
camundongos knockdown para o transportador vesicular de acetilcolina chagasicos
(KOVAChT-CHG), bem como uma parasitemia e parasitismo tecidual cardiaco
significativamente maiores juntamente com menor grau de inflamag&o nos animais
chagasicos tratados com brometo de piridostigmina (PIR-CHG). Ao investigar o papel
do sistema nervoso autondmico simpatico sobre a evolucdo da parasitemia, do
parasitismo tecidual cardiaco e da inflamag&o nos animais infectados, observou-se uma
parasitemia e parasitismo tecidual cardiaco significativamente maiores e uma menor
inflamacdo tanto nos animais do grupo de camundongos knockout para o receptor [32-
adrenérgico chagasicos (KOB2-CHG), quanto nos animais chagasicos tratados com
salbutamol (SALB-CHG).

Nossos resultados parecem confirmar que o sistema nervoso autonémico exerce

um importante papel na modulacdo da resposta imune ao T. cruzi, com um enorme
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impacto sobre a morbi-mortalidade de camundongos chagasicos (MACHADO et al,
2012). Tais resultados vé@o ao encontro de varios outros estudos que tém relatado que o
sistema nervoso tem uma funcdo fundamental de regular a resposta imune em uma
ampla variedade de doencas. Entretanto, os mecanismos pelos quais o sistema nervoso
autondmico € acionado para modular a resposta imune, seja via mecanismos centrais
diretos ou via mecanismos reflexos periféricos, ainda ndo sdo completamente
conhecidos, seja num contexto geral, seja no contexto em particular da doenca de
Chagas. Uma maneira de tentar distinguir entre mecanismos centrais diretos e
mecanismos reflexos periféricos seria através da avaliacdo dos efeitos de uma
intervencdo sobre a funcdo das fibras sensoriais periféricas e as eventuais consequéncias
sobre os efeitos autondmicos no sistema imune. J& é bem conhecido que 0s
neuropeptidios como substancia P (SP), encontrados em terminagdes nervosas
sensoriais, regulam funcGes imunes, aumentando a proliferacdo de células T, a producéo
de imunoglobulinas por células B e de citocinas como 11-12, 11-10 e TNFa (ERIN et al,
2015). Esses peptideos podem ser liberados apos sensibilizacdo dessas fibras nervosas
sensoriais tipo C, sensiveis a capsaicina, contribuindo especificamente para desordens
inflamatorias, atuando no local (ERIN, 2004).

1.4. CAPSAICINA

A capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) é um composto natural
extraido de plantas do género Capsicum sp., da familia Solanacea, e é 0 componente
ativo das pimentas vermelhas e pimentas “chili”, provocando uma sensacdo de dor e
queimadura, e tem sido principalmente usada como especiaria, aditivo alimentar e como
farmaco. E metabolizada pelo figado, gerando produtos intermediarios reativos
potencialmente toxicos como epoxidos, quinonas e radicais fenoxi, que séo inibidores
do sistema citocromo P450 CYP2E1 (OYAGBEMI et al, 2010). A capsaicina atua
devido a sua especificidade ao receptor vaniloide tipo 1 (VR1) nas fibras nervosas
sensoriais, ativando-as ou destruindo-as, dependendo da dose, tempo e vias de
administracdo (ERIN, 2004). Os seus efeitos na carcinogénese e na mutagénese tem
sido amplamente documentados, mostrando em sua maioria efeitos inibitérios no
desenvolvimento do cancer em multiplos 6rgdos como estomago, pulmao, figado. Esses
efeitos estdo associados a inativacéo de fatores de transcri¢do eucaridtico, como o fator

nuclear kappa B (NF-kB), o ativador de proteina 1 (AP-1), o que terminaria em um
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aumento de apoptose e diminuicdo de proliferacdo celular. Além disso, a capsaicina
pode atuar diretamente no ciclo celular, blogueando a via G1- S, parando a progressao
do ciclo celular e também bloqueando a fosforilacdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), sendo assim considerada um fator anti-tumor (OYAGBEMI et al,
2010).

Tem sido discutido a capacidade da capsaicina de modular a atividade dos
mediadores pro-inflamatorios e as cascatas de sinalizacdo intracelular, interferindo em
varios fatores de transcricdo como o NF-kB, proteina relacionada a expressdo de genes
envolvidos na resposta imunoldgica, inflamacdo e sobrevivéncia celular. Diante de
estimulos como citocinas, quimiocinas, agentes infecciosos, dano de DNA, séo ativadas
cascatas de sinalizacdo nas quais 0 NF-kB sofre uma translocacdo para o nucleo da
célula, levando ao processo que culmina na expressao de genes relacionados a resposta
imune, e a capsaicina impede essa translocacdo. Alguns estudos também tém mostrado
que a capsaicina suprimiu em varias formas de cancer, a translocacdo nuclear e
atividade ligante-DNA do ativador de transcricdo (STAT) 3, este relacionado a
expressao de genes envolvidos em processos de sobrevivéncia e proliferacdo celular,
quimioresisténcia e angiogénese (OYAGBEMI et al, 2010).

Diante do exposto acima, observa-se que capsaicina tem mostrado efeitos anti-
inflamatdrios, antioxidantes, antiproliferativos e anti-cancer, bem como efeitos
quimiopreventivo em doencas inflamatorias cronicas. Erin e seus colaboradores
mostraram que a desnervacdo feita com capsaicina de neurdnios sensoriais levou ao
aumento de metastase da linhagem celular 4 T1 de cancer de mama em murinos,
especificamente metastase miocardial, e que injecdes dessas células tumorais pés
capsaicina feitas em animais controles, tinham um fendtipo mais agressivo, produzindo
significativamente mais metéastase no coracdo, figado, rim e adrenal ( ERIN et al, 2004;
ERIN et al, 2006). Ja& Lu e seus colaboradores (2010) mostraram o efeito imediato da
capsaicina no cancer de célon in vitro e in vivo, apresentando um efeito anti-tumor,
através da inducdo de efeitos citotoxicos dependentes de dose e tempo, levando um
aumento de espécies reativas de oxigénio e calcio, com diminui¢cdo do potencial de
membrana mitocondrial e consequentemente a apoptose (LU et al, 2010). Enfim a
capsaicina tem varios efeitos anticancerigenos que foram evidenciados tanto em animais
quanto in vitro. Mas alguns autores relatam que a capsaicina tem efeitos cancerigenos,

como o aumento da proliferacdo e migracao de células tumorais dependendo da dose e
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do periodo em que é administrado, o que também limita seu uso na clinica (CAO,
2015).

Além destes efeitos diretos da capsaicina, tem sido demonstrado ja ha décadas o
potencial deste farmaco em promover destruicdo de fibras sensoriais do tipo C, quando
administrada em altas doses (JOO et al., 1969; SZOLCSANYI et al., 1975; JANCSO &
KIRALY, 1981). Tal destruicio decorre da excessiva ativacdo dos receptores vaniloides
VR1 na membrana neuronal, com intensa mobilizacdo de célcio extracelular para o
interior do neurbnio e a consequente ativacdo de vias excito-toxicas, incluindo o
desacoplamento da cadeia respiratdria mitocondrial, com queda na producdo de ATP e
aumento do estresse oxidativo, que culmina com a destrui¢do das terminacdes sensoriais
do tipo C (DEDOV & ROUFOGALIS, 2000). Se a capsaicina em alta dose for
administrada em animais de laboratério neonatos, onde os receptores VR1 estdo
distribuidos ao longo de toda a membrana plasmatica dos neur6nios sensoriais do tipo C
ainda imaturos, ocorre a destruicdo excito-toxica definitiva das fibras C (em toda a sua
extensdo, incluindo o axoénio periférico, o corpo celular e o axdnio central) e portanto
uma desnervacdo permanente (FAULKNER & GROWCOTT, 1980; SCADDING,
1980). Por outro lado, se a administracdo de capsaicina for feita num animal adulto,
onde os receptores VR1 estdo presentes apenas na terminacdo sensorial periférica, uma
desnervagdo temporaria (de alguns dias a poucas semanas) sera observada (JANCSO et
al., 1980). A desnervacao € temporaria porque os corpos celulares dos neurénios do tipo
C permanecem intactos frente a capsaicina, por ndo apresentarem receptores VR1 em
sua membrana plasmatica, sobrevindo uma reinervacdo apdés algumas semanas. Por
conta destes efeitos, a capsaicina tem sido amplamente usada como uma ferramenta
metodol6gica experimental para induzir de forma permanente ou temporéaria a
desnervacdo seletiva de fibras C e assim estudar o papel funcional destas fibras
sensoriais em diferentes contextos fisioldgicos ou fisiopatoldgicos (JOO et al., 1969;
SZOLCSANYI et al., 1975; JANCSO & KIRALY, 1981). Ademais, tal efeito indutor
de desnervacéo de fibras C nociceptivas tem sido usado clinicamente no tratamento de
algumas formas de cefaléia e de dores neuropaticas em seres humanos (HAWK &
MILLIKAN, 1988; LEVY, 1995). A presente tese tem como pergunta central a
seguinte: a desnervacdo de fibras sensoriais do tipo C teria algum impacto sobre a
modulacgéo reflexa autonémica do sistema imune e consequentemente sobre a evolucao

da doenca de Chagas? Nada foi encontrado nada na literatura sobre este assunto.
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2. JUSTIFICATIVA
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Dados experimentais coletados pelo nosso grupo mostram claramente que
neurotransmissores e respectivos receptores relacionados ao sistema nervoso auténomo,
simpatico e parassimpatico, estdo associadas a modulacéo da resposta imune ao T. cruzi
durante as fases aguda e cronica da doenga de Chagas experimental em camundongos
(MACHADO e DIAS DA SILVA, 2012; MACHADO et al, 2012, CUBA et al, 2014).
Entretanto, o papel funcional de vias sensoriais sensiveis a capsaicina, que
desempenham forte influéncia modulatéria reflexa na atividade do sistema simpatico e

vagal, no curso da infeccdo por T. cruzi ndo foi ainda estudado.
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3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da inervagéo sensorial de fibras sensiveis a capsaicina, na fase
aguda da doenca de Chagas em camundongos, avaliando-se parametros parasitoldgicos,
funcionais eletro- e ecocardiograficos e histopatologicos do coracdo, além de

parametros imunoldgicos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Auvaliar o efeito da desnervacdo sensorial de fibras C induzida pela capsaicina
sobre a parasitemia, na infeccdo experimental aguda pelo T. cruzi em

camundongos.

