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RESUMO

Embora a patogénese da doenca de Chagas seja altamente complexa e ndo seja
completamente compreendida, é amplamente aceito que um equilibrio entre a invasdo do
parasita e a resposta imune-inflamatoria do hospedeiro desempenha um papel importante no
desenvolvimento e evolucdo da doenca. Nos ultimos anos vérios trabalhos na literatura vem
destacando a marcada influéncia do sistema nervoso autonémico sobre o sistema imunologico
em varios modelos experimentais de doencas com carater inflamatorio, sejam elas infecciosas
ou auto-imunes, entre outras. Este trabalho teve como objeto de investigagéo avaliar os efeitos
de modifica¢gdes na neuroimunomodulacdo autondmica parassimpatica, empregando o agente
anti-colinesterasico brometo de piridostigmina, sobre a cardiopatia chagasica crénica
experimental em camundongos. Para tal, camundongos C57BL/6j controles (Con) néo
tratados (NT), ou tratados com brometo de piridostigmina (Pirido) e camundongos C57BL/6j
inoculados com formas tripomastigotas da cepa Romildo, respectivamente, de T. Cruzi (Chg)
ndo tratados (NT), ou tratados com brometo de piridostigmina (Pirido) foram empregados.
Todos os animais foram acompanhados por 6 meses e ao final submetidos a avaliacdo da
presenca de parasita sanguineo e tecidual, eletrocardiograma (ECG) convencional sob
anestesia, estudo da fungdo autondmica cardiaca por meio de andlise de variabilidade da
frequéncia cardiaca e bloqueio autondmico farmacol6gico com atropina e propranolol,
histopatologia do coracdo e quantificacdo de citocinas: fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
interferon gama (IFNy), Interleucina 5(IL-5) e IL-10. Ao final do periodo de observacéo foi
verificada uma significativa alteracdo do perfil eletrocardiogréafico, autonémico e
histopatol6gico, sugestivo de uma resposta inflamatdria com desvio da resposta imune para o
perfil Th1l nos animais do grupo Chg-NT em relacdo aos outros grupos estudados. Observou-
se que o tratamento cronico com o anticolinesterasico brometo de pirisdostigmina, nos
animais Chg-Pirido, provocou uma reducgdo significativa da resposta imune-inflamatério e
fibrose no miocardio, sem alteracbes do parasitismo sanguineo e tissular, sugerindo uma
reducdo da resposta imune perfil Thl sem alteracdo do perfil Th2. Tal redugéo do perfil de
resposta Thl pode ser confirmada em parte pela diminui¢cdo nos niveis séricos de IFNy e
tendéncia a diminuicdo do TNF-a, sem altera¢do nos niveis de 1L-10 nos animais Chg-Pirido,
qguando comparados aos Chg-NT. Concluindo, diante da analise em conjunto dos resultados
apresentados, nossos achados confirmam a influéncia do papel neuroimuno-modulatério

marcante do sistema nervoso autbnomo parassimpatico na evolucdo da resposta imune-



inflamatéria ao T. cruzi, durante a cardiopatia chagasica crbénica experimental em

camundongos.

Palavras-chave: sistema nervoso autbnomo parassimpatico- resposta imune- doenca de

Chagas



ABSTRACT

Although the pathogenesis of Chagas' disease is highly complex and not completely
understood, it is widely accepted that a balance between the invasion of the parasite and the
immune-inflammatory response of the host plays an important role in the development and
progression of the disease. In recent years many studies in the literature has been highlighting
the marked influence of the autonomic nervous system on the immune system in various
experimental models of inflammatory diseases, whether infectious or autoimmune diseases,
among others. This work had the object of investigation to assess the effects of changes in
autonomic parasympathetic neuroimmunomodulation, employing the anti-cholinesterase
pyridostigmine bromide on the experimental chronic Chagas' disease in mice. To this end,
C57BL/6J mice controls (Con) non treated (NT), or treated with pyridostigmine bromide
(Pyr) and C57BL/6J mice inoculated with trypomastigotes of Romildo strain, respectively, T.
Cruzi (Chg) non treated (NT) or treated with pyridostigmine bromide (Pyr) were used. All
animals were followed for 6 months and at the ending they were assessed for presence of
blood and tissue parasites, conventional electrocardiogram (ECG) under anesthesia, study of
cardiac autonomic function by means of analysis of heart rate variability and pharmacological
autonomic blockade with atropine and propranolol, heart histopathology and quantification of
cytokines: tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interferon gamma (IFNy), interleukin 5 (IL-
5) and interleukin 10 (IL-10). At the end of the observation period it was observed a
significant change in the electrocardiographic profile, autonomic and histopathological
findings, suggestive of an inflammatory response with a shift of immune response towards the
Thl in Chg-NT animals compared to the other groups. It was observed that chronic treatment
with anticholinesterase pyridostigmine bromide, in Chg-pyrido animals, caused a significant
reduction in inflammatory immune response, myocardial fibrosis, without alteration of tissue
and blood parasitism, suggesting a reduction in Thl immune response without changing the
Th2. This reduction in Thl profile can be partly confirmed by a decrease in serum levels of
IFNy and tendency to decrease TNF-a, with no change in levels of IL-10, in Chg-pyrido
animals when compared to NT-Chg group. In conclusion, our findings confirm the marked
neuroimuno-modulatory role played by parasympathetic autonomic nervous system in the
evolution of inflammatory-immune response to T. cruzi during the chronic Chagas' disease in

experimental mice.

Key words: parasympathetic autonomic nervous system- immune hagresponse- Chagas

disease
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1.1 ASPECTOS GERAIS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA DOENCA DE
CHAGAS

A doenca de Chagas, conhecida também como Tripanossomiase Americana, € um
exemplo tipico de uma injuria organica de processo fisiopatoldgico complexo (Morris e cols,
1990, Vinhaes & Dias, 2000). E uma doenga infecciosa endémica com alta prevaléncia em
toda América Latina, afeta cerca de 12 milhdes de individuos, e causa cerca de 50 mil mortes
por ano, constituindo-se assim um problema de saude publica importante (Prata, 2001; Coura
Jr. & Vifas, 2010). Em 1909 Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas descreveu as principais
caracteristicas clinicas, e o0 agente causador da doenca, 0 Tripanossoma cruzi, um protozoario
flagelado cujo ciclo evolutivo inclui a passagem obrigatdria por hospedeiros de varias classes
de mamiferos, como o homem, e também hospedeiros insetos hemipteros hemato6fagos,
popularmente chamados barbeiros, os quais sdo considerados os vetores da doenca (Coura,
2007).

A transmissdo do protozoario ocorre, principalmente, pela deposicao de fezes do vetor
sobre os tecidos cutaneos e mucosos do homem (Coura, 2003). Segundo Vinhaes e Dias, além
da transmissdo vetorial da doenca, outros mecanismos também sdo importantes na
transmissao desse parasito, como a transmissao transfusional, transplacentaria (congénita) e
contaminacéo por ingestdo de alimentos (Vinhaes & Dias, 2000).

A infeccdo se da apoOs a interacdo entre o T.cruzi e a célula do hospedeiro,
envolvendo processos complexos que estdo intimamente relacionados com cepa, linhagem e
formas infectantes do parasita, além de varios tipos de células alvos do hospedeiro, entre as
quais podem ser descritas os macrofagos, células epiteliais, endoteliais, dentriticas,
fibroblastos, neurais, e cardiomidcitos, e ainda linfocitos. Assim a invasdo das células pelo
T.cruzi acontece atraveés de uma ligacdo entre proteinas ou fatores ligantes do parasito e
receptores na superficie celular do hospedeiro definitivo, o que leva a uma ativacdo de varias
vias de sinalizacdo celular. Seguindo a invasdo, as formas tripomastigotas livres no
citoplasma celular diferenciam-se em formas amastigotas que sofrem divisGes binarias e
transformam-se novamente em formas tripomastigotas. O movimento da grande quantidade
de parasitas 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, onde serdo direcionados a outras células, iniciando um novo ciclo, ou sédo

destruidas pelo sistema imune (Alves & Mortara, 2009).
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Clinicamente a doenca de Chagas é caracterizada por duas fases: a aguda e a cronica.
A fase aguda inicia-se apds um periodo de incubacéo de 7 a 10 dias, tendo duragdo de 4 a 8
semanas e apresenta-se na maioria dos casos oligosintomatica, podendo em alguns casos
apresentar-se com febre, dor muscular, irritabilidade, conjuntivite, anorexia, vomitos, diarréia,
linfadenopatia, hepato-esplenomegalia, miocardite, em conjunto com alteracdes laboratoriais
(anemia, trombocitopenia, leucocitose com linfocitose e niveis elevados na concentracdo de
enzimas cardiacas). Consequentemente, o hospedeiro desenvolve ao final de algumas semanas
uma resposta imune especifica sem que 0s parasitos sejam completamente erradicados,
evoluindo para a fase crénica indeterminada, ou ainda para uma fase crénica sintomética. Em
aproximadamente 80 a 90% dos casos ha um envolvimento cardiaco, caracterizado por
miocardite aguda com taquicardia sinusal, alteracGes de repolarizacdo e baixa voltagem no
eletrocardiograma, dilatacdo das cavidades ventriculares, disfuncdo sistolica, derrame
pericardico e sinais de insuficiéncia cardiaca. A analise histopatoldgica revela miocitolise
focal, necrose e grandes areas de inflamacdo caracterizada inicialmente por
polimorfonucleares e gradativamente substituida por células mononucleares, associada ou nao
aos ninhos de parasitas e os seus antigenos. Na fase aguda os parasitas sdo facilmente
encontrados no sangue e tecidos (Laranja e cols, 1956; Prata, 2001; Soares & Santos, 2009;
Waghabi,2009).

A fase cronica da doenca de Chagas inicia ap6s um periodo de laténcia de 2 a 4
meses. Esta apresenta varias formas: indeterminada, cardiaca, digestiva, cardio-digestiva ou
nervosa. A forma indeterminada é a mais prevalente (60-70% de pacientes das areas
endémicas). A forma digestiva estd presente em aproximadamente 5-10% dos casos,
caracterizada por uma dilatacdo do esdfago e intestino. Vinte e cinco a 35% desenvolvem
cardiopatia, a qual é a forma mais comum, e dentre eles 10% poderdo desenvolver cardiopatia
grave, manifestando-se sob a forma de arritmias e/ou distlrbios de conducdo, insuficiéncia
cardiaca, acidentes tromboembdlicos e morte subita (Prata, 2001; Marques e cols, 2006).

A fase crbnica indeterminada caracteriza-se pela positividade sorologica e/ou
parasitoldgica e auséncia de sintomas e/ou sinais da doenca, eletrocardiograma convencional
normal, estudos radioldgicos do coragdo, esdfago e célon normais. Mas quando estudadas por
métodos propedéuticos mais sofisticados, alguns pacientes mostram alteracdes estruturais ou
funcionais do coracdo e do trato digestivo (Ribeiro & Rocha, 1998). O diagnostico é feito
através de anticorpos especificos e/ou a presenca do parasito em testes parasitologicos diretos

ou indiretos (Tostes, Jr e col, 2005).
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Apo6s 10 a 30 anos da infecgdo inicial, aproximadamente 30-40% dos pacientes da
forma indeterminada passam a apresentar sinais e/ou sintomas causando a cardiopatia
chagasica crénica (CCC) que € uma doenca de carater inflamatorio progressivo e fibrosante
do miocardio com hipertrofia celular difusa ou focal, que levam a danos teciduais culminando
na cardiopatia dilatada e consequentemente em uma insuficiéncia cardiaca congestiva e morte
stbita. A cardiopatia dilatada normalmente predomina sobre a hipertrofia miocérdica, com
uma leséo peculiar caracterizada pelo adelgacamento e protusdo da regido apical do ventriculo
esquerdo e, menos freqlientemente, do ventriculo direito, chamado de aneurisma apical, lesdo
vorticilar apical, etc. Todas as areas do coracdo podem estar envolvidas, incluindo as vias de
conducdo, embora as camaras direitas parecam apresentar maior intensidade de
comprometimento (Laranja, 1956; Morris e cols, 1990; Prata, 2001; Cunha-Neto e cols, 2009;
Soares & Santos, 2009). A patogénese encontra-se em discussdao e ainda permanecem
obscuras as causas que levam a evolucdo diferencial para uma das formas clinicas (Medei e
cols, 2008). Os exames de ecocardiografica (ECG), raios-X de torax e eletrocardiograma sao
importantes para acompanhar o acometimento cardiaco. O ecocardiograma € considerado de
grande importancia na avaliacao da disfuncdo ventricular sist6lica, a qual € reconhecida como
o principal fator prognostico da miocardiopatia chagasica. Ressalta-se também que a dosagem
do peptideo natriurético cerebral ou tipo B (BNP) tem utilidade no diagnéstico de disfuncGes
sistolicas e diastolicas do ventriculo esquerdo (Marques e cols, 2006).

1.2 RESPOSTA IMUNE NA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

A escassez de parasitas no tecido do miocardio, associado a baixa correlacdo com 0s
niveis de parasitemia e infiltrado inflamatdrio do miocardio deu origem a varias teorias para
explicar a patogenia da doenca: 1-teoria da denervacdo parassimpatica, com base no
desequilibrio autondmico cardiaco (Koberle, 1968); 2-teoria auto-imune, em que 0
mimetismo molecular entre antigenos parasitarios e tecidos do miocardio induz uma resposta
auto-imune contra fibras miocéardicas (Santos-Buch & Teixeira, 1988) e 3-teoria micro-
vascular, em que as alteracGes micro-vasculares induzidas pelo parasita, através de processos
tromboembdlicos e/ou isquémicos desempenham um papel significativo na origem da CCC
(Rossi, 1990). O desenvolvimento mais recente de técnicas de biologia molecular e
imunohistoquimica tém permitido evidenciarem antigenos e DNA do parasita em focos
inflamatdrios no coracdo, reforcando um papel ativo desempenhado pelo parasita na génese
da CCC (Marin-Neto et al., 2007).
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Embora a patogénese da doenca de Chagas seja altamente complexa e ndo seja
completamente compreendida, principalmente em relacdo a cardiopatia chagasica, é
amplamente aceito que um equilibrio entre a invasdo do parasita e a resposta imune do
hospedeiro desempenha um papel importante no desenvolvimento e evolucdo das
manifestacdes cronicas da doenca. Tem sido descrito um desequilibrio na resposta do perfil
Th1/Th2, que se relaciona com o equilibrio na resisténcia/suscetibilidade ao parasita. Alguns
estudos sugerem a importancia do equilibrio dessa relacdo do perfil Th1/Th2, para o controle
da infeccdo pelo T.cruzi, enquanto outros sugerem que a producdo excessiva de citocinas pro-
inflamatorias Thl, é o fator mais importante para um mecanismo protetor na doenga. A
resposta voltada para o perfil Thl permite, por um lado um controle nos niveis de parasitas
tecidual e sanguineo, mas por outro lado, pode induzir uma resposta inflamatéria excessiva
que poderia destruir funcionalmente células teciduais, como os cardiomiocitos, levando a
necrose tecidual e apoptose, uma vez que h& a liberacdo de uma grande quantidade de
quimiocinas e assim quimioatragdo de células inflamatdrias para os tecidos infectados
(Teixeira e cols, 2011).

Na fase cronica, acredita-se que persisténcia do parasita € um fator necessario para o
curso da doenca, pois se a resposta imune € ineficiente, a carga do parasita e 0 aumento da
resposta inflamatéria levam ao dano tecidual. Mas se resposta imune € eficiente, a carga do
parasita e as consequéncias inflamatérias diminuidas, levam a um dano tecidual reduzido.
Porém ndo se sabe se o dano tecidual é causado pela presenca do parasita ou indiretamente
pela imunopatologia em resposta a0 mesmo, ou ainda pelos mecanismos autoimunes
desenvolvidos (Rassi e cols, 2010).

Sabe-se que varios tipos de células e moléculas solGveis como as citocinas pro-
inflamatorias (IFN-y, TNFa, IL-12) e as anti-inflamatdrias (IL-10, IL-4) tém fungdo no
controle da infeccdo como também na inducdo da patogénese da doenca. Durante a infecgédo
h& uma sintese de IL-12 e TNF-a em resposta ao parasita, com isso ha um estimulo ativando
as células NK a produzerem IFN-y, e também aos linfécitos T CD4" e CD8" a producéo de
TNF-a. O aumento nos niveis de IFN-y e TNF-a culminam na sintese de iNOS que catalisa a
producdo de NO pelos macréfagos, tendo uma resposta protetora ao T.cruzi, uma vez que 0
NO inibe a replicacdo do mesmo(Gutierrez e cols;2009).

Na cardiopatia chagasica crénica ha também ativacao de leucocitos que levam a um
aumento na sintese de IFN-y, TNFa, IL-12, NO, MMP (metaloproteinases importantes na

fibrinogénese), e diminuigdo de IL-10, IL-4 e um predominio de Linfdcitos T e B ativados,
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sendo as células CD8 responsaveis pela resposta imune ao T.cruzi devido a sua funcdo
citolitica e producdo IFN-y e IL-10 (Gutierrez e cols, 2009; Rassi Jr e cols,2010).

Mais recentmente tem sido descrito também a importancia da resposta imune pelas
células Thl7 e T regulatorias na patogénese da Doenca de Chagas, porém esses estudos
apresentam resultados controversos. Gutierrez e cols (2009) demostraram experimentalmente
que as células Th17 eram importantes no controle da inflamagdo cardiaca, mediante a um
“feedback” negativo sobre a producdo de TNF-a, IFN-y e quimiocinas. Contudo outros
estudos mostrados recentemente por Guedes e cols (2010) revelaram um aumento nos niveis
de TNF-a, IFN-y, quimiocinas, receptores de quimiocinas, expressdo da resposta tipo Thl
levando um aumento de infiltrado inflamat6rio e uma reducdo no parasitismo cardiaco.
Estudos recentes demonstraram que as células T reg, de carater anti-inflamatorio, parecem
exercer uma funcdo de garantir a persisténcia do parasita devido a manutencao e atenuacdo da
resposta imune, por meio das IL-10, IL-35 e TGF-B, esta Ultima estando envolvida na
patogénese da deposicdo de coldgeno no processo de fibrose durante a fase crénica da
cardiopatia chagasica (Gutierrez e cols, 2009; Cobb e cols, 2010).

O processo imunopatoldgico desenvolvido na fase aguda continua na fase crénica da
infeccdo, ocorrendo uma diminuicdo nos niveis de parasitemia e parasitismo tecidual, com
presenca de focos com infiltrado inflamatdrio intrafasciculares progressivos que culminam em
fibrose e desenvolvimento da cardiomiopatia dilatada. Alguns relatos avaliam que a extenséo
do dano agudo no miocardio e a qualidade da resposta imune regulatéria esta relacionada com
a presenca e extensao da cardiopatia cronica, embora alguns estudos realizados em modelos
experimentais falham ao simular a fase crénica dessa infeccdo principalmente devido a baixa
frequéncia de desenvolvimento da cardiomiopatia dilatada nestes modelos(Gutierrez e cols,
2009).

1.3 NEUROIMUNOMODULACAO AUTONOMICA

A neuroimunologia é uma area da pesquisa muito complexa e de grande interesse,
sendo caracterizada por processos mediados através da interacdo entre o sistema nervoso e
imunologico. Cada vez mais se tem descoberto mediadores, como peptideos comuns, entre 0s
trés sistemas neuroldgico, imunoldgico e endocrinolédgico. Citocinas e neuropeptideos sdo
potencialmente mediadores entre os sistemas neural e imunologico. A interacdo entre eles
culmina com a homeostasia ou a patologia. A situacdo biolodgica do individuo pode

determinar que o sistema nervoso ou imunologico estimule ou mesmo sintetize citocinas,
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neuropeptideos e catecolaminas que podem ser sintetizados em uma célula de um sistema e
ter um receptor especifico, um alvo em outra célula de outro sistema. A atividade
homeostatica relaciona-se diretamente com a interacdo neuro-imune (Sheperd e cols, 2005).

O processo de neuroimunomodulacdo acontece através da liberacdo de mediadores
quimicos, como as citocinas, que irdo sinalizar ao sistema nervoso, que por reflexos, podera
modular a resposta imune inata, a inervacdo simpatica, a parassimpética e sensorial além de
fatores enddcrinos, que poderdo suprimir a resposta imune. Ou seja, ha uma modulacdo da
resposta imunoldgica pelo sistema nervoso (Matsuda, e cols, 2012).

O sistema nervoso compreende 0 sistema nervoso sensorial e o sistema nervoso
motor. Este ultimo se divide em sistema nervoso motor somatico (controle voluntario dos
movimentos) e sistema nervoso motor autbnomo (controle involuntario das visceras e
glandulas). O sistema nervoso autonémico ou neurovegetativo subdivide-se em duas vias,
simpatica e parassimpatica. Os neurdnios pré-ganglionares simpaticos emergem a partir do
terco medial da medula espinhal, segmento toraco-lombar, e enviam ax6nios através das
raizes ventrais para estabelecer sinapses com neurénios nos ganglios da cadeia simpatica,
préxima a coluna vertebral, ou em ganglios colaterais dentro da cavidade abdominal. Os
neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos emergem a partir de nicleos do tronco enceféalico
e dos segmentos sacral da medula espinhal, e seus axdnios dirigem-se aos ganglios proximos
ou mesmo localizados nos 6érgdos alvo. As influéncias fisiologicas simpaticas e
parassimpaticas sdo geralmente opostas, e controlam o padrdo cardiaco, pressdo sanguinea,
motilidade gastrointestinal, temperatura corporal, e outras alteracdes essenciais as funcgdes
vitais. A divisdo simpética encontra-se envolvida com a resposta de “luta ou fuga”,
relacionado ao comportamento; a divisdo parassimpatica envolve-se com a manutengdo da
homeodindmica, como processos de digestdo, crescimento, resposta imunitaria e
armazenamento de energia (Tracey, 2002; Bear e cols, 2008).

O fluxo de potenciais de acdo desses neurbnios pré-ganglionares simpaticos e
parassimpaticos responde a alteragcbes do ambiente tdo bem quanto a alteracdes fisiologicas
internas. Esse fluxo de potenciais de a¢do simpatico e vagal sdo controlados por integracdes
altamente complexas e organizadas em regides do sistema nervoso central, de modo que o
total de saidas autonbmicas €& apropriado a uma resposta adequada em um momento
particular, além de evidéncias de funcdo paralela mediando comportamento autondmico e
enddcrino. Esses neurbnios pré-ganglionares sdo sitios de integracdo neural e modulagdo

autondmica (Llewellyn-Smith, Verberne; 2011).
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O Sistema nervoso autonémico interage com o cérebro, incluindo o hipotdlamo, o
qual pode modular a funcdo de inumeros nucleos centrais envolvidos no controle autonémico

simpatico e parassimpatico.

1.3.1 Neuroimunodulacéo Simpética

Se o0 equilibrio do meio interno é ameacado, seja por agentes externos ou internos,
tanto o sistema nervoso simpético quanto o eixo hipotdlomo-hipofise-adrenal (HPA) séo
ativados. Isto provoca um aumento nos niveis periféricos de catecolaminas e glicocorticoides
gue agem em sintonia, objetivando a manutencdo da homeodinamica do organismo (Wilder,
1995).

As Catecolaminas , assim como os glicocorticdides, sdo tradicionalmente vistos como
agentes imunossupressores. Evidéncias demonstram que em certas condi¢des fisiol6gicas ou a
niveis que podem ser atingidos durante o estresse, as catecolaminas influenciam a resposta
imune de um modo menos padronizado , tendo os receptores adrenérgicos uma importancia
na modulag&o da resposta imune (Elenkov, 1992).

Todas as células linféides expressam receptores adrenérgicos, com exce¢do da célula
T helper 2 (Th2) ( Sanders, 1998). Esse fato pode dar alicerce mecanicista para a diferente
modulacdo das funcdes das células T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2) por meio das
catecolaminas. Estudos experimentais indicam uma diferenca na quantidade de receptores
beta2 adrenérgico (B2AR) (Maisel, 1989), onde as células natural killer (NK) possuem o
maior nimero de B2AR, Th possuindo o menor nimero de B2AR e células T citotoxicas (Tc),
células B e mondcitos possuindo um namero intermediario desses receptores. O numero de
B2AR pode variar durante a fase de maturacdo das células (Radojcic e cols, 1991). Alguns
trabalhos demonstram que a ativagdo do receptor B2 adrenérgico leva a uma inibi¢ao dos
niveis de TNFa ¢ IL-12 e um aumento na producdo de IL-10, evidenciando a fungéo

simpaética na resposta imune ( Elenkov e cols, 1996)

1.3.2 Neuroimunodulacéo Parassimpética

A flexibilidade e precisdo da regulagdo autonémica € coordenada por feedback
sensorial recebido pelo sistema nervoso central de alvos periféricos. Os neurdnios pre-

ganglionares vagais representam 0 mais extensivo fluxo parassimpatico, inervando muitas
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estruturas, incluindo vias aéreas inferiores e superiores, coragdo, figado, pancreas, vesicula
biliar, trato gastrointestinal, além de érgdos linféides como bago e timo. Essa inervagdo dos
orgdos linfoides e figado podem indicar a interacdo do sistema nervoso autonémico
parassimpatico vagal com as células imunes.

Essa interagdo tem sido mostrada através da estimulacdo vagal, em vérios estudos. A
estimulagdo elétrica direta do nervo vago inibe a liberagio de TNF-o em modelos
experimentais que receberam dose letal de endotoxina, atenuando-se os efeitos do choque
séptico, atraves do mecanismo molecular e celular que envolve a ACh, o principal
neurotrasnmissor vagal (Borovkova e cols, 2000). Também foi demonstrado recentemente
que a estimulacdo elétrica do nervo vago, transmitida ao ganglio celiaco via nervos simpaticos
liberando catecolaminas que estimulam células TCD4" a sintetizar ACh. Esta atua em
macrofagos do baco, via sinalizacdo dependente do receptor nicotinico (subunidade a7) para
ACh (AChR), assim inibindo a sintese de TNF-a, atenuando a inflamagéo sistémica (Rosas-
Ballina et al., 2011). Outros estudos mostram que a estimulacdo com agonistas colinérgicos
ou anticolinesterasicos culminam em uma inibicdo da sintese de TNF-a, além de outras
citocinas pro-inflamatdrias, que atenuam a expansdo do processo inflamatorio em varios
modelos de doencas inflamatorias e autoimunes como sepse, artrites, doencas inflamatorias
intestinais, etc.

Assim 0 nervo vago é uma estrutura que surge no tronco cerebral que terminando nas
visceras pode controlar respostas fisioldgicas as alteracbes do ambiente, lesdes e infecgdes.
Esse circuito neural que tem o nervo vago eferente um papel funcional de inibir a liberacdo de
citocinas é chamado de reflexo inflamatério. E geralmente é dependente da interagcdo da Ach
com o receptor nicotinico (subunidade a7) para ACh (AChR) expresso em células do sistema

imunoldgico (Tracey, 2009; Rosas-Ballina e cols, 2011).

1.3.3 Reflexo Inflamatorio Colinérgico

Circuitos neurais funcionam através de reflexos a fim de manter a estabilidade
fisiologica em oOrgéos viscerais. Cada reflexo é composto de um arco aferente ou sensorial
que detecta alteracBes ambientais e quimicas, um centro de integracdo, que é o sistema
nervoso central que integra as entradas e saidas de sinalizagdes neurais e de um arco eferente
que € representado por inervagdes que levam as respostas até 0s neurdnios motores nos 0rgaos

alvos. A inflamacao é um estimulo a ativacédo das vias sensoriais que levam a informacéo até
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0 hipotdlamo, onde h& vérios centros de integracdo, que terminam em uma resposta
antiinflamatéria répida e subconsciente. Destaca-se entre essas vias do reflexo, a via
colinérgica antiinflamatoria, baseada em sinais do nervo vago que estimulam a inibicdo da
sintese e liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias por macrofagos e outras células do sistema
imune que expressam a7-AChR. Em vista de resultados mostrados em varios trabalhos, tem
sido muito discutido os processos elétricos ou farmacolégicos estimulando o nervo vago (alvo
de drogas), a fim de diminuir o processo inflamatério (Tracey, 2007 Pavlov,2008; Hunston &
Tracey, 2010; Olosson e cols, 2012). Segundo Shepherd, a influéncia parassimpatica na
modulacdo do processo inflamatorio se d& pelo neurotransmissor acetilcolina (ACh), que
parece diminuir a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF, IL-1b, IL-6 e IL-18,
sem afetar os niveis de citocinas antiinflamatorias como IL-10(Shepherd e cols, 2005).