= Investigar o efeito da desnervacdo sensorial de fibras C induzida pela capsaicina
nos parametros eletro- e ecocardiograficos, na infeccdo experimental aguda pelo

T. cruzi, de camundongos.

= Determinar as alteracdes histopatologicos cardiacas, tais como 0 processo
inflamatdrio e o parasitismo tecidual nos camundongos infectados pelo T. cruzi

com e sem desnervagéo sensorial de fibras C induzida pela capsaicina.

= Auvaliar o efeito da infeccdo aguda por T. cruzi nos parametros imunolégicos em
camundongos chagasicos com e sem desnervacao sensorial de fibras C induzida
pela capsaicina, por meio de imunofenotipagem das células do baco e

determinacdo de citocinas séricas.
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4. METODOLOGIA
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4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Camundongos Balb/c e C57BL/6 adultos fémeas livre de germes especificos
(“specific pathogen free” -spf) entre 6 e 8 semanas (pesando de 25 a 30 g), foram
adquiridos do biotério do Laboratério de Imunoparasitologia, Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia. Esses animais foram mantidos no
biotério de experimentagdo da Disciplina de Fisiologia da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM), Uberaba, MG.

Os animais receberam cuidados adequados em conformidade com o "Principles
of Laboratory Animal Care" formulado pela “National Society for Medical Research”
da Inglaterra, com o "Guide for the Careand Use of Laboratory Animals" preparado
pelo “National Institut of Health” dos E.U.A. [DHEW publicag¢do no. (NIH) 80-123,
revisado, 1978] e com a normas do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFTM, sendo mantidos com temperatura e luminosidade controladas, com livre acesso
a racdo e dgua. Foram acondicionados em microisoladores, autoclavados, além de racédo
e agua autoclavadas. A execucdo dos experimentos foi aprovada pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFTM (protocolo nimero 391).

4.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais de acordo com a
presenca ou ndo de infeccdo chagésica e de desnervacdo de fibras sensoriais do tipo C
com capsaicina. Foram utilizados animais da linhagem Balb/c, que representam o perfil
susceptivel a infeccdo pelo T.cruzi (cepa Colombiana) e animais da linhagem C57BL/6,
que representam o perfil resistente a infeccdo pelo T.cruzi (cepa Colombiana).

Seguem o0s seis grupos experimentais detalhados abaixo. N&o foi possivel
realizar a mesma distribuicdo experimental dos grupos Balb/c nos animais C57BL/6, ou
seja, 0 grupo de camundongos C57BL/6 desnervados ndo existe, pois esses
apresentaram 100 % de mortalidade durante protocolo piloto de desnervagdo quimica

induzida pela capsaicina em adultos, nesse estudo.

GRUPO 1 (NCP CT, n=10): Camundongos Balb/c inoculados com sangue de

camundongo nao infectado, ndo tratados com capsaicina.



o1

GRUPO Il (NCP CH, n=10): Camundongos Balb/c inoculados via intraperitoneal, com
500 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana do T. cruzi, ndo tratados

com capsaicina.

GRUPO 1II (CP CT, n=10): Camundongos Balb/c inoculados com sangue de

camundongo nao infectado, tratados com capsaicina (denervados).

GRUPO IV (CP CH, n=10): Camundongos Balb/c inoculados com sangue de com 500
formas tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana do T. cruzi, tratados com

capsaicina (denervados).

GRUPO V (C57 CT, n=10): Camundongos C57BL/6j inoculados com sangue de

camundongo néo infectado.

GRUPO VI (C57 CH, n=10): Camundongos C57BL/6j inoculados com 500 formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana do T. cruzi.
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4.3. DESENHO EXPERIMENTAL

20 21

14

-14

Dias

Figura 4: Desenho experimental/ Cronograma de execucdo do Experimento
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4.4. DEAFERENTACAO POR CAPSAICINA

Camundongos C57BL/6 e BALB/c adultos (6-8 semanas), foram submetidos ao
procedimento de denervacdo sensorial quimica por capsaicina (Aldrich), a qual foi
administrada na dose de 150 mg/Kg. Essa dose de capsaicina foi dividida em 5 dias, sendo
que a administracao foi feita por meio de inje¢des subcuténea diluida em uma solucéo de 10%
etanol, 10% Tween 80 e 80% soro fisioldgico estéril. Grupos controle receberam injecédo de
veiculo usado em animais de mesma idade. Como tal procedimento ocasiona dor moderada a
aguda e ha um transitério edema agudo de pulméo decorrente a liberagdo de neuropeptideos
na fenda sinéptica, todos os animais foram tratados com Tramal (30mg/Kg; Teuto), Atropina
(5mg/Kg; Merck) e Teofilina (5 mg/Kg; Hipolabor) trinta minutos antes da injecdo de
capsaicina. Apo6s 15 minutos da administracdo descrita anteriormente, os animais foram
anestesiados com Tribromoetanol 2,5% (250 mg/Kg; Aldrich) e seguiu-se a administracdo de
Atropina (2,5 mg/Kg), Teofilina (5 mg/Kg), Terbutil (0,2 mg/Kg; Hipolabor) e Tramal (15
mg/Kg), seguindo a injecdo de capsaicina.

Apbs 7 dias os animais foram avaliados em relacdo a desnervacdo sensorial, por meio
do teste oftalmico “eye-wiping test”. Esse teste consiste na limpeza dos olhos apds a
administracdo de uma solucdo de capsaicina 0,01% nos olhos dos animais. O procedimento
foi realizado com o uso de uma pipeta automatica, sendo administrado 20 pL dessa solucao
em cada olho do animal seguindo a observacdo e contando o0 numero de movimentos de
limpeza defensivos (“wipes”), durante 1 minuto. As fibras C séo consideradas
dessensibilizadas quando os movimentos defensivos de limpeza estdo quase ausentes (1 — 5
movimentos). O animal que apresentou um nimero de “wipes” inferior a 5 foi considerado
desnervado. Apos esse procedimento, o olho foi extensivamente lavado com soro fisiologico
(ROGERIO, 2011).

Apo6s a confirmacdo da desnervacdo sensorial, os animais desnervados e controles
foram desafiados com 500 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana de T.
cruzi. E com 21 dias ap6s a infeccdo, esses animais foram eutanasiados, de acordo com as
normas do CEUA, por meio da administracdo de anestésico Tribomoetanol 2,5 % com uma
dose de 250 mg/Kg, via intraperitoneal, sequindo o deslocamento cervical.

A seguir coletou-se 0 coracdo para analise histopatologica, coletou-se também o

sangue e 0 baco para andlise imunolégica.



Protocolo Experimental da Desnervagdo Sensorial com Capsaicina:

Atropina (5 mg/Kg) + Teofilina (5 mg/Kg) (mesma
seringa IP)

+Tramal (30 mg/Kg) (seringa de Hamilton, SC)

15
min

v

Tribromoetanol 2,5% (250 mg/Kg) (anestesia IP)

(10 -20 pl / g)

Ao estar anestesiado

v

Atropina (2,5 mg/Kg) + Teofilina (5 mg/Kg) (mesma
seringa IP)

Terbutil (0,2 mg/Kg) (IP)

+Tramal (15 mg/Kg) (seringa de Hamilton, SC)

+ Capsaicina (? mg/Kg)

e A dose de Capsaicina varia de acordo com o dia, conforme o protocolo abaixo.

Dose de Capsaicina durante o periodo de Desnervacdo Sensorial:

1°d 2°d 3°d 4°d 5°d

12,5 mg/Kg 12,5 mg/Kg 25,0 mg/Kg 25,0 mg/Kg 75,0 mg/Kg

Figura 5: Protocolo Experimental do procedimento de desnervacéo sensorial de fibras C sensiveis &

capsaicina.
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4.5. INFECCAO EXPERIMENTAL

Os animais dos grupos chagasicos (Balb/c ndo denervado chagasico; Balb/c
desnervado chagasico e C57 ndo desnervados chagasico) foram pesados e a seguir infectados
pela inoculacdo intraperitoneal (i.p.) de 500 formas tripomastigotas sanguineas/0,1 mL da
cepa Colombiana do T. cruzi, obtidas por meio da coleta de sangue do plexo orbital de
camundongos swiss na fase aguda da infec¢do, de acordo com a técnica de Brener et al.
(1962). Apos a infeccdo, os animais foram alojados em gaiolas plasticas, onde tiveram livre
acesso a racdo (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba, PR) e a agua autoclavadas.
Os animais dos grupos ndo chagéasicos (Balb/c ndo desnervados e ndo infectados, Balb/c
desnervados e ndo infectados e C57 nao desnervados e ndo infectados), de mesmo peso inicial
e sexo, receberam por via i.p. 0,1 mL de sangue coletado do plexo orbital de camundongos
ndo infectados. Estes animais constituiram o grupo controle em relacdo a infeccdo pelo
T.cruzi. Ambos os animais infectados e controles foram submetidos aos mesmos

procedimentos experimentais.

4.5.1. Caracteristica da Cepa Colombiana do T.cruzi

As cepas do T. cruzi possuem variagOes intraespecificas em nivel morfol6gico,
biolégico, bioguimico e genético. Isso poderia explicar a variabilidade nas manifestacdes
clinicas da doenca de Chagas e as diferencas regionais de sua morbidade. Sdo populacGes
multiclonais, com diferencas em sua patogenicidade e viruléncia, assim como no
histotropismo e resposta a terapias. De acordo com essas diferencas, as cepas sdo agrupadas
em biodemas I, Il e Il correspondentes a zimodemas especificos, Z1, Z2 e Z3, e atualmente
em “discrete typing units” (DTUs) incluidas em 6 grupos: Tcl, Tcll, Tcll, TclV, TcV e TcVI.
E o tropismo tecidual é uma caracteristica intrinseca das cepas de T.cruzi (DEVERA, 2002;
CAMANDAROBA, 2006). DTUs sdo definidas de acordo com caracteristicas genéticas
incomum, sendo identificadas por marcadores genéticos, moleculares e imunolégicos comuns
e sua classificagcdo esta relacionada & genética molecular, caracteristicas eco-epidemioldgicas
e patogenicidade. (ZINGALES, 2009; ZINGALES, 2012).