O nervo vago representa uma conexao bidirecional entre o cérebro e o sistema imune
(figura 1), sendo que a via antiinflamatoria colinérgica pode inibir a producéo de citocinas e
diminuir o processo inflamatério pelo nervo vago que transporta informagdes sensoriais ao
cérebro levando uma resposta oposta, um reflexo inflamatério. As células que produzem
citocinas, como macrofagos, expressam receptores nicotinicos (subunidade a7) para ACh
(AChR) e leva a uma alteracdo da sinalizacdo intracelular que acaba por inibir a producdo de
citocinas pro-inflamatorias. Desta forma mediante o nervo vago, o sistema nervoso central
poderia controlar a expressdao de citocinas e consequentemente o processo inflamatério na
CCC (Tracey 2002; Tracey 2007; Andersson & Tracey, 2012; Machado e cols,2012).
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Figura 1: O reflexo inflamatério. O circuito neural que envolve a via colinérgica anti-inflamatdria equilibra a
producdo de citocinas. Agentes patogénicos, bem como a isquemia e outras formas de lesdo ativam a producéo
de citocinas, que normalmente restaura a homeostase. Se a resposta de citocinas é desequilibrada ou excessiva,
estes mediadores podem causar doengas. Sinais eferentes do nervo vago, que pode ser controlado por redes
cerebrais, inibem a producdo 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 freqiéncia cardiaca instantdnea. Uma rede que envolve que envolve recpetores muscarinicos M1
pode aumentar a atividade d a via colinérgica anti-inflamat6ria e também aumentar variabilidade da taxa cardiaca
instantdnea. Os sinais aferentes realizados via nervo vago podem ativar uma resposta eferente que inibe a
liberacdo de citocinas, o denominado reflexo inflamatério. (Fonte: Tracey KJ. Physiology and immunology of
the cholinergic antiinflammatory pathway. J. Clin. Invest. 117:289-296 (2007).

O ramo aferente do reflexo esta relacionado a estimulacdo sensorial de terminacgdes
nervosas livres ou células quimiosensiveis por produtos moleculares da infeccdo como
PAMPs e produtos moleculares associados ao dano celular (DAMPS) que ativam células
imunes. O arco eferente do reflexo inflamatorio, representado pela via anti-inflamatéria
colinérgica culmina com a liberagdo do neurotrasnmissor ACh, o qual interage com receptores
a7-AChRs das células imunes, levando a ativacdo intracelular que diminui a translocacéo
nuclear do do NF-xB, suprimindo a transcricdo de citocinas pro-inflamatdrias, entre outros
efeitos, culminando na diminuicdo da sintese e liberacdo dessas citocinas (TRACY 2002;
Tracey 2007, Pavlov 2008, Tracey 2009, Tracey 2010; Matsuda e cols, 2012; Olosson e cols,
2012).
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A via antiinflamatoria colinérgica pode prevenir consequliéncias danosas da resposta
imune excessiva, e é fato que os sistemas imune, nervoso e enddcrino estdo intimamente
integrados a fim de garantir um equilibrio dinamico dos sistemas do organismo. E esse
vinculo é facilmente quebrado em varios tipos de infeccdes, e entre essas esta a doenca de
Chagas, na qual o T.cruzi leva um desequilibrio entre os trés sistemas imune, nervoso e

enddcrino (Anatel e col, 2005; Mosovich e cols, 2008).

1.4 O SISTEMA NERVOSO AUTONOMICO NA DOENCA DE CHAGAS

A fisiopatogénese da doenca de Chagas, como descrito anteriormente, ainda
encontra-se em discussdo, porém existem hipoteses de que haja uma agressdo auto-imune
vinculada especialmente ao mimetismo antigénico do T. cruzi; e que o parasitismo de baixa
intensidade persistente nas fibras cardiacas durante a fase cronica, sejam 0s mecanismos
responsaveis por tal processo fisiopatoldgico. Segundo Medei e cols (2008), tem sido dificil
provar que a auto-imunidade vinculada ao mimetismo antigénico seja a principal causa da
doenca de Chagas. Mas €é quase impossivel descartar que a auto-imunidade ndo esteja
envolvida no processo dessa doenca. Os mesmos apontam que a maior parte dos trabalhos
defensores da teoria da auto-imunidade se limitam a documentar fendmenos de mimetismo
antigénico entre o T. cruzi e os tecidos do hospedeiro, sem correlacdo clinico-biolégica com a
cardiopatia chagasica crénica. Da mesma forma, questiona-se a funcdo do parasita nas lesdes
cardiacas, uma vez que estudos recentes tém mostrado que o DNA do T. cruzi ndo é exclusivo
da forma cardiaca crbnica, podendo ser detectado também nas formas assintomaticas, assim
como a forma cardiaca da doenca pode ndo ser apenas decorrente da presenca do parasito no
tecido, mas também do acometimento do sistema nervoso autonémico (Medei e cols, 2008).

O T.cruzi gera um efeito total e final nos tecidos que seria resultado do acimulo de
efeitos bioquimicos culminando em distdrbios do sistema imunolégico, e assim
neuroendocrinos e cardiovasculares. Esses eventos bioquimicos acontecem simultaneamente,
e como os sistemas estdo interligados, gerando um ciclo semelhante a um mecanismo de
feedback positivo, alterando suas fungdes e desequilibrio homeodinamico (Mosovich e cols,
2008). Em 1950 foram observadas lesdes em ganglios e fibras nervosas autbnomas cardiacas,
salientando que todas as avaliagOes relacionadas ao acometimento do sistema nervoso
autbnomo na doenca de Chagas eram limitadas ao controle da freqiiéncia cardiaca como
marcador de influéncia parassimpatica (Medei e cols, 2008). Tem sido demonstrado que a
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infeccdo crbnica apresenta ganglionites, neurites, perineurites em seu sistema nervoso
intracardiaco, com marcada diminuicdo na densidade ganglionar e despopula¢do neuronal,
tendo como conseqiiéncia a disfuncdo cardiaca (Chapadeiro e cols, 1999; Prata, 2001; Marin-
Neto e cols, 2007). Sabe-se que a lesdo do plexo nervoso parassimpatico dos 6rgdos ocos,
especialmente coragdo e tubo digestivo, estdo entre as alteragcbes morfologicas mais
importantes ocorridas durante a fase crénica da infeccdo chagésica humana, sendo
acompanhada por destruicdo neuronal. No coracdo a disfuncdo autonémica pode afetar
exclusivamente ou em combinacdo as propriedades elétricas do no6 sinusal ou atrio-
ventricular, sistema de conducdo intraventricular e as propriedades elétricas e mecanicas do
miocardio atrial e ventricular (figura 2). Também ocorre a destruicdo de fibras simpéticas,
embora em menor grau que a denervagdo parassimpatica (Medei e cols, 2008; Junqueira Jr,
2012). A intensidade dos distdrbios funcionais autonémicos, sejam simpaticos ou
parassimpaticos, estdo estritamente relacionados com a forma clinica do comprometimento
organico. Geralmente uma disfungéo autonémica mais leve acontece na forma indeterminada
da doenca, enquanto que as disfuncdes mais graves estdo relacionadas as formas digestivas e
cardiodigestivas, e uma disfuncdo moderada na forma cardiaca pura (Chapadeiro e cols, 1999;
Prata, 2001; Marim-Neto et al, 2007; Junqueira Jr, 2012) .

Além das lesdes em diferentes estruturas do sistema nervoso autbnomo, danos
exclusivos inflamatérios e degenerativos nos efetores da influéncia autonémica sobre o
coracdo, como o né sinusal, né atrioventricular e feixe de His podem levar a uma resultante
disfuncdo cardiaca autondmica. Da mesma forma, lesbes no miocardio podem resultar em
disturbios na modulacdo autondmica das propriedades elétricas e mecanicas atriais e
ventriculares. Como também, lesbes nos mecanorreceptores cardiacos e vasculares,
quimiorreceptores centrais e periféricos e fibras neurais aferentes cardiacas e pulmonares,
podem prejudicar respostas ao barorreflexo cardiopulmonar e modificar o quimiorreflexo.
Existem hipéteses que a denervacao/disfuncdo autonémica estd diretamente relacionada com
graves arritmias cardiacas e morte subita (Cunha-Neto e cols, 1995; Chapadeiro e cols, 1999;
Prata, 2001; Marim-Neto et al, 2007; Medei e cols, 2008; Junqueira Jr, 2012).
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Figura 2: Possivel mecanismo fisiopatoldgico da disfun¢do autonémica na doenca de chagas. O
Tripanossoma cruzi pode afetar em combinagdo ou com exclusividade todas as estruturas cardiacas por efeitos
de toxidade e/ou inflamatdrio, resultando em lesBes que afetam a inervacdo autondmica intrinseca, sistema de
excitagdo-condugdo e as fibras cardiacas contrateis (Fonte: Junqueira Jr LF. Insights into the clinical and
functional significance of cardiac autonomic dysfunction in Chagas disease. Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical 45(2):243-252, mar-abr, 2012).

O envolvimento do sistema nervoso autonémico na doenca de Chagas € muito
complexo, sendo seu significado fisiopatolégico e clinico ainda hoje, um dos maiores desafios
a serem superados pelas pesquisas cientificas na doenca de Chagas. Mas € fato que durante a
fase aguda a inervacdo simpatica praticamente desaparece, devido a destruicdo das fibras
nervosas em paralelo a miocardite intensa. J4 na fase cronica acontece uma recuperacao
gradual e completa da inervacdo simpatica cardiaca. Enquanto que a inervacdo parassimpatica
apresenta na fase aguda intensa desnervacdo e consequiente diminuicdo da atividade da Ach,
na fase crdnica encontra-se uma reinervacdo com recuperacdo varidvel de seu estado
funcional. Na forma indeterminada, foi também observada uma disautonomia (Medei e cols,
2008; Chapadeiro e cols,1995), trabalhando com hamsters infectados com diferentes cepas de
T.cruzi, demonstraram pela primeira vez, uma desnervacgéo significativa do plexo cardiaco
durante a fase cronica, muito semelhante aquela observada em humanos com a doenca de

Chagas, possivelmente como consequéncia do processo inflamatério (ganglionite). Esta



34

desnervacdo pode ser considerada como contribuinte para a patogénese das alteracOes
cardiacas (arritmias, extrassistoles, etc.), assim como das manifestacdes digestivas,
(megaesdfago e megacdlon) que ocorrem na doenca de Chagas humana (Chapadeiro e cols,
1995). E de acordo com Medei e cols. (2008), ainda que ndo constitua mecanismo lesivo
primario e independente, a intensa reducdo da populacdo neuronal cardiaca nos varios
estagios evolutivos da doenca sugere especificidade desse processo na infecgdo pelo T. cruzi,
e pode contribuir como mecanismo secundario e amplificador da lesdo produzida pelo
processo inflamatdrio (Medei e cols, 2008).

Também foi sugerida por Ribeiro e cols. (2010) a participacdo de auto-anticorpos
contra receptores muscarinicos e beta-adrenérgicos, como agonistas ou antagonistas, em
pacientes chagasicos, e a funcdo desses auto-anticorpos na génese da disfuncdo autondmica
cardiaca desses individuos com CCC (Ribeiro e cols, 2010). Resultados de trabalhos recentes
tém relacionado os perfis da disfuncdo autonémica e moléculas do eixo neuro-hipofise-
adrenal a diferentes niveis de miocardite, 0 que mostra a interacdo neuro-imune exercendo
papel nos disturbios cardiacos e autondmicos. Mas ndo se pode excluir uma possivel
influéncia da disfuncdo do sistema nervoso autdnomo na resposta imunoldgica na doenca de
Chagas (Perez e cols, 2011).

1.5 TERAPEUTICA NA DOENCA DE CHAGAS

No tratamento da doenca de Chagas foram utilizados inicialmente medicamentos
com a finalidade de combater o parasito, tais como derivados do quinino, aminas, sulfas,
antibidticos e arsenicais que apesar de serem ativos em muitas doencas tropicais, nédo
apresentaram nenhum sucesso. Nos anos 60 iniciou-se o uso dos nitrofuranos, dentre estes, o
mais efetivo foi o nifurtimox (Lampit), com efeito, tripanomicida, mas foi abandonado pelos
efeitos colaterais importantes que apresentava como perda de apetite, emagrecimento,
irritabilidade e alteracdes temporarias de comportamento. Porém essa droga realmente levou a
cura de varios casos agudos e mesmo de alguns crénicos. Mais adiante surgiu outro farmaco,
um derivado imidazolico denominado "benznidazol® (Rochagan), que atua sobre
tripomastigotas e amastigotas, mas também apresentava efeitos colaterais como reacfes na
pele (semelhantes & urticaria), alteracGes digestivas, neurite e diminuigdo de glébulos brancos
no sangue. A elevada frequéncia de efeitos secundarios detectados com o nifurtimox e o
beznidazol tém causado desanimo aos clinicos no tratamento para esta doenca, apesar de que

atualmente sdo as Unicas drogas que continuam em uso, sendo recomendas apenas em casos



35

de doenca aguda comprovada ou em alguns casos cronicos mediante as seguintes situagdes: 1-
diminuir a incidéncia de doenca de Chagas pés-transfusional; 2-prevenir a doenca de Chagas
congénita; 3-prevenir a disseminacgédo e/ou reagudizacdo de um quadro infeccioso quando em
imunodepressdo e 4-prevenir a transmissdo em caso de transplante de orgdos (Storino &
Milei, 1994).

Tendo-se em conta 0s conceitos acima discutidos das interagcbes entre o sistema
nervoso autbnomo e o sistema imune, recentes pesquisas tem sido publicadas referentes ao
papel da neuroimunomodulacdo vagal sobre a evolucdo da cardiopatia chagasica crénica
(Machado e Dias da Silva, 2012). Estratégias terapéuticas que pudessem aumentar a funcdo
vagal cardiaca, por potenciar ou estimular o reflexo anti-inflamatorio vagal poderia ter algum
efeito benéfico na evolucdo da cardiopatia chagasica.

Drogas como o Brometo de Piridostigmina, um agente anticolinesterasico reversivel e,
com efeito vagomimético indireto, o qual tem sido usado tradicionalmente no tratamento da
myastenia gravis, devido sua acdo na placa motora do musculo esquelético, tem demonstrado
algum efeito protetor cardiovascular durante administracdo de curto prazo levando a reducéo
do impacto de marcadores de risco cardiovascular e melhora na disfuncdo autonémica (Serra
e cols,2009; Zimerman e cols, 2010). Alguns estudos tém mostrado que o Brometo de
Piridostigmina melhora a resposta autondémica e hemodindmica ao exercicio em pacientes
com doenga coronariana, previne a disfuncdo do miocéardio e reduz a dispersdo do QTc, além
de aumentar a variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV) e reduzir a arritmia ventricular em
pacientes com insuficiéncia cardiaca (Castro e cols, 2004; Hoyer e cols, 2008; Serra e
cols,2009; Zimerman e cols, 2010). Portanto, uma vez que ela é uma droga vagomimética,
espera-se reduzir o automatismo sinusal, a condutibilidade nodal AV, aumentar o limiar de
excitabilidade cardiaca e reduzir o periodo refratario de né-sinusal e atrioventricular e reduzir
o periodo refratario atrial entre outros efeitos. Também espera-se um efeito relacionado a via
colinérgica antiinflamatoéria, que levaria a uma a melhora dos processos inflamatdrio e
fibrotico, além de uma melhora cardiaca funcional na CCC. Entratanto, na literatura, apenas
um unico trabalho recentemente publicado explora os efeitos do Brometo de Piridostigmina
na doenca de Chagas (Machado e cols., 2012). Tal estudo, porém, avalia os efeitos do
Brometo de Piridostigmina na fase aguda da doenca.

Sabe-se que a doenca de Chagas ¢ uma das mais importantes doencas tropicais
negligenciadas da humanidade, sendo causa de morbidade e mortalidade ndo s6 nas areas
endémicas, mas também em imigrantes agora residindo em areas nao endémicas do mundo.

Este fato tem trazido novos desafios e oportunidades para o entendimento da cronicidade da
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doenga, bem como o desenvolvimento das terapias com drogas que atuem no sistema imune e
sua modulacdo sobre as alteragdes causadas pela doenga. Assim sendo, a exploracdo dessa
modalidade terapéutica seria extremamente importante para a compreensdo e entendimento do
mecanismo da atividade neural na modulacao do sistema imune, da imunidade adaptativa e da
memoria imunobioldgica. E também na identificacdo e descricdo de outros reflexos e vias
neurais como alvos neuroimonomodulatorios para regular a imunidade adaptativa, bem como
a descoberta de novas possibilidades de neurotransmissores e receptores cognatos no
desenvolvimento de novas drogas farmacéuticas para o controle da imunidade. Em adicéo,
esses estudos da resposta inflamatéria mediada pelo nervo vago também poderiam auxiliar na
distingdo das vias neurais que controlam a imunidade daquelas que controlam as outras
funcBes do nervo vago (Serra e cols,2009; Huston & Tracey, 2009; Tracey, 2010; Zimerman
e cols, 2010; Nagajoythi e cols, 2012; Andersson & Tracey, 2012; Tracey,2012).

Na doenca de Chagas tem sido demonstrado em varios estudos, o envolvimento de
uma disfuncdo autondmica relacionada com a resposta imune e o processo inflamatério. O
Brometo de Piridostigmina, sendo um anticolinesterasico, poderia atuar na disfuncédo
autondmica parassimpatica na doenca de Chagas, através da potenciacdo funcional da
Acetilcolina (ACh), afetando a resposta imunolégica durante a inflamacéo a qual é persistente
na fase cronica da doenca de Chagas. A ACh promove, via nervo vago, uma inibicdo da
sintese de citocinas pré-inflamatorias pelas células do sistema imune, como os macré6fagos
que expressam a7-AChRs, diminuindo o processo inflamatério (Tracey, 2007).

Na fase aguda da doenca de Chagas, o Brometo de Piridostigmina, em estudos
realizados por nosso grupo, no Laboratério de Fisiologia e de Parasitologia da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), mostrou-se eficiente na diminui¢cdo do processo
inflamatdrio. Porém mostrou-se ineficiente ao aumentar o nimero de parasitas nos tecidos e
sangue (Machado e cols, 2012). Assim, como foi avaliado seu efeito durante a fase aguda da
doenca, seria necessaria a avaliacdo desse efeito terapéutico na fase cronica, observando se ha
ou ndo influéncia sobre a evolucdo da doenca de Chagas e menor grau de danos aos tecidos

afetados pelo parasita Tcruzi.
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2 OBJETIVO
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da estimulacdo colinérgica com o Brometo de Piridostigmina sobre
os parametros funcionais eletrocardiograficos, autonémicos cardiacos, histologicos,
imunolodgicos e parasitogicos em camundongos C57BL/6j infectados com a cepa Romildo do

Trypanossoma cruzi no estagio crénico da infeccdo chagasica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliacdo do efeito da estimulacéo colinérgica prolongada sobre a disfuncéo
autondmica cardiaca na fase cronica da doenca de Chagas.

» Avaliar o efeito da infeccdo cronica por Trypanosoma cruzi sobre a
variabilidade da frequéncia cardiaca, por meio da analise espectral, em animais tratados com o

anticolinesterasico, o brometo de piridostigmina.

> Avaliar se ha disfuncdo autonémica cardiaca por meio de bloqueio autonémico
farmacologico com atropina e propranolol em camundongos tratados com o

anticolinesterasico, o brometo de piridostigmina, em resposta a infeccéo cronica pelo T. cruzi.

2.2.2. Avaliacdo da estimulacéo colinérgica prolongada sobre parametros parasitologicos,
imunoldgicos (citocinas), funcionais cardiacos e morfolégicos em coragdes de animais
chagasicos croénicos

»  Avaliar apresenca do T. cruzi durante a infecgdo cronica, mediante a

parasitemia, em camundongos tratados com anticolinesterasico, o brometo de piridostigmina.

»  Avaliar os parametros eletrocardiograficos em camundongos tratados com o

anticolinesterasico, o brometo de piridostigmina, durante a infec¢do cronica pelo T. cruzi.
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»  Confirmar os achados histopatologicos (parasitismo tissular, miocardite,
ganglionite e fibrose) nos cora¢fes dos camundongos tratados com anticolinesterésico, o

brometo de piridostigmina, no estagio de infeccéo cronica pelo Trypanosoma cruzi.
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3 METODOLOGIA
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3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos isogénicos
C57BL/6j, machos, com peso entre 20-30 gramas, provenientes do biotério da Disciplina de
Fisiologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba, MG.

Os animais em experimento 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 Care and Use of Laboratory Animals”
preparado pelo “National Institut of Health” dos E.U.A. [DHEW publicacdo no. (NIH) 80-
123, revisado, 1978] e com a normas do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFTM.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais experimentais estudados foram divididos em quatro grupos experimentais
de acordo com a presenca ou ndo de infeccdo chagésica ou de tratamento com o Brometo de
Piridostigmina. O numero de animais utilizados em cada grupo e em cada protocolo
experimental foi indicado nos resultados dos experimentos realizados. Os quatro grupos

experimentais estdo detalhados abaixo:

GRUPO 1 (Con-NT): Camundongos C57BL/6j inoculados com sangue de camundongo nao
infectado, fazendo ingestdo de adgua (controle ndo tratados com Brometo de Piridostigmina),

avaliados no 6° més apds inoculacdo (fase crénica da infeccao).

GRUPO 11 (Con-Pirido): Camundongos C57BL/6j inoculados com sangue de camundongos
ndo infectados, fazendo ingestdo de agua com brometo de piridostigmina a partir do 5° més,

por 30 dias e avaliados no 6° més apos inoculagao (fase crénica).

GRUPO IIl (Chg-NT): Camundongos C57BL/6j inoculados com 15.000 formas
tripomastigotas da cepa Romildo do Trypanossoma cruzi, fazendo ingestdo de agua
(Chagésicos ndo tratados com Brometo de Piridostigmina), estudados na fase cronica da

infecc@o(6° més apos infecgéo).
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GRUPO IV (Chg-Pirido): Camundongos C57BL/6j inoculados com 15.000 formas
tripomastigotas da cepa Romildo do Trypanossoma cruzi, fazendo ingestdo de agua com
Brometo de piridostigmina a partir do 5° més, tratados por 30 dias e avaliados no 6° més apos
a infecgéo pelo T. cruzi (fase cronica).

O Brometo de Piridostigmina foi dissolvido diariamente na agua de beber dos
animais numa concentracdo em torno de 0.084 mg/mL, o que perfaz uma massa ingerida
média diaria de 30 mg/Kg. As trocas diarias foram sempre efetuadas no final da tarde e inicio
da noite (entre 17:00 e 19:00hs), para aproveitar o periodo de vigilia e de ingesta hidrica dos

animais, o qual € mais importante durante a noite.

3.3 INOCULACAO DO PARASITA

Os animais dos grupos chagasicos foram pesados e a seguir infectados pela
inoculacdo intraperitoneal (i.p.) de 15.000 formas tripomastigotas da cepa Romildo do
Trypanosoma cruzi em 0,1 mL sangue de camundongos infectados. Apds a infeccdo, os
animais foram alojados em gaiolas plasticas, onde tiveram acesso a racdo (Nuvilab CR1,
Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba, PR) e a 4gua.

Os grupos de animais controles, de mesmo peso inicial e sexo, receberam por via i.p.
0,1 mL de sangue de camundongos ndo infectados. Ambos os animais infectados e controles
foram submetidos aos mesmos protocolos experimentais entre 0 5° e 0 6° més apos infecgédo

(fase cronica da infecgéo).
3.4 AVALIACAO DA PARASITEMIA

3.4.1 Microhematdcrito

A infeccdo pelo Trypanossoma cruzi foi confirmada através da técnica de
microhematdcrito, a qual detectou parasitas circulantes no sangue periférico no 12° dia da
infeccdo. A técnica consiste na coleta de sangue atraves do plexo orbital, em um tubo
de microhematocrito heparinizado. A seguir esses tubos foram vedados e centrifugados a
10.000 rpm (5 minutos). Os parasitas (forma tripomastigota) restantes entre a camada de

células vermelhas e plasma foram identificados por microscopia. A positividade no 12° dia (a
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partir da inoculagdo) foi considerada um indice de infeccdo nos animais chagéasicos. Os
resultados sdo expressos como positivos ou negativos, sendo que o resultado foi considerado

positivo se qualquer tubo foi positivo e negativo, se todos foram negativos.

3.5 ESTUDO ELETROCARDIOGRAFICO CONVENCIONAL

Para a realizacdo do estudo eletrocardiografico convencional, os animais foram
anestesiados com Tribomoetanol (1,25%) com uma dose de 250 mg/Kg, via intra peritoneal.
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
(Bioeletric Amplifier, 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 Agdados 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 obtencédo das derivagdes classicas (D1, D2, D3, aVR, aVL, aVF). As
derivacdes precordiais foram as seguintes: VA = eletrodo colocado no 4° espaco intercostal
direito sobre a linha hemiclavicular; VB = eletrodo no 5° espago intercostal esquerdo na linha
hemiclavicular; VC = eletrodo no 5° espaco intercostal esquerdo na linha axilar anterior
(Bestetti e cols., 1987, 1988).

O registro eletrocardiografico basal foi realizado em todos 0s grupos experimentais
estudados no primeiro dia que antecede a infeccdo, primeiro dia que antecede o tratamento
com brometo de piridostigmina (5° més ap6s a infec¢do) e ao final do protocolo experimental,
no 6° més apos a infeccdo (anteriormente a cirurgia para implante de eletrodos e canulacgéo).

Foi realizada a analise das seguintes variaveis dos ECGs: a) duracdo do intervalo RR
(iIRR) em D2; b) duracdo da onda P (dP) em D2, D3, aVF e VB; c) duracdo do intervalo PR
(iPR) em VB; d) duracdo 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
[(QaTc = iQaT/raiz(iRR)]. Os célculos de duracdo e amplitude dos parametros
eletrocardiograficos foram realizados empregando-se o software Aqdados. Além destes
parametros, tambeém foram analisados por inspecdo do tragado do registro de ECG, a presenca
de arritmias cardiacas, bloqueios atrios-ventriculares e intra-ventriculares entre outras

alteracdes.
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3.6 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.6.1 Implante de eletrodos

Ap0s o registro convencional do 3° ECG no 6° més da infeccdo (fase cronica), 0s
animais foram anestesiados com Tribomoetanol (1,25%) com uma dose de 250 mg/Kg, via
intra peritoneal (i.p) , sendo submetidos ao implante cirdrgico de um par de eletrodos de ago
inoxidavel posicionados a cada lado da regido dorsal alta para o registro continuo do ECG
(derivacdo 1) 48-72h horas apds. Os eletrodos foram confeccionados empregando-se um
conector de 3 pinos derivado de um conector de 40 pinos (modelo BTPS-40). Trés fios de aco
inoxidavel finos, flexiveis e encapados com teflon foram soldados ao conector de trés pinos
(pinos laterais: eletrodos ativos e pino central: eletrodo terra). As extremidades livres dos fios
de aco inoxidavel foram entdo fixadas no subcutaneo a cada lado da regido dorsal alta de
modo a permitir o registro da derivacdo I, enquanto o conector de trés pinos e o a extremidade
do fio central foram suturados na regido cervical dorsal do animal, de modo a impedir uma

eventual remocdo acidental.

3.6.2 Canulacéo venosa

Juntamente a cirurgia para implantacdo dos eletrodos referidos acima, 0s
camundongos foram submetidos ao implante cirargico de canulas de polietileno. As canulas
foram confeccionadas com polietileno PE-10 fundidas a uma extensdo de polietileno PE-50
(Clay-Adams Inc.). Estas canulas foram introduzidas na veia jugular esquerda, guiadas
subcutaneamente, e exteriorizadas no dorso do animal, a fim de permitir a administracdo de
drogas, para avaliacdo do bloqueio farmacolégico.

Ao final do procedimento cirargico (implante dos eletrodos e canulacdo venosa), 0s

animais foram colocados em gaiolas individuais para recuperar da anestesia e cirurgia.

3.7 REGISTRO CONTINUO DO ELETROCARDIOGRAMA

Ap0s 48-72h horas de recuperagéo cirurgica, 0s animais, canulados e com eletrodos
de ECG implantados, foram conectados ao sistema de aquisicdo de dados do sinal do

eletrocardiograma. O registro basal de 30 minutos do eletrocardiograma foi realizado em
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animais conscientes e com livre movimentagdo. A frequéncia de aquisicdo de sinal foi de
3000 Hz. O horério de registro foi rigorosamente obedecido entre as 8:00 horas da manha e as
17:00 horas da tarde. Através dos sinais coletados do ECG foi analisada a variabilidade da

frequéncia cardiaca (VFC).