A cepa Colombiana do T. cruzi, faz parte de acordo com as DTUs, grupo Tcl , sendo
constituido por cepas com caracteristicas de formas largas de baixa multiplicacdo e picos de
parasitemia tardios (20 e 30 apdés a infeccdo), com um acometimento da musculatura

esquelética e uma mortalidade tardia com baixa taxa (50 dias apos a infec¢do). Segundo
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Camandaroba, a cepa Colombiana apresenta um tropismo intenso para o miocardio e
musculos esqueléticos, com lesdes intensas encontradas no periodo de 20 a 30 dias de
infeccdo, ou seja na fase aguda da doenca de Chagas. Entretanto varios orgdos e tecidos
também mostram ninhos de amastigotas no citoplasma de macrofagos, células adiposas,
musculo liso da parede intestinal e plexo. A Tcl é a mais abundante e amplamente dispersa
de todas as DTUs de T. cruzi nas Américas. Encontrado em toda a faixa de distribuicdo
vetorial de triatomineos e pode estar associado a ciclos silvestres e domésticos. A infecgédo
humana por Tcl esta concentrada no norte das Américas do Sul e Central e esta associada a
cardiomiopatia chagésica. (DEVERA, 2002; CAMANDAROBA, 2006; ZINGALES, 2012).
Devido a intensa miocardite é considerada patogénica a camundongos. De acordo com
Michailowsky e seus colaboradores (2001), em camundongos infectados pelo T.cruzi, a
patologia da doenca de Chagas é altamente dependente da cepa do parasito e de seu indculo,
juntamente com fatores genéticos e resposta imune do hospedeiro, sendo que citocinas pré-
inflamatorias como IFN-y, TNF-a, 11-12 e NO sdo importantes para resisténcia do hospedeiro
a infeccdo pelo T.cruzi. Nesse sentido, utilizamos em nossos experimentos o ja bem
estabelecido modelo experimental de resisténcia e suscetibilidade a miocardite chagasica
aguda em animais de fundo genético C57BL/6 e BALB/c, respectivamente, consequente a
infeccédo pela cepa Colombia de T.cruzi ( MICHAILOWSKY, 2001; ZINGALES, 2012).

4.6. PARASITEMIA

Foram quantificados parasitos circulantes no sangue periférico no 7°, 14° e 21° dias
apos a infeccdo. A técnica de contagem, foi adaptada de Brenner et al (1962). Os animais
foram imobilizados em suporte de plastico. A extremidade da cauda do animal foi seccionada
e 5 microlitros (uL) de sangue depositada entre 1dmina e laminula (22x22cm). A contagem
manual dos parasitas foi realizada em 50 campos microscdpicos. Para a obtencdo do valor
aproximado do namero de parasitas por mililitro de sangue, 0 nimero de parasitas/50 campos
foi multiplicado pelo fator 1052, com a finalidade de se obter curvas parasitémicas dos
animais inoculados, correspondente ao numero de parasitas por mililitro de sangue (n°

parasita/ mL de sangue)

4.7. ESTUDO ELETROCARDIOGRAFICO CONVENCIONAL
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Para a realizagdo do estudo eletrocardiografico convencional, no 21 ° dia apos a
infeccdo, os animais foram anestesiados com Tribomoetanol (2,5 %) com uma dose de 250
mg/Kg, via intraperitoneal. A seguir foram colocados em decubito dorsal sobre uma mesa
para o registro do ECG. O registro eletrocardiografico foi realizado utilizando-se um
amplificador de alto ganho (BioeletricAmplifier, model 8811A, Hewlett-Packard Med. Inst.,
Whaltam, MA, USA) e um sistema de aquisicdo de dados (placa de conversdo analdgico-
digital, modelo CAD 12/36 e software Aqdados ambos da Lynx Tecnologia Eletronica Ltda.,
Sdo Paulo, SP) acoplados a um computador . Pequenos eletrodos em agulha foram
conectados ao animal segundo o padrdo estabelecido para obtencdo das derivagdes classicas
(D1, D2, D3, aVR, aVL, aVF). As derivagOes precordiais foram as seguintes: VA = eletrodo
colocado no 4° espaco intercostal direito sobre a linha hemiclavicular; VB = eletrodo no 5°
espaco intercostal esquerdo na linha hemiclavicular; VC = eletrodo no 5° espaco intercostal
esquerdo na linha axilar anterior (BESTETT]I, 1987;1988).

O registro eletrocardiografico basal foi realizado em todos os grupos experimentais
estudados no primeiro dia que antecede a infec¢édo, e ao final do protocolo experimental, no
21° dia (fase aguda) ap0s a infecgéo.

Foi realizada a analise das seguintes varidveis dos ECGs: a) duracdo do intervalo RR
(iIRR) em D2; b) duracdo da onda P (dP) em D2, D3, aVF e VB; c) duragéo do intervalo PR
(iPR) em VB; d) duragdo do complexo QRS (QRS) em todas as derivacgdes; e) duracdo do
intervalo QaT (iQaT); e f) duracdo do intervalo QaT corrigido segundo a equacdo de Bazett
[iQaTc = iQaT/raiz (iRR)]. Os calculos de duracdo e amplitude dos parametros
eletrocardiograficos foram realizados empregando-se o software Aqdados. Além destes
parametros, também foram analisados por inspecdo do tracado do registro de ECG, a presenca
de arritmias cardiacas, bloqueios atrios-ventriculares e intra-ventriculares entre outras

alteracdes.

4.8. ESTUDO ECOCARDIOGRAFICO

Todos os grupos de animais foram submetidos, no 21° dia apés a infeccdo, a
avaliacdo ecocardiografica (ECO) nos modos bi-dimensional, modo-M e modo Doppler de
onda pulsada, utilizando um sistema de ecocardiografia de alta resolucdo especifico para
roedores (Vevo 2100 Imaging System, VisualSonics-Fujifilms, Toronto, Canada) acoplado a
um transdutor 56 ultrassénico de arranjo linear de 30MHz (modelo MS400, VisualSonics-

Fujifilms, Toronto, Canada).
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Para a realizacdo do registro ecocardiogréfico, os animais foram anestesiados com
tribromoetanol 2,5 % com uma dose de 250 mg/Kg, via intraperitoneal. Uma tricotomia foi
realizada na regido precordial de modo a eliminar todos os pelos toracicos e facilitar a
transmissdo das ondas ultrassdnicas. Apos verificar o aprofundamento anestésico, os animais
foram dispostos em decubito dorsal sobre a mesa para registro do ECO, a qual dispunha
também de pequenos eletrodos em pas para registro simultaneo de ECG e respiracdo
(quantificada via impedéancia elétrica corporal) e de um termistor introduzido no canal anal, a
fim de monitorizar e servo-controlar o aquecedor automatico da mesa de registros, para
manter a temperatura corporal do animal estdvel em 37°C durante o registro ultrassonico.

O transdutor ultrassonico foi fixado na regido precordial de modo a produzir uma
visdo para-esternal de eixo longo, a qual permite visualizar o ventriculo esquerdo, o septo
interventricular, parte do ventriculo direito e atrios. A frequéncia cardiaca no momento da
coleta de imagens foi quantificada online a partir dos intervalos RR do ECG. Para as
estimativas dos parametros ecocardiograficos foram utilizados os animais com frequéncia
cardiaca acima de 400bpm. Os seguintes parametros foram medidos no modo bidimensional:
SIV = Espessura do septo interventricular; DIVE = Diametro interno do ventriculo esquerdo;
PPVE = Espessura da parede posterior do VE; FC = Frequéncia cardiaca; DC = Débito
Cardiaco; DIAE = Didmetro interno do atrio esquerdo; massa ventricular esquerda estimada.
Os volumes ventriculares esquerdos no final da sistole e da diastole, bem como a fracdo de
ejecdo e fracdo de encurtamento foram calculados a partir dos parametros quantificados no
modo bi-dimensional usando a formula de Teichholz. No modo M foram avaliados: SIV =
Espessura do septo interventricular; DIVE = Diametro interno do ventriculo esquerdo; PPVE
= Espessura da parede posterior do VE e DIVD = Diametro interno do ventriculo direito. Ao
final, usando o modo de Doppler de onda pulsada sobre a valvula mitral, os seguintes
parametros foram estimados: VVE = Velocidade vertical do fluxo de enchimento rapido (E)
do VE; Velocidade e tempo de desaceleracdo da fase E do VE; VVA = Velocidade vertical do
fluxo de contragéo atrial (A) do VE; Razéo E/A = raz&o entre VVA e VVE; ITV = Integral
tempo velocidade do fluxo da valvula mitral; Velocidades média e de pico do fluxo na valvula
mitral; area do anel da valvula mitral e a meia vida temporal do fluxo mitral. Todos esses
parametros ecocardiograficos foram coletados por pesquisador experiente em ecocardiografia
de roedores e ndo informado da condicéo clinica dos camundongos.

Todos os parametros ecocardiograficos medidos e calculados seguiram as
recomendagdes padronizadas conjuntas das Sociedades Americana e Europeia de
Ecocardiografia (LANG et al, 2015).
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4.9. ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Ap0s o estudo funcional, os animais foram eutanasiados e o coracdo de cada animal
foi retirado, lavado em soro fisioldgico a 0,9% e fixado em formalina tamponada a 10%. O
coracdo foi cortado no sentido longitudinal (04 c&maras), desidratados, diafanizados e
embebido em parafina. Foram realizadas de um a cinco cortes seriais longitudinais do
coragdo, com 5-7 um de espessura. Os cortes foram montados em laminas e corados com
hematoxilina e eosina (HE), para posterior observacdo ao microscopio optico (AxioObserver
Z1, Carl Zeiss Inc., Germany).

Foi realizada a analise do miocardio atrial e ventricular. O processo inflamatério foi
demonstrado por meio de uma abordagem semi-quantitativa, utilizando-se um sistema de
pontuacdes (“scores”), adaptado de Chapadeiro et al. (1988). A avaliacdo nas diferentes
regides do coracao classificou o grau de infiltrado inflamatdrio em 4 categorias: ausente (-),
discreto (+, “score”=1), moderado (+ +, “score”=2) e intenso (+ + +, “score”=3). O infiltrado
inflamatorio foi avaliado nos atrios, no ventriculo direito e no ventriculo esquerdo, sendo ao
final atribuido um “score” inflamatorio total, resultante da somatdéria dos “scores”
determinados para cada regido avaliada (CHAPADEIRO et al., 1988).

Em todas as laminas foram contados os ninhos de amastigota em 10 campos, sendo 0
somatorio do nimero de ninhos em 10 campos, o resultado final para cada lamina.

Todas as analises histoldgicas foram efetuadas de forma cega, ou seja, 0 pesquisador

ndo tinha ciéncia dos grupos experimentais a serem avaliados.

4.10. DETERMINACAO DE CITOCINAS SERICAS

Ao final do protocolo experimental, foi coletado o sangue de animais de cada grupo,
através do plexo orbital, para obtencdo do o soro para dosagem de citocinas do perfil Thl
(TNF-a, IFN-y, IL-6), quimiocina MCP1 e do perfil Th2 (IL-10). Aliquotas de soro foram
separadas e congeladas a -20°C para posterior detec¢do das citocinas séricas por citometria de
fluxo. O ensaio da deteccdo de citocinas foi realizado no laboratério de Imunologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

4.10.1 Citometria de Fluxo (Cytometric Bead Array)
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O Kit CBA (cytometric beads array) (BD Biosciences) foi usado nesse estudo para a
quantificacdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 e quimiocina MCP-1 em uma mesma
amostra.

Seis populacdes de beads (microesferas de poliacrilamida) com distintas intensidades
de fluorescéncia sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada citocina,
misturadas para formar o CBA e lidas no canal FL3 do citometro de fluxo FACS calibur
(BD).

As populacdes de beads foram visualizadas de acordo com as suas respectivas
intensidades de fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA, as beads de
captura das citocinas sdo misturadas com o anticorpo de deteccdo conjugado com o
fluorocromo PE (Ficoeritrina), e depois incubadas com as amostras para formar o ensaio "em
sanduiche". Os tubos para a quantificacdo das citocinas e quimiocina foram preparados com:
50 pL de amostra, 50 pL da mistura de beads e 50 pL do reagente de deteccdo para anti-
TNF-a, anti-IFN-y, anti-1L-6, anti-1L-10 e anti-quimiocina MCP-1. O mesmo procedimento
foi realizado para a obtencdo da curva-padrdo. Os tubos foram homogeneizados e incubados
por trés horas, em temperatura ambiente, no escuro. Apos, as amostras foram analisadas em
citbmetro de fluxo FACS calibur (BD) e os resultados foram gerados em gréficos e tabelas
utilizando-se o software Cell Quest (BD).

4.11. CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO PERFIL CELULAR ESPLENICO

Ao final do protocolo experimental o baco de cada animal foi retirado de forma
asséptica e colocado em placas de petri contendo RPMI-1640 e a seguir levado para o fluxo

laminar, para processamento e retirada das células para analise do perfil fenotipico celular.

4.11.1. Preparo da suspensao de células provenientes do baco

A fenotipagem e quantificacdo das células do infiltrado inflamatdrio foi realizada a
partir do baco, o qual foi coletado e armazenado em placas de Petri contendo meio RPMI
1640 completo, enriquecido com 10 % de SBF, 1 % aminoacidos néo essenciais (MEM non-
essential amino acidsolution - Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA), 23,8mM de NaHCOs3,
10,9mM de HEPES, 2mM de L-glutamina, ImM de piruvato de sédio, S00uM de pB-
mercaptoetanol, 100Ul/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina (Gibco-Invitrogen,
Grand Island, NY, EUA), pH7,2-7 4.
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Os bacos foram macerados em uma cell strainer (70um) e lavados com meio RPMI
1640 completo. As células foram centrifugadas (400 xg, 10min, 4°C) e incubadas com 2mL
de tampdo de lise para lise de hemacias, por 5min a temperatura ambiente. Apos esse periodo,
foi adicionado 10mL de tampéo fosfato de sédio (PBS) e as células centrifugadas novamente.
As células foram entdo transferidas para uma placa de 96 pogos (5x 10° células/ poco) e
incubadas com 50ng/mL de Phorbol Miristrate Acetate (PMA) (Sigma) e 500ng/mL de
lonomicina (Sigma) em meio RPMI 1640 (10%SFB), por 4h em estufa com atmosfera de 5%
de CO2 a 37°C, sendo que apds 1h de estimulo foi adicionada Brefeldina A (10ug/mL). Apds
o0 estimulo, as células foram recolhidas e centrifugadas (400 XG, 10 min, 4°C) e lavadas com
100uL de PBS (2%SFB).

4.11.2. Imunofenotipagem de células do baco

Para caracterizacdo fenotipica da populagdo de células T CD4 de baco foram
utilizados anticorpos contra os antigenos de superficie CD4 e citocinas IFN-y, IL-13 e IL-17.
Para caracterizacdo das células T reguladoras foram usados 0s anticorpos contra 0s antigenos
de superficie (CD4) ou intracelular (FoxP3).

As células foram entéo incubadas em 50uL do mix de anticorpos de superficie, por
30min a 4°C. Apo6s incubagdo, as células foram lavadas, centrifugadas e incubadas com
100uL da solucéo de fixacdo/permeabilizacdo (BD Cytofix/Citoperm) por 20min a 4°C. Apoés
esse periodo e centrifugacdo as células foram lavadas com 100uL da solucdo de
permeabilizacdo (BD PermWash) e entdo incubadas com o mix de anticorpos para citocinas
intracelulares por 40min a 4°C. Apo6s lavagem e centrifugacdo (400 XG, 10 min, 4°C), as
células foram ressuspendidas em PBS (2% SFB). As amostras foram analisadas em um
citometro de fluxo BD LSR Fortessa, utilizando o software FacsDiva e entdo analisadas com

o software FlowJo X.

4.12. ANALISE ESTATISTICA

Todos os parametros foram expressos como média (x desvio padrdo) ou média (x erro
padréo) ou mediana (e intervalo interquartil), sendo a forma de expresséo indicada nas tabelas
ou figuras. A comparacdo entre os grupos apés a infeccdo foi realizada pelo emprego dos
testes ANOVA de um fator seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey para dados

paramétricos ou pelo ANOVA de Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn, para dados ndo
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paramétricos. Os dados de parasitemia foram comparados pelo teste de ANOVA de dois
fatores (grupo x tempo) para medidas repetidas, seguido do teste de comparagdes multiplas de

Tukey. Diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

5. RESULTADOS
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5.1. AVALIACAO DA DESNERVACAO

O numero de movimentos de limpeza defensivos apos a instilacdo de solucdo de
capsaicina a 0,01% na conjuntiva ocular (“eye-wiping test”) foi inferior a cinco em todos os
animais tratados com capsaicina (100% de eficiéncia), confirmando a eficacia do
procedimento de desnervacao quimica das fibras sensoriais do tipo C.

5.2. AVALIACAO DA PARASITEMIA

A confirmagéo da infecgéo foi realizada pela contagem de parasitas circulantes. Todos
0s animais inoculados (100%) foram positivos para o T. cruzi circulante ap6s a inoculagéo,
confirmando assim a presenca da infeccdo. Obviamente nenhum animal ndo infectado
apresentou parasitas circulantes. As figuras 6 e 7 abaixo mostram a curva de parasitemia ao
longo dos 21 dias de seguimento e a &rea sob a curva dos animais infectados, respectivamente.
Elas revelam que os animais infectados da linhagem Balb/c e desnervados apresentaram um
menor nivel de parasitemia (15+1 x103parasitos/mL no 14° dia e 135+18 x103parasitos/mL no
21° dia, com érea sob a curva de 0,805 (0,893) x10%parasitos/mL.dia) em comparacdo aos
animais Balb/c infectados ndo desnervados (43+5 x10%parasitos/mL no 14° dia e 588+51
x103parasitos/mL no 21° dia, com area sob a curva de 4,053 (4,001) x10%parasitos/mL.dia,
p<0,05), indicando que a desnervacdo sensorial de fibras C, de alguma forma, leva a um
melhor controle dos niveis de parasitos circulantes. A parasitemia nestes animais, Balb/c
infectados e desnervados, foi semelhante a observada nos animais C57BL/6 infectados (18+2
x103parasitos/mL no 14° dia e 77+7 x103parasitos/mL no 21° dia, com area sob a curva de
0,592 (0,525) x10%parasitos/mL.dia, p=nio significativo) (Figuras 6 e 7).

5.3. AVALIACAO FUNCIONAL CARDIACA
Nos animais infectados pelo T. cruzi a fase aguda da doenca de Chagas foi

caracterizada por meio de estudo funcional (eletro e ecocardiograma) e anatémico-

microscopico (avaliacao histologica).
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CURVA DE PARASITEMIA
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Figura 6: Curva de parasitemia ao longo de 21 dias de seguimento dos animais dos grupos Balb/c chagasico ndo
desnervado e desnervado e do grupo C57BL/6 chagasico. Note a expressiva maior parasitemia nos animais
Balb/c chagésicos ndo desnervados aos 14 e 21 dias em comparacdo aos outros dois grupos. Os valores estao

expressos como médiazerro padrdo. (*p<0,05 versus C57BL/6 infectado e Balb/c infectado desnervado).
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Figura 7: Area sob a curva de parasitemia ao longo de 21 dias de seguimento (expressa como mediana e
percentis de 5, 10, 25, 75, 90 e 95%) dos animais dos grupos Balb/c chagésico ndo desnervado e desnervado e do
grupo C57BL/6 chagésico. Note a expressiva maior area sob a curva nos animais Balb/c chagésicos ndo
desnervados em comparagdo aos outros dois grupos. (*p<0,05 versus C57BL/6 infectado e Balb/c infectado
desnervado).
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5.3.1. Eletrocardiograma

Ao eletrocardiograma podemos observar que o procedimento de desnervacao de fibras
C com capsaicina nos animais Balb/c ndo infectados ndo promoveu nenhuma diferenca nos
pardmetros eletrocardiograficos analisados em comparacdo aos animais Balb/c ndo
desnervados (Tabela 1).