3.8 BLOQUEIO AUTONOMICO FARMACOLOGICO

O blogueio autonémico farmacologico, empregado para a avaliacdo da resposta
parassimpética e simpética, foi feito através da administracdo endovenosa de sulfato de
atropina (1 mg/Kg) e propranolol (1 mg/Kg), respectivamente. Em cada grupo experimental,
metade dos animais recebeu atropina e em seguida, apds 15 minutos, receberam propranolol e
a outra metade recebeu propranolol, seguido de atropina 15 minutos depois. Assim o efeito

vagal e o efeito simpatico, respectivamente foram avaliados em cada grupo experimental.

3.9 ANALISE DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

A partir de sinais de ECG continuo, séries temporais de intervalo RR (iRR) foram
geradas batimento a batimento por processamento do sinal mediante software apropriado
(Linear Analysis, University of Milan, Italy). As séries temporais de intervalos RR obtidas
foram utilizadas para o estudo da analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca.
Foram calculados a média e a variancia dos valores de iRR, uma vez que a variancia € um
indice estatistico de avaliacdo da variabilidade no dominio do tempo (Task Force, 1996).

Os parametros de variabilidade cardiovascular foram estimados no dominio da
frequiéncia pelo célculo das densidades espectrais nas bandas de muito baixa (VLF,<0.1Hz),
baixa (LF, 0.1-1.0 Hz) e alta frequéncia (HF,1.0-5.0Hz), empregando-se o algoritmo de
analise espectral autoregressiva (Task Force, 1996). Assim quantificou-se a freqiiéncia central
e a poténcia espectral de cada componente em unidades absolutas, bem como em unidades
normalizadas (nu). O procedimento de normalizacédo foi realizado pela divisdo da poténcia do
componente de baixa freqiiéncia (LF) ou de alta freqiiéncia (HF) pela poténcia espectral total
menos a poténcia espectral do componente de muito baixa freqiiéncia (VLF) multiplicado por
100 [(area/variancia total-VLF) x 100]. (TASK FORCE, 1996; MALLIANI, 2000).
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3.10 ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

Apos o estudo funcional, o coracdo de cada animal foi retirado, lavado em soro
fisiologico a 0,9% e fixado em formalina tamponada a 10%. O coracéo foi cortado no sentido
longitudinal (04 camaras) 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), Picrosirius Red, e também se utilizou da
técnica de Peroxidase Anti-Peroxidase (PAP) para T.cruzi. As laminas de HE e PAP foram
examinadas ao microscopio optico (Axiolab, Carl Zeiss Inc., Germany). Ja as laminas coradas
com Picrosirius red foram analisadas a partir de captura de imagens por camera fotogréfica
digital para morfometria de fibrose, pelo programa pelo KS300 (Karl Zeiss).

Através da coloracdo de HE realizou-se a analise do miocéardio atrial e ventricular, o
pericardio, o endocardio e a inervacao intrinseca do coracdo (ganglios autondmicos e feixes
nervosos). As alteragdes histolégicas foram caracterizadas por meio de uma abordagem semi-
quantitativa, utilizando-se um sistema semi-quantitativo de pontuacdes, segundo Chapadeiro e
cols (1988). A avaliacdo nas diferentes regifes do coracdo classificou o grau de infiltrado
inflamatério em cinco categorias: ausente (-), discretissimo (-/+), pouco discreto (+/-),
discreto (+), moderado (+ +) e intenso (+ + +). Com base na categoria preponderante nas
varias regibes avaliadas de uma pontuacdo global de inflamagdo miocardica foi definida para
cada animal.

Pela técnica de Picrosirius-Red, avaliou-se o processo de fibrose. Esta técnica
consiste basicamente na coloracdo da proteina colageno, presente nas fibras colagenas nas
fibras reticulares, nas cartilagens e nas membranas basais, em vermelho pelo Sirius Red, e do
DNA e RNA em azul, pela hematoxilina, e também do citoplasma das células musculares e
epiteliais em réseo ou amarelo pelo acido picrico. A realizacdo dessa técnica segiu 0s
seguintes passos, primeiro corou-se na Solu¢do de picrosirius durante 45°, lavou-se
rapidamente em agua, corou-se com hematoxilina de Harris o dobro do tempo usual, pois
acido picrico da solucdo de picrosirius se encarrega de retirar parte da hematoxilina. A seguir
lavou-se em &gua durante 10-15’ e para finalizar desidratou, diafanizou e montou os cortes em
resina.

A técnica de imunoshistoquimica avaliou a presenga de antigeno parasitario, pelo

acumulo de material PAP-positivo, facilitando a visualiza¢éo de ninhos de amastigotas. Para a
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técnica, desparafinou 5’ em cada xilol(l, Il, I1I1), hidratou em agua destilada, colocou-se as
laminas em tampdo citrato pH 6,0, em cuba de plastico totalmente completa; colocou-se outra
cuba com agua; ligando-se o microondas em poténcia maxima, em dois ciclos de 15’ ¢ 10’
respectivamente; fervendo pelo menos 9’ e 5’ respectivamente; e deixando 20’ dentro do
forno, com a porta aberta, esfriando; observando que a lamina ndo pode secar. A seguir
lavaram-se as laminas em agua corrente; colocando em PBS pH 7,0, por 5’; e incubou-se com
0 anticorpo primario (anti-T.cruzi) over-night(anticorpo primério diluido em BSA (bovine
serum albumine) 5%/Azida sddica 0,1%. Para finalizar, lavou-se as laminas com PBS 2 vezes
(segunda lavagem por 5’); contornou-Se COm a compressa; colocou-se 0 anticorpo secundario
(biotinilado anti-coelho) (30°); e lavou-se com PBS 2 vezes (segunda lavagem 5°);
contornando com a compressa. Enfim colocou-se o anticorpo terciario (30’), lavando com
PBS. Revelou-se com agua oxigenada 0,3% (20 pL) com cromégeno (DAB); observando ao
microscopio; e realizou-se uma contra-coloragdo com hematoxilina a 50% por 30 segundos;

desidratou-se, diafanizou-se e montou-se as laminas.

3.11 DETERMINACAO DE CITOCINAS SERICAS

Ao final do protocolo experimental, foi coletado o sangue de animais de cada grupo,
através da veia cava inferior, e colocado em tubos secos, a seguir foram centrifugados e assim
foi coletado o soro desses animais para dosagem de citocinas do perfil Thl (IFN-y, TNF-a,
IL-2) e do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-10). Aliquotas de soro foram separadas e congeladas a -
20°C para posterior detec¢do das citocinas séricas por ELISA e citometria de fluxo. O ensaio
da detec¢do de citocinas foi realizado no laboratdrio de Imunologia da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro (UFTM).

3.11.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA tipo sandwich) utilizando pares de anticorpos
comercialmente disponiveis, foram dosadas as citocinas do perfil Thl, IFNy, e do perfil Th 2,
IL-10 presente no soro dos animais ndo-infectados e infectados.

Placas de polipropileno de alta afinidade, com 96 pogos de fundo chato (NUNC-
Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais (50pL) contra IFN-y

e IL-10 (OptEIATM, Biosciences Pharmingen, 1:250 diluidos em tampao Coating
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(cabornato/bicarbonato, pH 9,2) “overnight” a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas
com PBS/Tween a 0.05% em lavadora automatica, bloqueadas por 4 horas em temperatura
ambiente, em solucdo PBS-BSA (solucgéo salina tamponada com fosfato mais albumina sérica
bovina a 2%) e lavadas novamente com PBS/Tween a 0.05%. As amostras foram distribuidas
em diluicdes 1:2 em PBS BSA 2%. As amostras foram incubadas “ overnight” a 4°C, as
placas foram lavadas novamente com PBS/Tween a 0.05%e distribuiu-se anticorpo
secundario, conjugado com biotina por 2 horas a 37°C. As placas foram novamente lavadas
com solucdo de PBS/Tween a 0,05% e incubadas com peroxidase (2 horas a 37°C).
Finalmente, ap6s nova lavagem com solucdo de PBS/Tween a 0,05%, as placas foram
incubadas com nitrofenil-fosfato (NPP) (Sigma) 1mg/ml em tampéo di-etanolamina pH 9,4,
protegidas da luz. As placas foram lidas em leitor de microplacas com o filtro de 405nm
(Biorad 2550 Reader EIA, USA). A concentracdo das citocinas foi determinada por analise da

absorbancia obtida nas amostras.

3.11.2 Citometria de Fluxo(Cytometric Bead Array)

O Kit CBA (BD Biosciences) (cytometric beads array) foi usado nesse estudo para a
quantificacdo das citocinas do perfil Th1(TNF-a, IL-2) e do perfil Th2(IL-4, IL-5) em uma
mesma amostra.

Seis populagdes de beads 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 citémetro de fluxo FACScalibur (BD).

As populacbes 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 o0
fluorocromo PE, e depois incubadas com as amostras para formar o ensaio "em sanduiche”.
Os tubos para aquisi¢do foram preparados com: 50 pL de amostra, 50 pL da mistura de beads
e 50 pL do reagente de deteccdo Th1/Th2 PE (Mouse Th1l/Th2 PE Detection Reagent/1 vial,
4mL). O mesmo procedimento foi realizado para a obtencéo da curva-padrao. Os tubos foram
homogenizados e incubados por trés horas, em temperatura ambiente, no escuro. Os

resultados foram gerados em gréaficos e tabelas utilizando-se o software CellQuest (BD).
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3.12 PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION) CONVENCIONAL

PCR consiste em uma técnica de biologia molecular a fim de detectar os parasitas no
sangue periférico e tecido cardiaco de todos os animais apds 6 meses da infeccdo(fase
cronica) no final do periodo experimental. A técnica consiste na deteccdo sensivel de
parasitas, sendo uma técnica adequada no monitoramento da Doenca de Chagas Cronica, uma

vez que poderia ter uma estimativa de reativacdo da doenca.

3.12.1 PCR de amostras de sangue

Para tal experimento foi colhido amostra de sangue total em tubos
contendo 6M guanidina HCI com 0,2 M EDTA (pH 8) (V/V). Desse lisado, foi extraido o
DNA. Primeiramente homogeneizaram os tubos contendo o lisado, coletaram-se 300uL e
transferiu-se esse volume para tubos ependorfs (1,5mL) (tubo 1), foi entdo acrescentado
200pL de fenol destilado e tamponado(parte inferior, uma vez que a parte superior é tampé&o).
A seguir adicionou-se 200uL de cloroférmio, homogeneizando lentamente os tubos.
Centrifugou os tubos a 10000 por 5 minutos, coletando a seguir o sobrenadante e
transferindo-o para outro tubo ependorf (1,5 mL) (tubo2). Foi acrescentado ao pellet (tubo 1)
200uL de agua destilada autoclavada e irradiada, tampando e agitando lentamente por 5
minutos. Centrifugou a 10000 rpm por 5 minutos , coletou o sobrenadante, transferindo-o para
0 tubo 2. Neste adicionou-se cloroférmio V/V, homogeneizando-o por 5 minutos,
centrifugou-os 10000 rpm por 5 minutos. A seguir aspirou-se 300uL do sobrenadante
transferiu para outro tubo ependorf (1,5mL) e entdo foi adicionado 30uL (10%) de acetato de
sodio (3M, pH5,2) e 2 uL de glicogénio (40mg/mL) com volume final de 330uL. Apos
acrescentou-se 660 pL de etanol destilado gelado (2v/v), homogeneizou-se com o dedo, e
deixou 15 minutos em banho de gelo. Centrifugou os tubos a 13000 rpm por 15 minutos,
decantou-se, adicionou-se 200uL de etanol 70% e homogeneizou-se com o dedo.
Centrifugou-se por 15 minutos a 13000rpm. Deixou-se decantar e secar. E finalmente
adicionou-se 30pL de LOW-TE, homogeneizando-se e armazenando a 4°C.

Apos 36 horas da extragdo do DNA, foi feito a amplificagdo do fragmento
desejado(330pb) na reacdo de PCR, esta sendo realizada com os iniciadores 121- 5’
AAATAATGTACGGGGAGATGCATGA 3 e 122- 5
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA 3°, relativa a regido constante dos minicirculos da
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rede de KDNA do T.cruzi . A amplificagdo especifica do DNA do T.cruzi foi realizada com
um mix em um volume final de 20uL, contendo 10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 0,1% Triton X-
100, 3,5mM MgClz, 75 mMKCI, 0,2 mM de cada dNTP (dATP,dCTP, dGTP e dTTP), 1,0
unidade de Taq DNApolimerase, 20pmol de cada iniciador (121 e 122), 2uL de DNA e 30 pL
de 6leo mineral.

A seguir o mix foi levado ao termociclador para a reacdo de amplificagdo, sendo a
primeira etapa de 1 ciclo de desnhaturacdo a 95° C por 5 minutos, uma segunda etapa de 35
ciclos de desnaturacdo a 95° C por 1 minuto. A associa¢do a 65° C por 1 minuto e a extensao
a 72° C por 1 minuto, seguida de uma outra extensdo de 10 minutos.

Para finalizar o experimento, foi feito a revelagdo dos produtos da reacdo por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6,0% corados com Nitrato de Prata. E entdo fotografou-

se 0s resultados expostos nos géis de poliacrilamida, em camera digital.

3.12.2 PCR de amostras de Tecido Cardiaco

A metade dos coragdes foi destinada a analise por PCR, sendo esse tecido macerado
sobre plastico transparente (7x7 cm) esterilizados previamente com alcool 70% e radiacdo UV
por 15 minutos. A seguir, esse macerado de tecido cardiaco foi transferido para tubos
ependorfs (1,5 mL) estéreis, sendo submetidos a extracdo de DNA pelo método da lise
alcalina, este caracterizado por acréscimo de 187,5 pL de NaOH (50mM) e 30uL de bleo
mineral. Esses tubos foram levados ao vortex, e fervidos em agua Milli-Q por 15 minutos em
banho-maria.

A seguir fez-se a neutralizacdo com adi¢do de 30 pL de Tris-HCI 1M (pH= 8,0,
130mM) agitando-se no vétex, e centrifugou-os a 10.000 rpm por 20 segundos. A fase
intermediaria formada, foi transferida para outro ependorf (0,5mL) na diluicdo 1:5 (10pL
DNA +40puL de agua Milli-Q estéril . Entdo armazenou a amostra a -20° C.