Por outro lado, os animais chagasicos ao final do periodo de seguimento de 21 dias
apos a inoculacdo dos parasitas apresentaram modificagdes significativas em comparagdo aos
respectivos animais ndo infectados (Tabela 1). Notadamente, os animais Balb/c infectados néo
desnervados apresentaram-se com significativos maiores valores de intervalo RR
(153,4+£11,0ms versus 123,6+3,2ms nos animais Balb/c ndo infectados ndo desnervados,
p<0,05), indicando uma bradicardia sinusal, de intervalo PR (82,6+9,5ms versus 40,6+0,9ms
nos animais Balb/c ndo infectados ndo desnervados, p<0,05), indicativo de distarbio de
conducdo no né éatrio-ventricular, da duracdo do QRS (12,9+0,9ms versus 11,1+0,4ms nos
animais Balb/c ndo infectados ndo desnervados), indicativo de distirbio de conducéo
intraventricular no sistema His-Purkinje, e dos intervalos QT e QT corrigido (32,0+3,7ms e
2,569+0,27ms'?2, respectivamente, versus 15,5+1,9ms e 1,33+0,17ms2 nos animais Balb/c no
infectados ndo desnervados, p<0,05), sugestivo de dificuldade de repolarizagdo ventricular,
compativel com hipertrofia cardiaca, infiltracdo inflamatdria e fibrose miocérdica. Todas estas
alteracdes em conjunto denotam um acometimento global do coragdo compativel com uma
franca miocardite aguda difusa.

Os animais Balb/c chagasicos desnervados apresentaram-se com quadro
eletrocardiografico alterado em comparacdo aos animais ndo infectados desnervados, com
significativos maiores valores de duracdo do QRS (12,7+0,4ms versus 10,5+0,3ms nos
animais Balb/c ndo infectados desnervados), indicativo de distdrbio de conducdo
intraventricular no sistema His-Purkinje, e do intervalo QT corrigido (2,39+0,32ms"? versus
2,07+0,22ms*? nos animais Balb/c ndo infectados desnervados, p<0,05), sugestivo de
dificuldade de repolarizacdo ventricular, compativel com hipertrofia cardiaca, infiltracdo
inflamatoria e fibrose miocardica. Curiosamente, porém, as alteracfes observadas foram em
menor magnitude em comparagdo aos animais Balb/c chagasicos ndo desnervados (tabela 1).
Note que os intervalos RR e PR encontram-se menores (131,849,4ms e 51,1+2,3ms
respectivamente, versus 153,4+11,0ms e 82,6+9,5ms nos animais Balb/c chagasicos nédo
desnervados, p<0,5). Note também que os intervalos QT e QTc, ainda que aumentados em

relacdo aos animais nédo infectados desnervados, séo significativamente menores do que nos
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animais chagésicos ndo desnervados (27,0+3,6ms e 2,39+0,32ms?, respectivamente, versus
32,0+3,7ms e 2,59+0,27ms?, p<0,05) (Tabela 1). Porém, a duracio do QRS néo foi diferente
em comparacdo ao grupo infectado ndo desnervado (Tabela 1). J& em comparacdo aos
camundongos C57BL/6 chagasicos, os intervalos QT e QTc dos animais Balb/c chagasicos
desnervados foram  significativamente = maiores  (27,0£3,6ms e 2,39+0,32ms?,
respectivamente, versus 20,9+1,8ms e 1,81+0,14ms'?, p<0,05) (Tabela 1).

A infeccdo aguda com o T. cruzi nos animais C57BL/6 promoveu poucas alteracdes no
eletrocardiograma (Tabela 1). Apenas um maior intervalo PR (51,1+5,5ms versus 39,3+1,4ms
no grupo C57BL/6 ndo infectado, p<0,05), indicativo de lesdo no né atrio-ventricular, foi
observado. Tais resultados sugerem um grau mais leve de lesdo miocéardica induzida pelo T.

cruzi nos animais C57BL/6.



Tabela 1: Valores de parametros eletrocardiograficos (expressos como médiazdesvio padrdo) de animais ndo infectados e infectados dos
grupos C57BL/6, Balb/c ndo desnervado e Balb/c desnervado.

C57BL/6 ndo C57BL/6 Balb/c ndo Balb/c infectado Balb/c ndo Balb/c infectado
infectado infectado infectado néo néo desnervado infectado desnervado
desnervado desnervado

iRR (ms) 130,5%1,5 132,3+5,3 123,6+3,2 153,4£11,0* 137,3%5,5 131,829 4#
FC (bpm) 460,0£5,3 462,0+15,2 487,9+12,7 412,3+21,8" 443 4+194 470,8+27 3%
dP (ms) 17.5£0,6 14,9+1,9 12,7£0,6 18,6+2,5 12,5+0,6 14,7£0,9
iPR (ms) 39,314 51,1+5,5" 40,6£0,9 82,649,5" 43,3+1,0 51,1£2,3%
dQRS (ms) 11,1£0,4 11,5£0,5 11,1£0.4 12,940,7" 10,5+0,3 12,7+0.4"
iQaT (ms) 19,9+4,0 20,9+1,8 15,5£1,9 32,0£3,7* 242426 27,0£3,6"#%
iQaTc (ms'?) 1.74+0,35 1,810,114 1,33+0,17 2,59+0,27" 2,07+0,22 2,39+0,32"#%

(iIRR = intervalo RR; FC = frequéncia cardiaca; dP = duracéo da onda P; iIPR = intervalo PR; dQRS = duracdo do complexo QRS; iQaT =
duracéo do intervalo QT; iQaTc = intervalo QT corrigido pela equacédo de Bazett. ms=milesegundos; bpm= batimentos por minuto)

* p=0,05 versus respectivo grupo nio infectado
# p=0.05 versus grupo Balc/c infectado ndo desnervado

% p=0,05 versus grupo C57BL/6 infectado
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5.3.2. Ecocardiograma

Ao ecocardiograma podemos observar que os animais nao infectados e desnervados
ndo apresentaram nenhuma diferenca nos parametros funcionais mecanicos cardiacos em
comparagdo aos animais ndo infectados e ndo desnervados (Tabela 2, Figura 8).

Por outro lado, os animais Balb/c chagasicos ndo desnervados na fase aguda (apés 21
dias da inoculacdo dos parasitas) apresentaram significativa disfuncdo ventricular sistolica
esquerda, com menor valor de fracdo de ejecdo ventricular esquerda em comparacdo aos
animais nédo infectados ndo desnervados (56+£3% versus 82+3%, respectivamente, p<0,05) e
significativa disfuncdo ventricular diastolica esquerda, com menores velocidades verticais do
fluxo de enchimento rapido (E) do VE e razdo E/A (255,3£25,3mm/s e 0,56+0,13,
respectivamente, versus 601,3+50,1mm/s e 1,67+£0,23 nos animais ndo infectados e néo
desnervados, p<0,05) (Tabela 2, Figura 8). A disfuncdo sistélica foi acompanhada de um
maior didmetro interno do ventriculo esquerdo na sistole e na diastole e também de um maior
didametro interno do atrio esquerdo e ventriculo direito (Tabela 2, figura 8), caracterizando
assim uma disfuncdo mecanica global do coracéo.

Similar aos achados eletrocardiograficos, os animais Balb/c infectados e desnervados
apresentaram valores dos parametros ecocardiograficos significativamente melhores em
comparacdo aos animais Balb/c chagasicos ndo desnervados (Tabela 2, Figura 9), com
melhora na fracdo de ejecdo (70+£5% versus 56+3% no grupo Balb/c chagasico néo
desnervado, p<0,05) e reducdo nos didmetros internos do VE na diastole, do VD e do éatrio
esquerdo (3,0+£0,3mm, 0,9£0,3mm e 3,0+0,4mm, respectivamente, versus 3,8+0,2mm,
1,4+0,3mm e 3,8+0,3mm nos animais Balb/c chagasicos ndo desnervados, p<0,05), porém
ainda com disfuncdo diastdlica.

Os animais C57BL/6 chagasicos ndo mostraram nenhuma diferenca significativa nos
parametros ecocardiograficos de disfuncdo sistélica em comparagdo aos seus respectivos
controles nédo infectados, ainda que se apresentassem com disfuncéo diastolica (Tabela 2).
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Tabela 2: VValores de parametros ecocardiograficos (expressos como meédiatdesvio padrdo) de animais ndo infectados e infectados com
Trypanosoma cruzi dos grupos C57BL/6, Balb/c ndo desnervado e Balb/c desnervado.

C57BL/6 néo C57BL/6 Balb/c néo infectado Balb/c infectado Balb/c ndo infectado Balb/c infectado

infectado infectado nao desnervado nao desnervado desnervado desnervado
DIVE, d (mm) 2,8+0,2 2,910,3 29+0,3 3,8+0,2" 2,740,3 3,040,3%
DIVE, s (mm) 1,320,2 1,6+0,3 1,304 1,9+0,3" 1,4+0,2 1,6£0,3
Fracdo de Ejecdo (%) 8411 7543 823 56+3" 834 70+5%
DIVD (mm) 0,5£0,1 0,7£0,3 0,6+0,2 1,4+0,3" 0,640,3 0,940,3%
DIAE (mm) 2,0:0,2 2,320,3 2,2+0,3 3,80,3" 2,040,3 3,0£0,4"%%
VVE (mm/s) 581,5+67,2 232,5425,9" 601,3+50,1 255,3+25,3" 554+38,2 2453+28,1"
Desacel E (m/s2) -36,218,7 -121+£3,7 -35,247,2 -13.4£35 -34,9+4 8 -14,243,3
Tempo desacel E (ms) 18,1£3,2 17,027 17,9442 16,2+£2,4 17,2453 16,9£2.9
VVA (mm/s) 370,1£52,3 442 5429 2 360,3+45,7 456,1+£32,1 347,6+38,1 471,2+427
Razéo E/A 1,57£0,23 0,52+0,21* 1,67£0,23 0,56+0,13" 1,60£0,17 0,53+0,18*