Apobs 36 horas da extracdo do DNA, foi feito a amplificacdo do fragmento desejado
(330pb) na reacdo de PCR, esta sendo realizada com os iniciadores 121-
S’AAATAATGTACGGGGAGATGCATGA 3 e 122-
5’GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA3’, relativa a regido constante dos minicirculos
da rede de KDNA do T.cruzi . A amplificagéo especifica do DNA do T.cruzi foi realizada
com um mix em um volume final de 20uL, contendo 10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 0,1% Triton
X-100, 3,5mM MgClz, 75 mMKCI, 0,2 mM de cada dNTP (dATP,dCTP, dGTP e dTTP), 1,0
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unidade de Taq DNApolimerase, 20pmol de cada iniciador (121 e 122), 2uL de DNA e 30 pL
de 6leo mineral.

A seguir o mix foi levado ao termociclador para a reacdo de amplificacdo, sendo a
primeira etapa de 1 ciclo de desnaturacdo a 95° C por 5 minutos, uma segunda etapa de 35
ciclos de desnaturacdo a 95° C por 1 minuto. A associagdo a 65° C por 1 minuto e a extensao
a 72° C por 1 minuto, seguida de uma outra extensdo de 10 minutos.

Para finalizar o experimento, foi feito a revelacdo dos produtos da reacdo por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6,0% corados com Nitrato de Prata e entdo fotografou-

se os resultados em camera digital.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados numéricos foram expressos como média (+ E.P.M.), ou como
mediana e os percentis de 25% e 75%. Uma avaliagdo da normalidade de distribuicéo, pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov, e da homogeneidade da varianca, pelo teste de Bartlett, foi
efetuada em todos os parametros numeéricos coletados, a qual permitiu classificar cada
conjunto de resultados como dados paramétricos ou ndo-paramétricos. Os dados paramétricos
foram comparados entre os grupos através do teste de ANOVA de dois fatores (tratamento X
doenca) seguido do teste de comparacGes mdultiplas de Tukey. Os dados ndo paramétricos
foram comparados entre os grupos dois a dois pelo teste de Mann-Whitney ou pelo Teste
Exato de Fisher para variaveis qualitativas. Foram consideradas significantes as comparagoes

com uma probabilidade de ocorréncia de erro tipo | menor do que 0,05.
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4 RESULTADOS
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A técnica do microhematdcrito realizada 12 dias apés infeccdo (fase aguda) confirmou
em 100% dos animais inoculados, a presenga do T.cruzi.

Os parametros eletrocardiograficos avaliados no 1°dia de protocolo, no 1° dia anterior
ao tratamento e ao final do tratamento, podem ser vistos na tabela 1, 2 e 3, respectivamente.
Na tabela 1 observam-se os resultados do 1° eletrocardiograma realizado em todos os animais
no dia 0, antes de iniciar o experimento. N&o houve diferenca significativa entre os grupos
estudados, nos diferentes parametros analisados.

Na tabela 2 encontram-se os resultados do eletrocardiograma realizado antes de iniciar
o tratamento com o brometo de piridostigmina, cinco meses apds a infeccdo. Os animais
chagésicos nao tratados (grupo Chg-NT) e os animais chagésicos tratados (grupo Chg-Pirido)
apresentaram uma significativa elevacdo dos parametros eletrocardiograficos dP, dQRS, iQaT
e iQaTc, sugerindo um acometimento global das estruturas cardiacas.

Na tabela 3 encontram-se os resultados de eletrocardiograma um més apds o
tratamento, e seis meses apds infeccdo. Os animais Chg-NT continuam com uma elevagéo
significativa nos parametros eletrocardiograficos dP, dQRS, iQaT e iQaTc, além de iRR, e
iPR, sugerindo um acometimento global de todas as camaras cardiacas. Mas o tratamento com
brometo de piridostigmina tendeu a reduzir de forma significativa o intervalo PR, a dP, e 0s
parametros eletrocardiograficos relacionados a funcéo ventricular (dQRS, iQaT e iQaTc) nos
animais chagésicos (Chg-Pirido). Os resultados sugerem que o tratamento com Brometo de
piridostigmina pode ser efetivo em melhorar alteracBes elétricas induzidas pela doenca de
Chagas crbnica. Os animais controles ndo tratados e tratados (grupos Con-NT e Con-Pirido,
respectivamente), ndo apresentaram alteracbes nos pardmetros eletrocardiograficos
analisados, como era esperado para 0s grupos ndo infectados, exceto pelo parametro +PR, o

qual foi significativamente maior no grupo Con-Pirido em compara¢dao com o grupo Con-NT .
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Tabela 1: Eletrocardiograma 1. Valores médios (+E.P.M.) dos pardmetros eletrocardiograficos em
camundongos C57BL/6j anestesiados e coletados 1 dia do inicio do protocolo experimental.

Con-NT Con-Pirido Chg-NT Chg-Pirido
(n=17) (n=17) (n=17) (n=17)
IRR (ms) 130.57+3.29 157.58+5.96 140.77+£3.47 150.57+4.73
dP (ms) 13.7 £1.40 13.91+1.47 12.52+0.66 13.29+0.88
IPR (ms) 36.32+2.04 36.19+2.44 36.89+1.12 32.8+1.99
dQRS (ms) 14.58+1.46 15.24+1.79 13.9+0.57 12.65+0.79
iQTa (ms) 20.46+2.32 23.15+3.47 20.52+1.18 16.96+1.55
iQTc (ms'?) 1.79+0.66 1.87+0.95 1.73+0.10 1.3840.12

Nenhuma diferenga estatistica significativa (Teste Mann-Whitney).

Tabela 2: Eletrocardiograma 2.Valores médios (xE.P.M.) dos pardmetros eletrocardiogréficos em
camundongos C57BL/6j anestesiados tratados com brometo de piridostigmina (Pirido) ou ndo (ndo tratados —
NT) e coletados no 5° més apds a inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (ndo inoculado controle — Con).

Con-NT Con-Pirido Chg-NT Chg-Pirido

(n=10) (n=12) (n=13) (n=17)
IRR (ms) 139.7345.22 150.8316.02 139.04+5.62 133.351+4.04
dP (ms) 13.87+1.50 13.841.37 18.56+0.51" 18.84+0.72%
iPR (ms) 38.83+2.61 38.72+2.28 40.64+0.98 40.17+1.29
dQRS (ms) 14.6+1.86 13.61+1.43 17.53+1.08" 17.06+1.00*
iQTa (ms) 20.74+2.26 17.14+1.60 22.28+0.96" 21.2+1.01%
iQTc (ms'?) 1.74+0.51 1.42+0.50 1.9+0.08" 1.84+0.09"

("p <0,005 versus Con-NT e #P<0.005 versus Con-Pirido).
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Tabela 3: Eletrocardiograma 3. Valores médios (+E.P.M.) dos pardmetros eletrocardiograficos em
camundongos C57BL/6j anestesiados tratados com brometo de piridostigmina (Pirido) ou ndo (ndo tratados —
NT) e coletados no 6° més apds a inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (ndo inoculado controle — Con).

Con-NT Con-Pirido Chg-NT Chg-Pirido
(n=10) (n=12) (n=10) (n=17)

IRR (ms) 137.56+3.37 141.0545.38 152.54+5.01" 152.98+12.93
dP (ms) 14.01+1.53 13.38+1.51 18.68+0.52"% 14.63+0.53
iPR (ms) 37.93+1.96 44.38+2.51" 45.45+2.22" 43.2+0.99
dQRS (ms) 14.45+1.39 13.47+1.37 15.04+0.53 14.5+0.41
iQTa (ms) 17.77+1.87 17.35+1.38 22.47+1.04" 18.21+0.59
iQTc (ms?) 1.51£0.51 1.49+0.47 1.8340.09" 1.5140.06

("p <0,005 versus Con-NT e #p<0,005 versus Chg-Pirido e *P<0.005 versus Con-Pirido).

Na tabela 4 observam-se os resultados da andlise da variabilidade do intervalo RR no
dominio do tempo (variancia) e no dominio da frequéncia (analise espectral), avaliada pelas
modificagdes autondmicas. Houve uma reducdo significativa da variabilidade total
(variancia), dos componentes VLF, LF e HF do intervalo RR nos animais Chg-NT em
comparagdo com os animais Con-Pirido e Con-NT. O tratamento com Brometo de
Piridostigmina foi eficaz para uma melhora de algumas dessas alteragfes decorrentes da
doenca de Chagas nos animais Chg-Pirido, como os componentes VLF, HF, além da
variancia, os quais foram melhorados de forma significativa. Esses achados podem ser
confirmados ao observar os resultados obtidos ao se realizar os blogueios farmacolégicos, 0s
quais mostraram um marcado aumento do efeito vagal cardiaco nos animais Chg-Pirido, sem

modificacdo no efeito simpatico (figura 3).
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Tabela 4: Valores médios (xE.P.M.) dos parametros de variabilidade do intervalo RR em camundongos
C57BL/6j tratados com brometo de piridostigmina (Pirido) ou ndo (ndo tratados — NT) e coletados no 6° més
apos a inoculacdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (ndo inoculado controle —Con).

Con-NT Con-Pirido Chg-NT Chg-Pirido
(n=9) (n=9) (n=9) (n=12)

Valor médio (ms)  117.97+3.97 112.67+4.14 104.27+4.32 113.74+4.33
FC (bpm) 516.81+8.35 543.57+9.06 590.61+9.82 539.0748.76
Varidncia (ms?)  218.61+12.35 148.96+9.91 32.13+5.12"% 63.5746.11
VLF (ms?) 106.06+8.93 69.37+7.23 11.76+2.84"% 22.60+3.90

LF (ms?) 57.84+6.28 52.31+6.23 11.10+3.77 21.9945.09

LF (nu) 51.83+4.13 56.24+4.09 47.80%4.57 39.25+4.91

HF (ms?) 54.71+6.86 27.19+4.44 9.01#3.19"% 18.78+3.53

HF (nu) 47.54+4.11 41.80#3.97 48.05+4.49 58.70+4.86
LF/HF 2.31+1.53 4.04+1.48 2.60+1.54 2.9242.01

("p <0,005 versus Con-NT e &p<0,005 versus Chg-Pirido).
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Figura 3: Valores médios (+ E.P.M.) das respostas de freqiiéncia cardiaca (FC) ao propranolol (efeito simpatico)
ou a atropina (efeito vagal) em camundongos C57BL/6j tratados com brometo de piridostigmina (Pirido) ou nao
(néo tratados — NT) e coletados no 6° més apos a inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (ndo inoculado
controle — Con). ("p <0,015 versus Con-NT e #p<0,004 versus Chg-Pirido e P<0.004 versus Con-Pirido).
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Quando foi avaliado o peso cardiaco relativo (figura 13) percebe-se que o grupo
representado pelos animais Chg-NT apresentaram um peso relativo acima do normal, com um
valor de 8,71 mg\g. Ja os animais do grupo Chg-Pirido apresentaram um valor de 5,71 mg\g,

semelhante aos valores dos pesos relativos dos grupos Con-NT, com um valor de 6.68 mg\g e

Con-Pirido com um valor de 5,91 mg\g.

P/PC(g/mg)

Figura 4: Valores médios do peso relativo (mg/g) do coragdo de camundongos C57BI/6j tratados com brometo
de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-NT) e coletados 6° més depois da inocula¢do com T. cruzi (Chg) ou
com veiculo (Con-NT e Con-Pirido) . ("p <0,029 versus Con-NT e 4p<0,005 versus Chg-Pirido).



59

Os exames histopatoldgicos analisados semi-quantitativamente, de forma geral,
mostraram varia¢Ges na reacdo inflamatdria, sendo pouco discreto a discreto no grupo Chg-
Con; no grupo Chg-Pirido foi discretissimo, e nos animais Con-NT e Con-Pirido houve
auséncia do mesmo. Os coragfes foram analisados semiquantitativamente nas seguintes
regides: atrios, ventriculos, juncdo atrio-ventricular, pericardio, epicardio, ganglios e
neurdnios, com a finalidade de discriminar o local mais frequente da presenca dos fenémenos
inflamatdrios. Exemplos representativos dos achados descritos para cada regido sao mostrados
nos apéndices A, B,C,D,E,FeG.

Nos coragdes foram observados em geral, 16,67 % dos animais Chg-NT um infiltrado
inflamatdrio discreto e 83,33 % desses animais um infiltrado inflamatorio pouco discreto. No
grupo Chg-Pirido, 49 % dos animais apresentaram um infiltrado inflamatorio discretissimo e
51 % auséncia de processo inflamatorio. No grupo Con-NT e os animais Con-Pirido
mostraram auséncia de processo inflamatorio (tabela 5).
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Tabela 5: Valores de scores inflamatério para coragdes de camundongos C57BI/6j tratados com brometo de
piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-NT) e coletados 6° més depois da inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou
com veiculo (Con-NT e Con-Pirido).

Con-NT Con-Pirido Chg-NT Chg-Pirido
(n=13) (n=10) (n=12) (n=16)

: . - 7%

- - +/- -+

- - +/- -+

- - + -/+

- - + -/+

- - +/- -+

- - +/_ -

- - +/- A+

- - +/_ -

- - +/_ -

- +/_ -

- +/_ -
_\+

- - +/_ -

mediana
- - +/- -
percentil25%
- - +/- /+

percentil75%

(- = auséncia de infiltrado;-/+ = infiltrado discretissimo; +/- = infiltrado pouco discreto; + = infiltrado discreto)
(* p < 0,001 versus Con-NT e %p < 0,001 versus Chg-Pirido (teste de Mann-Whitney)
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Figura 5: Cortes histoldgicos de coragdes de camundongos C57BI/6j sem infeccdo por T cruzi e corados por H&E. (A) e (B) correspondem a animais nédo tratados com
brometo de piridostigmina, (A) Corte histoldgico dos ventriculos (x100). (B) Corte histolégico De ventriculo (x200).
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Figura 6: Corte histologico de coragdo de camundongo C57BI/6j e infetados com T cruzi e ndo tratados com brometo de piridostigmina (Chg-
NT), corados por H&E. (A) Corte histoldgico de ventriculo (aumento de 100x). (B) Corte histoldgico do ventriculo (aumento de 200x). (C) Corte
histolégico do ventriculo mostrando um processo de ganglionite indicado pela seta (aumento de 100x). (B) Corte histologico do atrio indicando um
processo de neurite (aumento de 200x).
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Figura 7: Corte histoldgico de coracdo de camundongo C57BI/6j infetados por T cruzi e tratados com brometo de piridostigmina (Chg-Pirido),
corado por H&E. (A e C) Corte histolégico de ventriculo (aumento de 100x). (B e D) Corte histoldgico do ventriculo (aumento de 200x).
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Através da técnica colora¢do pelo picro Sirius red avaliou-se a morfometria para
fibrose pelo programa KS300 (Karl Zeiss, Gemary). No geral, evidenciou-se uma diminuicdo
marcada na area de fibrose nas cAmaras cardiacas, tanto em pm? quanto em %, nos grupos
Chg-Pirido, em relacdo aos grupos Chg-NT e Con-NT respectivamente.

Analisando a morfometria para fibrose pelo programa KS300 (figura 8), observaram-
se resultados em percentagem e um? das areas de fibrose. Para o ventriculo esquerdo o grupo
Con-NT apresentou uma area de fibrose de 0.061%, o grupo Con-Pirido de 0.020%, enquanto
0 grupo Chg-NT mostrou uma area de 1.109%, diferentemente do grupo Chg-Pirido com
0.115%. Quando utilizada a medida em um? o grupo Con-NT evidenciou um valor de
103.642 pm?, o grupo Con-Pirido um valor de 35.282 pm?, 0 Chg-Pirido um valor de 197.313
um?, enquanto o grupo Chg-Con mostrou um resultado de 1873.715 pm?, sendo uma elevagéo

significativa quando comparado com 0s outros grupos.

&rea de fibrose ( pm?)

Figura 8: Valores médios de areas de fibrose (um?) obtidos pela analise histoldgica de Picro Sirius red realizada
pelo programa KS300, no ventriculo esquerdo, durante a fase cronica da infeccdo por T.cruzi em grupos
experimentais Con-NT, Con-Pirido, Chg-NT, Chg-Pirido. ("p <0,002 versus Con-NT e 4p<0,007 versus Chg-
Pirido e #P<0.002 versus Con-Pirido).

Para o ventriculo direito (figura9), observou-se no grupo Con-NT uma area de fibrose
de 0.113%, no grupo Con-Pirido de 0.014%, enquanto o grupo Chg-NT mostrou um valor de
0.815%, diferentemente do grupo Chg-Pirido com 0.163%. Com respeito a area medida em

um?, 0 grupo Con-NT apresentou um valor de 191.994 um?, o grupo Con-Pirido um valor de
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24.328 um?, enquanto que os grupos, Chg-NT mostrou um valor de 1353.952um? e 0 grupo
Chg-Pirido um valor de 277.895 um?, sendo estatisticamente significativos.
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Figura 9: Valores médios de areas de fibrose (um?) obtidos pela analise histoldgica de Picro Sirius red realizada
pelo programa KS300, no ventriculo direito, durante a fase cronica da infeccdo por T.cruzi em grupos
experimentais Con-NT, Con-Pirido, Chg-NT, Chg-Pirido. ("p <0,005 versus Con-NT e %p<0,017 versus Chg-
Pirido e #P<0.002 versus Con-Pirido).

No étrio direito (figuralQ), observou-se no grupo Con-NT uma érea de fibrose de
0.085%, no grupo Con-Pirido de 0.008%, enquanto que o grupo Chg-NT mostrou um valor de
0.643%, diferentemente do grupo Chg-Pirido com 0.215%. A 4rea medida em um? 0 grupo
Con-NT evidenciou um valor de 146.099 pm?, o grupo Con-Pirido um valor de 13.490 um?.
Ja 0 grupo Chg-NT mostrou um resultado de 1099.849um?, e o grupo Chg-Pirido um valor de
368.818 pm? Embora se tenha observado uma tendéncia ao aumento de fibrose no Chg-NT

em relacdo aos outros grupos, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa.
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Figura 10: Valores médios de 4reas de fibrose (um?) obtidos pela analise histoldgica de Picro Sirius red
realizada pelo programa KS300, no atrio direito, durante a fase crbnica da infeccdo por T.cruzi em grupos
experimentais Con-NT, Con-Pirido, Chg-NT, Chg-Pirido. ("p <0,200 versus Con-NT , "p<0,057 versus Chg-
Pirido e **p<0.057 versus Con-Pirido).

No atrio esquerdo (figurall) evidenciou uma area de fibrose de 0.102% para 0 grupo
Con-NT, 0.041% para o grupo Con-Pirido, enquanto o grupo Chg-NT apresentou para a
mesma medida um valor de 0.958% e o grupo Chg-Pirido de 0.423%. E com relacdo a area
medida em pm?, o grupo Con-NT apresentou um valor de 173.850 pm?, o grupo Con-Pirido
um valor de 71.833 pm?, 0 grupo Chg-NT um valor de 1639.934um?, e 0 grupo Chg-Pirido
462.222 pm?2. O grupo Chg-NT apresentou uma tendéncia ao aumento na éarea de fibrose em
relacdo aos outros grupos e o Grupo Chg-Pirido apresentou uma tendéncia discreta ao
aumento da area de fibrose em relacdo ao grupo Con-Pirido, mas as alteracdes ndo foram

estatisticamente significativas.
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Figura 11: Valores médios de areas de fibrose (um?) obtidos pela analise histologica de Picro Sirius red
realizada pelo programa KS300, no atrio esquerdo, durante a fase cronica da infecgdo por T.cruzi em grupos
experimentais Con-NT, Con-Pirido, Chg-NT, Chg-Pirido. (""p <0,200 versus Con-NT, *p<0,229 versus Chg-
Pirido e **P<0.857 versus Con-Pirido).

Em relacdo ao septo (figura 12), observou-se uma area de fibrose em percentagem de
0.104% para o grupo Con-NT, 0.002% para o grupo Con-Pirido, enquanto o grupo Chg-NT
apresentou para a mesma medida um valor de 0.594% e o grupo Chg-Pirido de 0.089%. Com
relagdo a area medida em pm?, 0 grupo Con-NT apresentou um valor de 176.327 pm?, 0
grupo Con-Pirido um valor de 3.558 um?, o grupo Chg-NT um valor de 1016.753um?, € 0
grupo Chg-Pirido 153.022 pm?. O grupo Chg-NT evidenciou uma elevagio significativa em
relacdo aos outros grupos e o Grupo Chg-Pirido apresentou um aumento significativo em
relacdo ao grupo Con-Pirido e uma diminuicdo também significativa em relacdo ao grupo
Chg-NT. Pode-se observar uma diminui¢do do valor de area do grupo Con-Pirido em relacao
ao grupo Con-NT, o que poderia sugerir um possivel efeito do Brometo de Piridostigmina

sobre o processo de fibrose.
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Figura 12: Valores médios de areas de fibrose (um?) obtidos pela analise histologica de Picro Sirius red
realizada pelo programa KS300, no septo, durante a fase cronica da infeccdo por T.cruzi em grupos
experimentais Con-NT, Con-Pirido, Chg-NT, Chg-Pirido. ("p <0,004 versus Con-NT , %p<0,009 versus Chg-
Pirido , #P<0.009 versus Con-Pirido).

O estudo das citocinas foi realizado mediante a utilizacdo das técnicas CBA e
ELISA. Pela técnica de CBA, observou-se para todos 0Ss grupos, que 0s niveis de
concentra¢do (pg/mL), das citocinas IL-2, IL-4 ndo foram detectaveis ja que seus valores
foram proximos a 0 pg/mL. Os niveis de concentracdo de TNF-a (figura 14), entre os
diferentes grupos ndo apresentaram diferencas significativas. Para a citocina IL-5, também

ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos estudados (figuralb).
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Figura 13: Valores médios dos niveis de concentracdo (pg/mL) sérica da citocina TNF-a, de camundongos
C57BI/6j tratados com brometo de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-NT) e coletados 6° més depois da
inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (Con-NT e Con-Pirido).
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Figura 14: Valores médios dos niveis de concentracdo (pg/mL) sérica da citocina I1-5, de camundongos
C57BI/6j tratados com brometo de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-NT) e coletados 6° més depois da
inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (Con-NT e Con-Pirido).
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J& pela técnica de ELISA, evidenciou-se que os niveis de concentracdo de IFN-y
mostraram-se aumentados nos animais infectados quando comparados com os néo infectados,
ressaltando- se que os animais ndo infectados ndo apresentaram niveis de concentracdo dessa
citocina. Em relacdo aos animais infectados, os niveis de IFN-y do grupo Chg-NT forma
maiores que o do grupo Chg-Pirido, possivelmente sendo atenuados pela administragdo do
Brometo de Piridostigmina (figura 16).
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Figura 15: Valores médios dos niveis de concentracdo (pg/mL) sérica da citocina IFN-y, de camundongos
C57BI/6j tratados com brometo de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-NT) e coletados 6° més depois da
inoculacdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (Con-NT e Con-Pirido). . (*p <0,002 versus Con-NT, 4p<0,038
versus Chg-Pirido e “p<0.006 versus Con-Pirido).

A determinacédo dos niveis de IL-10 mediante a técnica de ELISA, permitiu observar
que entre os grupos infectados (Chg-NT e Chg-Pirido) e ndo infectados (Con-NT e Con-
Pirido) houve diferenca significativa, enquanto entre os grupos Chg-Cont e Chg-Pirido e entre
Con-NT e Con-Pirido, ndo houve diferenca estatistica significativa. O que pode sugerir que 0
tratamento com Brometo de Piridostigmina ndo influencia na sintese e secregéo desta citocina
(figura 17).
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Figura 17: Valores médios dos niveis de concentracdo (pg/mL) sérica da citocina IL-10, de camundongos
C57BI/6j tratados com brometo de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-NT) e coletados 6° més depois da
inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (Con-NT e Con-Pirido). (*p <0,003 versus Con-NT, #p<0.001
versus Con-Pirido).

A técnica da Peroxidase antiperoxidase foi utilizada para identificacdo ninhos
parasitarios (amastigotas) e antigenos de T.cruzi. Os resultados foram apresentados em
porcentagens de amostras positivas e negativas (tabela 6). Os grupos Con-NT e Con-Pirido
100% dos animais apresentaram resultados negativos, enquanto que o grupo Chg-NT
apresentou 62,5% positivo e o grupo Chg-Pirido 81,81% positivo, ndo sendo observado

diferencas significativas importantes.

Tabela 6: Valores em percentagem para técnica de PAP, para cora¢fes de camundongos C57BI/6j
tratados com brometo de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-NT) e coletados 6° més depois da
inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (Con-NT e Con-Pirido).

Chg-NT Chg-Pirido
positivo(%) 62.50 81.81
negativo(%) 37.50 18.19

(P<0.603- Test Fisher Exact)
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Mediante a técnica da PCR, realizada com a finalidade de demonstrar a presenca do
parasita na fase cronica da infeccdo, observou-se que 100% das amostras de tecido e sangue
dos grupos Con-NT e Con-Pirido foram negativas. Ja analisando os tecidos, encontrou-se que
72,73% das amostras do grupo Chg-NT, 86,67% das amostras do grupo Chg-Pirido eram
positivas. Em relacdo as amostras de sangue, os grupos Chg-NT e Chg-Pirido apresentaram
16,67% e 42,9% resultados positivos, respectivamente (tabela 7).

Tabela7: Andlise PCR realizada na fase cronica da infeccdo por T.cruzi em grupos experimentais Con-NT, Con-
Pirido, Chg-NT, Chg-Pirido

Tecido Sangue
Chg-NT Chg-Pirido Chg-NT Chg-Pirido
(n=11) (n=15) (n=7) (n=7)
Positivo(%) 72,73 86,67 16,67 42,9
Negativo(%) 27,27 13,33 83,33 57,1

N&o houve diferencas estatisticas significativas, p<0, 614 (tecido), p<0, 559 (sangue) (Test Fisher Exact)
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5 DISCUSSAO
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Sendo a cardiopatia chagésica crénica um problema de satde publica atualmente
globalizado e de grande importancia, e sabendo-se do acometimento significativo do sistema
nervoso autondmico, e ainda que a regulacdo rapida e precisa da resposta cardiovascular as
modificacbes ambientais e aos estimulos fisioldgicos, realizada predominantemente pelo
balanco simpato-vagal, podendo o sistema nervoso simpético e parassimpatico atuar de forma
antagbnica ou sinérgica, dificultando a avaliacdo especifica da contribuicdo desses
componentes, também destacando o papel importante do nervo vago na modulacdo do
processo inflamatorio, tem-se essas alteracfes autondmicas sido objeto de intensas
investigacOes recentemente.

Assim esse estudo avalia e busca compreender o processo neuroimunomodulatério
vagal na cardiopatia chagasica crbnica através de investigaces dos efeitos do
anticolinesterasico Brometo de Piridostigmina sobre as alteracfes autonémicas induzidas pelo
T.cruzi em camundongos C57BI/6j, no perfil da resposta eletrocardiografica, autondmica,
histopatoldgica, imune-inflamatoria e parasitolégica.

Neste trabalho confirmamos no 12° dia ap6s inoculacdo das formas tripomastigotas
(fase aguda) a infeccdo pelo T.cruzi, através da técnica de microhemtdcrito, que vem sendo
utilizada com eficacia e como método de escolha para a confirmacdo dessa infeccao.
Segundo Rassi Jr, a técnica em questdo € um método de escolha para identificar até mesmo a
infeccdo congénita, uma vez que é necessaria uma pequena quantidade de amostra, além de

ser altamente especifica (Rassi Jr e cols,2010).

5.1 MIOCARDITE E RESPOSTA IMUNE NA CARDIOPATIA CHAGASICA
CRONICA

A patogénese da cardiopatia chagéasica cronica ndo tem sido ainda completamente
entendida. Acredita-se que a persisténcia do parasita seja fundamental, mas ndo se sabe se o
dano tecidual é causado diretamente por fatores do T.cruzi ou indiretamente através de
mecanismos imunopatoldgicos ou autoimunes(Rassi e cols, 2010).

Geralmente o parasita tem tropismo pelos cardiomidcitos, e ap0s 0 parasitismo, como
nas outras infeccdes, ha um recrutamento de leucocitos. A migracdo dessas células depende
da producéo local de citocinas e quimiocinas, além do aumento do controle da expressdo de

seus receptores e adesdo de moléculas e da atividade de metaloproteinases da matriz
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extracelular. As fases aguda e crbnica da doenca de Chagas séo caracterizadas por uma
intensa ativac&o policlonal de linfécitos T e B, as quais sdo predominantes no tecido cardiaco
durante a fase cronica, com atividades citoliticas e producdo importante de IFN-y ¢ IL-10,
contribuindo para a patogénese da doenca(Gutierrez e cols, 2009).