(DIVE = Diametro interno do ventriculo esquerdo; DIAE = Diametro interno do atrio esquerdo; DIVD = Diametro interno do ventriculo direito; d =
diastole; s = sistole; mm = milimetro; WYWE = Velocidade vertical do fluxo de enchimento rapido (E) do VE; Desacel E = Desaceleracio da fase
E do VE; VWA = Velocidade vertical do fluxo de contracéo atrial (A) do VE; E/A: razdo entre VVA e VVE). * p<0,05 versus respectivo grupo nao

infectado; # p<0,05 versus grupo Balc/c infectado néo desnervado; % p=<0,05 versus grupo C57BL/6 infectado
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Figura 8: Imagens ecocardiograficas em modo bi-dimensional (painéis superiores) e em modo M (painéis inferiroes) representativas de um animal Balb/c nédo
infectado ndo desnervado (A) e de um animal Balb/c ndo infectado desnervado (B). Note a similaridade nos diametros internos do ventriculo esquerdo em ambos os

animais, 0s quais ndo apresentam dilatacéo cardiaca.
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Figura 9: Imagens ecocardiograficas em modo bi-dimensional (painéis superiores) e em modo M (painéis inferiroes) representativas de um animal Balb/c
infectado ndo desnervado (A) e de um animal Balb/c infectado desnervado (B). Note o grande didmetro interno dos ventriculos direito e esquerdo no animal
infectado ndo desnervado (A) e o menor didmetro do ventriculo direito no animal infectado desnervado.
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5.4. AVALIACAO HISTOLOGICA CARDIACA

O estudo histoldgico do coracdo de animais ndo infectados revelou que a desnervacédo
de fibras nervosas tipo C ndo promoveu nenhuma alteracdo na arquitetura histologica do
coragdo (Figura 10), corroborando os achados eletro- e ecocardiogréficos, os quais também
ndo evidenciaram nenhuma alteracéo funcional elétrica ou mecanica.

Por outro lado, nos animais Balb/c infectados e ndo desnervados, uma intensa e difusa
miocardite aguda foi verificada, acometendo todas as regides do coracdo, com grande
intensidade nos atrios e ventriculo direito (Figura 11), conforme denota a pontuagdo atribuida
para cada regido (Tabela 3). Além da intensa inflamacdo, pode-se também notar a presenca de
miocitos em franca degeneracao e a marcante e difusa distribuicdo de ninhos de amastigotas,
por todo o tecido miocéardio (Figura 12).

A infeccdo aguda nos animais Balb/c desnervados mostrou uma significativa redugéo
no infiltrado inflamatério ventricular direito e esquerdo pontuagdo 2(0,5) e 1(1),
respectivamente, versus 3(1) e 2(1) nos animais Balb/c infectados ndo desnervados, p<0,05,
ainda que com a permanéncia de uma infiltracdo inflamatdria de moderada intensidade no
ventriculo direito e de leve intensidade no ventriculo esquerdo (Tabela 3, Figura 11). Apesar
da melhora na infiltracdo inflamatdria nos ventriculos, nenhuma melhora foi observada na
infiltracdo inflamatdria dos atrios nos animais Balb/c desnervados (Tabela 3. Figura 11). Na
pontuacdo global da inflamacdo, os animais Balb/c chagasicos desnervados mostraram uma
pontuacdo significativamente menor que os animais Balb/c chagasicos ndo desnervados,
respectivamente 6(0,5) versus 8(0,75) (p<0,05). Em comparacdo ao grupo C57BL/6
infectado, a infiltracdo inflamatdria em ventriculos foi similar. Porém, nos atrios, o infiltrado
inflamatdrio foi significativamente maior, 3(0) versus 2(1) nos animais C57BL/6 chagéasicos
(p<0,05).

J& a infeccdo aguda nos animais C57BL/6 promoveu um quadro menos intenso de
miocardite difusa (Tabela 3, Figura 11).

A contagem de ninhos de amastigotas revelou que a desnervacao de fibras C promove
uma significativa reducdo do parasitismo tecidual, sendo 30 (34,75) ninhos/10 campos versus
60,5 (48) ninhos/10 campos no grupo Balb/c chagéasico ndo desnervado (p<0,05) (Figura 12).
Esta contagem, porém, foi significativamente maior nos animais Balb/c chagasico desnervado
gue a observada nos animais C57BL/6 chagasicos, 30 (34,75) ninhos/10 campos versus 13

(20,25) ninhos/10 campos, respectivamente (p<0,05) (Figura 12).
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Tabela 3: Valores de “score” inflamatério expressos como mediana (intervalo
interquartil) de atrio, ventriculo direito e ventriculo esquerdo de animais infectados
dos grupos C57BL/6, Balb/c ndo desnervado e Balb/c desnervado.

C57BL/6 Balb/c infectado Balb/c infectado
infectado nao desnervado desnervado
Miocardite atrial 2(1)* 3(0,5) 3(0)#
Miocardite 2 (0,5)* 3(1) 2(0,5)*
ventricular direita
Miocardite 1(0,25)* 2(1) 1(1)*
ventricular esquerda
“Score” inflamatorio 5(1,25)* 8 (0,75) 6(0,5)*

total

(“Score” 1 = inflamac&o leve; “score” 2 = inflamac&o moderada; “score” 3 = inflamacéao
intensa; “score” total = somatdria dos” scores” das trés regides estudadas).

* p<0,05 versus grupo Balc/c infectado ndo desnervado;

# p<0,05 versus grupo C57BL/6 infectado
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Figura 10: Fotomicrografias de luz de tecidos atriais (painéis A, B e C), ventriculares direitos (painéis D, E e F) e ventriculares esquerdos (G, H e I) de animais
representativos dos grupos Balb/c ndo infectado ndo desnervado (painéis A, D e G), Balb/c ndo infectados desnervado (painéis B, E e H) e C57BL/6 ndo infectado (painéis
C,Fel). Barrade escala=30 ['m.
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Figurall: Fotomicrografias de luz de tecidos atriais (painéis A, B e C), ventriculares direitos (painéis D, E e F) e ventriculares esquerdos (painéis G, H e I) de animais
representativos dos grupos Balb/c infectado ndo desnervado (painéis A, D e G), Balb/c infectados desnervado (painéis B, E e H) e C57BL/6 infectado (painéis C, F e I).
Note que o infiltrado inflamatério foi intenso nos atrios (A) e ventriculo direito (D) e moderado no ventriculo esquerdo (E) do animal Balb/c infectado ndo desnervado.
Note ainda uma reducdo na infiltracdo inflamatoria nos ventriculos (painéis E e H) do animal Balb/c chagasico desnervado, a qual ficou similar a observada no animal
C57BL/6 chagésico (Painel E e F). Barra de escala = 30 ['m.
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Figura 12: Fotomicrografias de luz de tecidos ventriculares de Balb/c infectado ndo desnervado (painel A), Balb/c infectado desnervado (painel B) e C57BL/6

infectado (painel C), mostrando os ninhos de amastigotas (setas). Note a intensa infec¢do nos animais Balb/c infectados ndo desnervados. (painel D): gréfico de
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5.6. AVALIACAO IMUNOLOGICA

5.6.1. Fenotipagem de células do baco

Verificou-se que as células mononucleares CD4+IFN+ (células Thl) encontram-se
em maior nimero (p<0,001) em todos os animais infectados pelo T. cruzi, em relacdo aos
respectivos controles ndo infectados (Figura 13). Porém, a contagem percentual observada nos
camundongos Balb/c infectados e ndo desnervados (10,3+1,9%) foi significativamente menor
que a contagem observada no bago dos animais C57BL/6 infectados (23,2+3,3%, p<0,01)
(Figura 13). Apos 21 dias do procedimento de desnervagdo pela capsaicina, 0 ndmero
percentual de células Thl no bago dos animais Balb/c infectados e desnervados (22,3+3,5%)
foi significativamente maior que a contagem observada no bago dos animais Balb/c infectados
e ndo desnervados (10,3+1,9%, p<0,01), sem haver entretanto diferenca significativamente
em comparacdo aos camundongos C57BL/6 infectados (23,2+3,3%, p=ndo significativo)
(Figura 13).

Por outro lado, células mononucleares do baco CD4+Foxp3+ (células T reguladoras)
foram observadas em menor nimero (p<0,001) em todos os animais infectados pelo T. cruzi
em comparagdo aos respectivos controles ndo infectados (Figura 14). Porém, as contagens
percentuais observada nos camundongos Balb/c infectados e ndo desnervados e nos infectados
e desnervados (5,8+1,0% e 4,5+£0,4%, respectivamente) foram significativamente maiores que
a contagem observada no baco dos animais C57BL/6 infectados (3,2+0,3%, p<0,01) (Figura
14).

As células CD4+IL-13+ (células Th2) foram significativamente mais numerosas em
todos os animais infectados (p<0,001) em comparacdo aos respectivos controles ndo
infectados (Figura 15). Porém, entre os animais infectados, nenhuma diferenca significativa
foi observada (Figura 15).

De forma similar, os numeros percentuais de células mononucleares CD4+IL-17+
(células Th17) do baco dos animais infectados foram significativamente maiores (p<0,001)
que os observados nos respectivos animais ndo infectados (Figura 16). Entre os animais
chagéasicos, o grupo C57BL/6 infectado apresentou um numero signicativamente maior
(35,4+4,6%) em comparacdo aos camundongos Balb/c chagasicos ndo desnervados e
desnervados (17,4+1,1% e 17,5+1,2%, respectivamente, p<0,01 para ambas as comparacdes)
(Figura 16).
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Figura 13: Citometria de fluxo de células mononucleares Thl (CD4+IFN(1+) do bago. (A) Graficos de
eventos pontuais quantificados representativos de cada grupo estudado. (B) Valores percentuais médios
(zerro padréo) de células mononucleares Thl (CD4+IFN[+) do baco de cada grupo estudado. (**p<0,01
e ***p<0,001).
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Figura 14: Citometria de fluxo de células mononucleares T reguladoras (CD4+Foxp3+) do baco. (A)
Gréficos de contorno de densidade de eventos quantificados representativos de cada grupo estudado. (B)
Valores percentuais médios (+erro padrdo) de células mononucleares T reguladoras (CD4+Foxp3+) do
baco de cada grupo estudado. (**p<0,01 e ***p<0,001)
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Figura 15: Citometria de fluxo de células mononucleares Th2 (CD4+1L-13+) do bago. (A) Graficos de
contorno de densidade de eventos quantificados representativos de cada grupo estudado. (B) Valores
percentuais médios (xerro padrdo) de células mononucleares Th2 (CD4+IL-13+) do baco de cada grupo
estudado. (***p<0,001).
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Figura 16: Citometria de fluxo de células mononucleares Th1l7 (CD4+IL-17+) do bago. Valores
percentuais médios (terro padrdo) de células mononucleares Th7 (CD+IL-17+) do bago de cada grupo
estudado. (**p<0,01, ***p<0,001)

5.6.2. Citocinas e quimiocinas séricas

Ainda no contexto da avaliacdo da resposta imune, dosagens das citocinas TNF-
a, IFN-y, IL-6 e IL-10 e da quimiocina MCP-1 no soro foram realizadas por meio de
citometria de fluxo via painel de “beads” citométricas (CBA, Cytometric Bead Array).

Como mostrado na figura 17, os niveis séricos das quatro citocinas pro-
inflamatdrias e da quimiciona MCP-1 ndo foram diferentes entre os grupos de animais
ndo infectados.

Por outro lado, os niveis séricos das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, ¢ IFN-y
e da quimiciona MCP-1 foram elevados nos trés grupos de animais chagasicos, em
comparacdo com o0s respectivos grupos ndo infectados (P<0,001). Em adicéo,
excetuando os animais C57BL/6, a infecgdo pelo T. cruzi também elevou os niveis
séricos de IL-6 nos animais Balb/c infectados desnervados ou ndo desnervados (Figura
17). Na comparacdo entre os trés grupos de animais infectados, pode-se ainda notar que

0s niveis séricos de TNF-a foram significativamente maiores nos animais C57BL/6
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infectados (192,6+14,6ng/dL) em comparacdo aos animais Balb/c infectados néao
desnervados e desnervados (132,0+12,7ng/dL e 109,5+9,6ng/dL, respectivamente,
p<0,01 para ambas as comparacdes). As citocinas IFN-v e 11-6 e a quimiocina MCP-1
n&o foram diferentes entre os trés grupos de animais infectados (Figura 17).

Em relacdo a citocina do perfil Th2, IL-10, nenhuma diferenca foi encontrada

nos diversos grupos estudados (Figura 17).
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Figura 17: Niveis séricos das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 e da quimiocina MCP-1 nos grupos
experimentais Balb/c e C57BL/6 ndo infectados e infectados e ndo desnervados e desnervados.
(**p<0,01, ***p<0,001).
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6. DISCUSSAO
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O presente trabalho avaliou os efeitos da desnervacdo sensorial de fibras
nervosas do tipo C, induzida pela capsaicina sobre o comportamento da doenca de
Chagas aguda em camundongos da linhagem Balb/c, reconhecidamente susceptiveis a
doenga, causada pelo T.cruzi, cepa Colombiana. A desnervacdo de fibras C no
camundongo levou a uma significativa melhora funcional elétrica e mecanica do
coracdo, a qual foi acompanhada por significativa melhora na infiltracdo inflamatoria e
no parasitismo miocardico. Tais melhoras fizeram o quadro chagasico agudo se
assemelhar ao observado em animais da linhagem C57BL/6, a qual reconhecidamente
desenvolve um quadro de miocardite chagasica aguda menos intensa. A melhora do
quadro miocardico foi também acompanhada por reducdo significativa do nivel de
parasitemia e melhora no perfil de resposta imunecelular do tipo Thl em celulas
mononucleares do bacgo. Tais achado indicam fortemente a participacdo de fibras
sensoriais periféricas do tipo C na mediacdo da resposta imune-celular ao T. cruzi
durante o curso evolutivo de fase aguda da doenca de Chagas experimental em
camundongos. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar se esta participacédo de
fibras sensoriais tipo C é mediada pela liberagdo local de neurocininas pré-inflamatérias
(substéancia P, CGRP, neurocinina 1, neurocinina 2) ou por uma alca reflexa central anti-
inflamatdria mediada pelo nervo vago. Tais achados podem ter importantes implicac6es
para a compreensdo da fisiopatogenia da doenca de Chagas pela inclusdo de mais um
novo fator mediador, as fibras sensoriais do tipo C, nas complexas interagdes parasito-
hospedeiro observadas no curso natural da doenga de Chagas.

A caracterizacdo da doenca de Chagas no camundongo, empregando o
eletrocardiograma e o ecocardiograma como avaliacdo funcional e a avaliacdo
histoldgica do infiltrado inflamatdrio e do parasitismo tecidual revelou que o modelo de
inoculagdo da cepa Colombiana do T. cruzi em camundongo das linhagens Balb/c e
C57BL/6 foi efetivo no desenvolvimento da fase aguda da doenca.

O eletrocardiograma dos animais Balb/c chagasicos ndo desnervados evidenciou
um aumento da duragéo do intervalo PR e do complexo QRS, associado a elevacéo do
intervalo QT absoluto e corrigido pelo intervalo RR (pela formula de Bazzett) aos 21
dias da inoculagdo. Tais achados sdo concordantes com varios relatos da literatura em
camundongos (POSTAN et al., 1987; GOBBI et al., 2007; 2010; EICKHOFF et al.,
2010; MACHADO et al., 2012; STRAUSS et al., 2013; DALIRY et al., 2014) e
indicam lesdo do nd atrio-ventricular, prolongando o intervalo PR, no sistema de

conducéo intra-ventricular (His-Purkinje), alongando o complexo QRS e alteragdes na
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repolarizacdo ventricular (aumento do intervalo QT) decorrentes de inflamagédo e/ou
isquemia e/ou hipertrofia, etc. presentes no miocardio ventricular agudamente
danificado. O eletrocardiograma dos animais C57BL/6 chagasicos revelou um quadro
eletrocardiografico mais leve, com acometimento significativo apenas do intervalo PR e
sem o significativo aumento da duracdo do complexo QRS e do intervalo QT. Tais
achados vao em concordancia aos encontrados por Eickhoff et al. (2010), os quais
mostraram menor dano funcional elétrico do coragdo nos animais da linhagem C57BL/6
com diferentes cepas de T. cruzi. Estes achados eletrocardiogréaficos reforcam a
constatacdo prévia de maior resisténcia a infeccdo demonstrada pela linhagem C57BL/6
(TRISCHMANN, 1986). Curiosamente, nos animais Balb/c chagasicos desnervados
pela capsaicina, 0 eletrocardiograma apresentou uma melhora significativa, se
assemelhando ao ECG dos animais chagéasicos da linhagem C57BL/6. N&o foi
encontrado na literatura qualquer mencdo a melhora eletrocardiografica da doenca de
Chagas apds desnervacao de fibras sensoriais do tipo C.

Os achados eletrocardiograficos foram associados a presenca de disfuncéo
tanto sistdlica (queda da fracdo de ejecdo) quanto diastolica (queda da razdo E/A) do
ventriculo esquerdo nos animais Balb/c com infec¢do na fase aguda, refor¢ando a idéia
de um quadro de miocardite ventricular importante comprometendo também a funcao
mecanica da musculatura. Estes achados sdo similares aos encontrados em pacientes
com miocardite chagésica aguda (FERREIRA & MIZIARA, 1985; PARADA et al.,
1997; FUENMAYOR et al., 2005; PINTO et al., 2008), bem como em diferentes
linhagens de camundongos infectados durante a fase aguda por diferentes cepas de T.
cruzi (CHANDRA et al, 2002; PRADO et al., 2009; JELICKS & TANOWITZ, 2011;
ESPER et al., 2012). Curiosamente, uma dimensdo aumentada do ventriculo direito
também foi observada, resultado este que se assemelha a outros encontrados tanto em
humanos (MOREIRA et al., 2017), quanto em modelos murinos da doenca (SOUZA
et al., 2005; GOLDENBERG et al., 2008; JASMIN et al., 2014).

O ecocardiograma dos animais C57BL/6 chagésicos revelou alteragbes apenas
na funcdo diastolica do ventriculo esquerdo, sugerindo um acometimento miocardico
ventricular esquerdo menos intenso. E provavel que a disfungdo mecanica menos
intensa (apenas acometimento da funcdo diastdlica de VE) observada na linhagem
C57BL/6 possa ser decorrente do perfil de resisténcia ao parasita (TRISCHMANN,
1986).

A semelhanca do ECG, a doenca de Chagas aguda nos animais Balb/c
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desnervados apresentou alteracbes mecanicas cardiacas mais leves, acometendo
também e tdo somente a funcéo diastolica do VE. Este achado fortemente sugere uma
eventual participagdo das fibras sensoriais do tipo C na mediacdo da depressao
ventricular contratil observada nos animais chagasicos da linhagem Balb/c.
Novamente nada foi encontrado na literatura sobre um eventual efeito de fibras C
sobre a mecénica cardiaca alterada na doenca de Chagas.

Os achados eletro- e ecocardiograficos foram associados a alteracfes correlatas
no perfil histologico do miocérdio. Na linhagem Balb/c chagésica ndo desnervada, um
intenso infiltrado inflamatdério miocardico, com elevada degeneragdo miocelular e
parasitismo tecidual marcado foi observado. Por outro lado, nos animais da linhagem
C57BL/6, o perfil histoldgico foi bem menos marcante, com pouco infiltrado
inflamatorio e raros ninhos de amastigotas encontrados. Tais achados concordam com
0s de outros autores (TRISCHAMANN, 1986; EICKHOOF et al, 2010) e parecem estar
correlacionados ao perfil de resisténcia imune maior mostrado pelos animais da
linhagem C57BL/6.

A semelhanca dos achados eletro- e ecocardiograficos, uma melhora no perfil
inflamatorio tecidual foi observado nos coragbes dos animais Balb/c desnervados,
tornando os coracBes mais similares aos observados nos animais da linhagem C57BL/6
infectada. Tais achados histologicos sugerem fortemente uma participacdo das fibras
sensoriais do tipo C na mediacdo do quadro inflamat6rio miocardico observado nos
camundongos chagasicos da linhagem Balb/c. Novamente, nada de similar na literatura
foi encontrado relativo a estes achados.

Os valores de parasitemia apresentados no presente estudo mostram um processo
de proliferacdo do parasito e circulacdo sistémica do mesmo bastante intenso nos
camundongos da linhagem Balb/c, atingindo contagens muito elevadas apos trés
semanas da infeccdo (cerca de 6x10° parasitas por mL de sangue circulante). Tais
achados foram observados por outros autores previamente (MORALES et al., 1987;
CABEZA MECKERT et al., 1988; MOTRAN et al., 1998; ROCHA et al., 2006). Os
animais infectados da linhagem C57BL/6, porém, ndo apresentaram niveis tao elevados
de parasitas circulantes, mais uma vez demonstrando a grande resisténcia desta
linhagem a infecgdo pelo T. cruzi (TRISCHMANN, 1986). O nivel de parasitemia nos
animais chagasicos Balb/c previamente desnervados com a capsaicina foram muito
menores em comparagdo aos camundongo de mesma linhagem n&o desnervados e

proximos aos dos animais da linhagem C57BL/6. Mais uma vez, estes achados reforgam
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a idéia de que a desnervacao de fibra sensoriais do tipo C, de alguma forma, modula a
resposta imune do hospedeiro, aumentado a eliminacdo do parasita, ndo so localmente
no tecido, como acima descrito para o cora¢do, como também sistemicamente em nivel
da circulagdo sanguinea.

Na tentativa de melhor entender nossos achados funcionais e histopatoldgicos,
partimos para a caracterizacdo da resposta imune-celular em nossos animais
experimentais. Levando-se em consideracdo que o bago é um 6rgdo linféide secundario
que aloja uma variedade de células imunes, tais como linfocitos T e B e células
apresentadoras de antigenos importantes para o desenvolvimento da resposta imune na
doenca de Chagas (MAIOLI et al., 2011), decidimos avaliar o perfil fenotipico de
células mononucleares do baco nos diferentes grupos experimentai estudados. Em
adicdo, o perfil sérico de algumas citocinas e quimiocinas foi também investigado. As
células imunes do baco de animais chagasicos da linhagem Balb/c ndo desnervados
apresentaram uma elevacdo do perfil Thl pro-inflamatério e Thl7 e uma significativa
reducdo de células T regulatérias. Este perfil foi associado a elevagdo nos niveis séricos
de TNFa, IFNy, IL-6 e MCP-1, caracterizando uma resposta pré-inflamatéria montada
frente ao parasita, tanto circulante quanto nos tecidos corporais, em especial 0
miocardico aqui estudado. Este padrdo de resposta tem sido observado por outros
autores, empregando a mesma linhagem de camundongo (CARDONI et al., 1999).

Por outro lado, nos animais chagasicos C57BL/6 que se apresentaram com
menor intensidade de leséo tecidual cardiaca e menor parasitismo tecidual e sanguineo,
um perfil de resposta imune celular no baco também Th1 foi observado, porém num
nivel muito mais intenso (cerca de 2x mais células Thl CD4+IFNy+) que os animais
chagasicos Balb/c ndo desnervados. Este maior contingente de celulas Thl foi
acompanhado de elevados niveis séricos de IFNy, MCP-1 e principalmente TNFa, 0
qual foi significativamente maior nos animais chagasicos C57BL/6 em comparagdo aos
animais chagasicos Balb/c ndo desnervados. As células Th2 sofreram aumento nos
animais infectados, sem, porém, diferirem no perfil de elevacdo. Similar aos animais
Balb/c ndo desnervados, uma reducdo significativa na resposta de células T reguladoras
também foi observada, sendo esta redugdo, no entanto mais intensa nos animais
C57BL/6. Ao mesmo tempo, diferente dos animais Balb/c chagasicos, a IL-6 nao sofreu
modificagdo nos animais C57BL/6 chagasico. Um perfil intenso de células Th1 no bago
de animais C57BL/6 infectados pelo T. cruzi tem sido demonstrado por outros autores

(MICHAILOWISKY et al., 2001) e explica a elevada resisténcia destes camundongos a
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infeccdo pelo T. cruzi. Curiosamente, a desnervacdo de fibras sensoriais do tipo C pela
capsaicina eleva o numero de células esplénicas Thl (células CD4+IFNg+) dos animais
Balb/c chagéasicos ndo desnervados, o qual foi associado a um perfil de maior resisténcia
a infeccdo (resisténcia, esta caracterizada pela menor disfuncéo elétrica e mecénica do
coracdo, menor infiltracdo inflamatoria miocardica e menor parasitismo tecidual e
sanguineo). Novamente, para 0 nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que
mostra no contexto da doenca de Chagas, o papel de fibras sensoriais do tipo C na
modulacgéo do perfil da resposta imune ao parasita.

Os possiveis mecanismos pelos quais as fibras sensoriais do tipo C mediam a
resposta imune a infeccdo chagasica aguda nao foram exploradas na presente
investigacdo. Porém, a titulo de especulacéo, e baseado em dados experimentais prévios
de outros estudos em outros contextos imunopatolégicos, podemos considerar alguns
possiveis mecanismos. Primeiramente, como ja é de notdério conhecimento, as
terminacbes livres das fibras sensoriais do tipo C possuem vesiculas sinapticas
armazenadoras de neuropeptidios (Substancia P, CGRP, neurocinina A/B), 0s quais
quando liberados na injuria tecidual podem levar a ativacdo de células imunes locais e
potenciar a resposta inflamatéria tecidual (MCDONALD et al., 1996). Uma eventual
participacdo destas neurocininas periféricas na exacerbada resposta inflamatoria
cardiaca observada nos animais Balb/c chagasicos poderia ser especulada, ja que a
prévia destruicdo destas terminacfes do tipo C pela capsaicina, impedindo assim a
liberacdo das neurocininas, levaria certamente a uma reducdo da resposta inflamatoria.
Porém, a nosso ver, tal possivel mecanismo periférico cardiaco ndo explicaria a reducao
do parasitismo tecidual e mesmo sanguineo apds a desnervacdo. Em adicdo, como o
efeito da capsaicina é sistémica, esta mesma desnervacdo e reducdo local de
neurocininas, ocorrendo no baco, levaria a uma menor ativacdo da resposta Thl no
baco. E o verificado em nossos experimentos foi exatamente o contrario, a desnervacao
exacerba a contagem de células Thl no baco. Assim sendo, outro possivel mecanismo
deve estar envolvido.

Em nossa opinido, tal mecanismo deve envolver o reflexo anti-inflamatorio
vagal descrito primeiramente por Borovkova et al. em 2000. A ativacdo de fibras
aferentes sensoriais do tipo C vagais abdominais ou toracicas poderia levar
reflexamente a ativacao da via anti-inflamatdria colinérgica, a qual tem grande impacto
sobre a funcdo de células imunes no baco (TRACEY, 2009). Uma maior participacdo

desta via em camundongos susceptiveis como os da linhagem Balb/c poderia explicar a
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baixa resposta Thl nestes animais e, portanto, a pequena eliminacdo dos parasitas pelas
células imunes, explicando assim o elevado parasitismo sanguineo e tecidual. E um
maior parasitismo cardiaco poderia explicar a intensa resposta inflamatoria cardiaca,
apesar da via reflexa colinérgica anti-inflamatoria poder estar atuando no proprio
coracdo. Com a desnervacao das fibras C pela capsaicina, tal via poderia ser atenuada e
seus efeitos anti-inflamatorios, anti-Thl no bagco seriam perdidos, aumentando a
capacidade das células imunes esplénicas de eliminarem parasitas e assim reduzirem o
parasitismo sanguineo e tecidual observados em nosso estudo, com a consequente
reducdo da miocardite e disfuncdo cardiaca. Um reforco a esta idéia vem de dados
relativamente recentes por Daliry et al. em 2014, os quais demonstraram que
camundongos chagésicos susceptiveis a infeccdo chagasica, da linhagem C3H/HeH3,
possuem modulacdo vagal cardiaca inalterada, enquanto camundongos chagasicos
C57BL/6 resistentes a infeccdo apresentaram marcada reducdo da modulacdo vagal
cardiaca, avaliada por meio de analise da variabilidade da frequéncia cardiaca
(DALIRY et al., 2014). Em outras palavras, a desnervacdo de fibras C nos animais
Balb/c susceptiveis com alta atividade vagal eferente, ao levar a inibicéo vagal eferente,
poderia exacerbar a resposta Thl no baco e melhorar a eliminagcdo de parasitas e, em
consequéncia, a miocardite chagasica. Ja nos camundongos C57BL/6 chagasicos, a
auséncia de base desta modulacdo vagal eferente no baco, poderia explica sua enorme
resposta Th1l e o menor parasitismo e a menor inflamacéo observadas. Porém, para que
esta explicacdo seja confirmada, novos experimentos necessitam ser executados em um

futuro préximo.
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7. CONCLUSOES
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O presente trabalho demonstrou pela primeira vez em camundongos chagasicos
da linhagem Balb/c, que a desnervacédo sensorial de fibras nervosas do tipo C, induzida
pela capsaicina levou a uma significativa melhora funcional elétrica e mecéanica do
coracdo, a qual foi acompanhada por significativa melhora na infiltracdo inflamatdria e
no parasitismo circulante e miocardico. Tais melhoras fizeram o quadro chagasico
agudo se assemelhar ao observado em animais da linhagem C57BL/6, a qual
reconhecidamente resistente & doenga. A melhora do quadro miocardico foi
acompanhada por reducdo significativa do nivel de parasitemia e melhora no perfil de
resposta imunecelular do tipo Thl em células mononucleares do baco. Tais achados
indicam fortemente a participacédo de fibras sensoriais periféricas do tipo C na mediacéo
da resposta imune-celular ao Trypanosoma cruzi durante o curso evolutivo de fase
aguda da doenca de Chagas experimental em camundongos. Estudos adicionais s&o
necessarios para elucidar uma possivel participacdo da alca reflexa central anti-
inflamatdria mediada pelo nervo vago. Tais achados podem ter importantes implicac6es
para a compreensdo da fisiopatogenia da doenca de Chagas pela inclusdo de mais um
novo fator mediador, as fibras sensoriais do tipo C, na complexa fisiopatologia da
interacdo parasito-hospedeiro observada no curso natural da doenca de Chagas.
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