Segundo De Melo e cols h&a uma associacdo entre a producdo de IFN-y e a forma
grave de cardiopatia, e uma relacdo entre os niveis dessa citocina e a morbidade na doenga de
chagas cronica. Além disso, tem sido mostrado que a presenca dos infiltrados inflamatérios de
pacientes com cardiopatia chagasica estimulam clones de células T, sendo esses excelentes
produtores de IFN-y. Ainda tem sido discutida a relacdo inversa entre os niveis de IFN-y ¢ a
gravidade da cardiopatia chagasica. Quanto a IL-10, apesar de seu papel modulatério em
pacientes que possuem a forma indeterminada da doenca, tem sido observado também uma
aumento na producdo dessa citocina na cardiopatia chagasica cronica (De Melo e cols, 2012).

Neste trabalho ao apresentarmos uma diminuicdo do processo inflamatério no tecido
cardiaco de camundongos infectados e tratados com o anticolinesterdsico Brometo de
Piridostigmina, em relacdo a camundongos infectados ndo tratados, juntamente com a analise
das citocinas sanguineas, podemos sugerir um efeito do Brometo de Piridostigmina na
modulacdo autondmica sobre o sistema imunolégico. Observamos que 0s niveis de
concentracdo de IFN-y possuiam uma relagdo inversa ao processo inflamatério no tecido
cardiaco. Em relacdo aos niveis de TNF-a, 0s quais tenderam a serem elevados nos animais
infectados, e com o tratamento houve uma diminuicdo, embora essas diferencas nao
apresentaram significancia estatistica, um comportamento parecido foi observado. Em
relagdo aos niveis de 1L-10, observou-se um aumento significativo nos animais infectados,
sem alteragdo com o tratamento. Esses dados em relagdo aos niveis de citocinas nos animais
infectados concordam com estudos realizados recentemente por outros autores (De Melo e
cols. 2012). Os dados apresentados em relacdo ao tratamento vao de acordo com trabalho
realizado por Machado e cols, 0s quais observaram que o processo inflamatério e a carga
parasitaria no tecido cardiaco na fase aguda se relacionam diretamente com o balango
Th1/Th2 (Machado e cols, 2012).

Assim sendo, é possivel confirmar o papel imunomodulatério no processo
inflamatdrio caracteristico da cardiopatia chagasica cronica. Esse processo € um dos fatores
da patogénese da doenca.

Segundo Nagajyothi (2012), a doenca de Chagas cronica tem sido associada a
persisténcia do parasita encontrado no tecido cardiaco e musculo liso de modelos

experimentais e humanos. Tambem ha evidéncias de parasitos no sangue de humanos e
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animais infectados cronicamente, sem serem vistos em microscopia, sendo detectados por
técnicas de PCR. Essa persisténcia do parasita na fase cronica, mesmo que seja em baixos
niveis, € um fator importante da patogénese na fase crénica determinada, sendo que a resposta
imune produzida pela baixa carga parasitaria também esta associada a fase cronica
sintomética, com lesBes graves, como no caso da cardiopatia (Nagajyothi e cols, 2012).

Geralmente os métodos parasitoldgicos para o diagnéstico da doenca de Chagas
cronica sdo de baixa sensibilidade, recomendando-se a utilizacdo de técnicas mais refinadas
que permitam a deteccao do parasito ou seus antigenos, como o PAP, ou de seu DNA, como a
PCR. Neste trabalho verificamos o parasitismo tecidual pelos dados fornecidos pela
histologia, como presenca de ninhos de amastigotas e/ou depésitos de antigenos e PCR. O
parasito foi vizualizado ocasionalmente (7.1%) por métodos diretos histologicos. Ja pelas
técnicas do PAP e da PCR observou-se que a maioria dos animais chagasicos tratados e ndo
tratados apresentaram antigenos e DNA parasitarios, o que confirma os resultados obtidos por
outros pesquisadores. Contudo quando se realizou a técnica de PCR no sangue encontrou-se
uma tendéncia a diminuicdo da positividade nos animais ndo tratados, porém nao
significativa. Estes dados sugerem a utilizacdo de técnicas que permitam a quantificacdo do
parasita, como a técnica de PCR em tempo real. Os resultados parasitoldgicos sugerem que o
tratamento com o Brometo de Piridostigmina ndo seria eficaz no parasitismo.

Em frente & presenca de infiltrado de células inflamatdrias nos tecidos cardiacos com
presenca ou ndo do parasita, através das técnicas analisadas anteriormente, estimula a
investigacdo nos mecanismos imunoregulatérios importantes no controle da infec¢do na fase
cronica, o que afetaria provavelmente a morbidade da infeccdo. Segundo Gutierrez e cols
(2009), a correlacdo positiva entre a inflamacdo e o parasitismo tecidual constitui evidéncia
adicional que o T.cruzi é capaz de induzir diretamente danos no miocéardio levando a uma
contribuicdo acumulativa de diversos mecanismos ativados desde o inicio da infeccdo,
envolvendo todos os componentes da resposta imune, resposta regenerativa do tecido do
miocardio além da resposta fisiologica cardiaca. Os mecanismos imunolégicos sdo o foco,
uma vez que acreditam que a persisténcia do parasita no miocardio é importante para ativar e
manter 0 processo imunopatogénico, porém o desequilibrio na homeostase imune poderia
desencadear um fendmeno autoimune paralelo o qual amplifica a resposta imune, agravando a
doencga (Gutierrez e cols, 2009).

A caracteristica da imunidade ao T.cruzi é complexa, mostrando uma relagdo
importante entre a ativacdo de células T CD4" e CD8" na resisténcia ao parasita e a gravidade

da forma clinica, embora isso ainda ndo esteja claro. Alguns autores sugerem que a
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capacidade do individuo em montar uma resposta imune Thl pode estar associado ao
desenvolvimento da cardiopatia chagésica crbnica, embora haja controvérsias em outros
estudos (Laucella e cols, 2004). Pacientes que tem a forma indeterminada da doenca exibem
um padrdo inflamatério de células T produzindo IFN-y, sugerindo que a gravidade da doenca
pode ser prevenida em vez de causada por uma resposta imune Thl. Durante a fase cronica
pode ocorrer um aumento na producdo das células T memoria, indicando uma expansdo
clonal devido a estimulacdo antigénica continua pela persisténcia do parasita, além de indicar
também a relacdo com o aumento da gravidade da doenca (Laucella e cols, 2004; Fiuza e cols,
2009).

Diante do exposto acima e sabendo-se que as citocinas IFN-y e IL-10 s&o as mais
estudadas e destacadas na doenca de Chagas cronica, percebe-se que ainda nao esta claro a
funcdo do IFN-y na inducdo da patogénese na cardiopatia chagasica cronica. Porém neste
trabalho discute-se que durante a infec¢do cronica pelo T.cruzi existe uma relacéo direta entre
0s niveis de IFN-y e o processo inflamatério no tecido cardiaco, permitindo dizer que o
aumento na sintese de citocinas pro-inflamatorias de acordo com a resposta voltada ao perfil
Th1, esta relacionado diretamente com a inflamacdo no miocardio, e ainda sugere-se sua
relacdo também com o parasitismo tecidual, este ltimo devendo ser confirmado por técnicas
quantitativas, como o PCR em tempo real. Também este trabalho correlaciona esse perfil Thl
ao processo de fibrose e hipertrofia cardiaca na cardiopatia chagasica, pois se percebeu a
relacdo com os niveis de IFN-y e o peso cardiaco, representando a hipertrofia. A cardiopatia
chagasica crénica se mostra entdo originada pela associagdo da ativacdo da resposta
imunolégica do hospedeiro e pela presenca do parasita no tecido cardiaco, mas sendo
observado claramente o papel da resposta imune como o foco principal.

Assim nossos resultados apresentando um menor processo inflamatério, bem como
diminuicdo no processo de fibrose e hipertrofia no grupo de animais tratados com Brometo de
Piridostigmina, nos leva a pensar a respeito da integracdo entre as células do sistema imune e
os cardiomidcitos com énfase na fungdo antiinflamatoria da Ach, cujos possiveis mecanismos

serdo discutidos no topico a seguir.

5.2 DISFUNCAO DO SISTEMA NERVOSO AUTONOMICO NA CARDIOPATIA
CHAGASICA CRONICA
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O acometimento do sistema nervoso autonémico € fato conhecido e mecanismos que
levam a fisiopatologia na doenca de chagas tem sido objeto de pesquisa desde os estudos por
Carlos Chagas e seus colaboradores. Existem muitas controvérsias, principalmente a respeito
da cardiopatia chagasica cronica, a qual ha a ocorréncia de denervacdo cardiaca com funcéo
ventricular normal e auséncia de sinais de insuficiéncia cardiaca (Souza & Marin-Neto, 1995).

A disfungédo autondmica na doenca de Chagas pode representar um exemplo de um
distarbio da homeostase tanto na fase aguda quanto na cronica expressa em diferentes
formas e graus, afetando mecanismos de regulacdo neural, enddcrino, cardiovascular, renal,
imunolégico e metabdlico. Neste contexto, a caracterizacdo do significado funcional e clinico
da disfuncdo autondmica cardiaca chagasica é uma questdo critica. Os danos difusos quase
sempre presentes em grau e extensdo varidvel do sistema nervoso autondmico sdo uma
caracteristica patologica marcante das fases aguda e crénica de todas as formas da doenca.
Sao mostrados em Vvarios estudos danos em diferentes componentes centrais e periféricos do
sistema  nervoso  autondmico, principalmente  relacionadoao  coracdo e trato
digestivo, incluindo estruturas neurais como o0s ganglios extrinsecos e intrinsecos periféricos,
neurdnios eferentes simpatico e parassimpatico, além de receptores celulares beta-
adrenérgicos e muscarinicos colinérgicos. Na disfuncdo autonémica cardiaca ha uma perda
marcante de células ganglionares e neurdnios no tecido cardiaco por lesdes inflamatorias e
degenerativas no nd sinusal, sendo essa estrutura a efetora da influéncia autonémica no
coracdo. Essa disfuncdo pode assim gerar outros distdrbios e manifestacdes clinicas
importantes no sistema cardiovascular, pois o SNA exerce efeitos modulatérios nas
propriedades eletrofisiolégicas do coracdo, como automatismo, condutibilidade e
excitabilidade, condicionando ou predispondo a fatores na fisiopatogénese de algumas
arritmias ou morte subita. Davila e cols sugerem que a disfuncdo parassimpatica cardiaca na
doenca de Chagas € caracterizada por uma diminuicao progressiva da influéncia vagal no né
sinusal, provavelmente secundaria ao processo inflamatorio crénico, destruicdo das fibras
cardiacas, marcado processo de fibrose e a disfuncdo ventricular esquerda. Com isso
comegaram a pensar nas tentativas de antagonizar as disfungdes através de terapias com
inibidores da acetilcolinesterase para controlar esses sintomas de ativagdo neuro-hormonal
(Dévila e cols, 1998; Marin-Neto, 1998; Junqueira Jr, 2006; Junqueira Jr, 2012).

Vaérios trabalhos tém relatado principalmente o0 comprometimento vagal cardiaco na
doenca de chagas cronica correlacionando mecanismos auto-imune e inflamatério. Além do
envolvimento cardiaco, lesdes sistémicas autondmicas também ocorrem com disfuncdo

imunomodulatoria e alteracbes nos mecanismos imunoldgicos. Isso poderia sugerir uma
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contribuicdo da disfuncdo autondmica para o desenvolvimento e manutencdo da doenca de
chagas cronica, como foi demonstrado em diversos trabalhos que analisam as alteragcdes nos
niveis de citocinas e a infeccdo chagasica (Junqueira Jr, 2012). Assim pode-se também
relacionar disfuncdo autondmica cardiaca crénica com a resposta imune, sugerido por
Llaguno e cols, que mostraram o comprometimento do SNA como consequéncia de um
processo inflamatdrio e degenerativo de grau e extensdo varidveis, que evoluem desde um
padrdo agudo fibrético até alteracdes nos ganglios e neurdnios intrinsecos, nos quais podem
ocorrer alteracdes simpaticas e/ou parassimpaticas correlacionados com a fisiopatologia da
doenca. O processo inflamatorio caracterizado por presenca de células T reativas estimuladas
por uma resposta voltada ao perfil Thl, devido a persisténcia do parasitismo na fase crénica,
sugere uma correlacdo entre as alteracdes imune e autonémica, que deveriam ser importantes
no uso de marcadores progndsticos de risco cardiovascular (Llaguno e cols, 2011).

Assim, diante do exposto acima, neste trabalho foi observado uma associagéo entre
0s parametros analisados na HRV do iRR com os niveis séricos de citocinas, juntamente
com o parametros eletrocardiograficos, uma vez que o SNA modula todas as propriedades
eletrofisiologicas que influenciam as caracteristicas elétricas e contrateis dos tecidos
cardiacos. 1sso relaciona a disfuncdo autondmica cardiaca com a resposta imune apresentada
pelo modelo experimental de cardiopatia chagésica crénica no presente estudo.

Nossos resultados mostram um comprometimento simpatico e principalmente vagal,
com reducdo significativa dos componentes espectrais LF, VLF e HF respectivamente, no
grupo Chg-NT, sendo confirmado ao apresentar uma importante reducdo do efeito vagal
quando administrado atropina durante o bloqueio farmacoldgico. Esses resultados concordam
em alguns aspectos com o trabalho realizado por Machado e cols na fase aguda da doenca, 0
qual evidenciou uma diminuicdo no componente espectral HF e também do efeito vagal
(Machado e cols, 2012), e também com resultados no trabalho de Llaguno (Llaguno e cols,
2011), o qual mostra uma diminuicdo da resposta simpatica e um comprometimento vagal
mais intenso na forma cardiaca da doenca de Chagas cronica. Mas ndo podemos confirmar se
essas alteracBes autondmicas estdo relacionadas com uma diminuicdo no ndmero de
neurdnios, pois ndo realizamos contagens dos mesmos. Através das alteragdes em todos os
parametros eletrocardiograficos, podemos discutir como causa, 0 processo inflamatorio, o
parasitismo tecidual, e também a disfuncdo autondmica cardiaca, 0 que esta de acordo com
alguns trabalhos apresentados em literatura. Em nosso trabalho os grupos chagasicos
apresentaram alteracdes autonémicas e altas concentracfes de IFN-y e 1L-10, em relagdo aos

grupos ndo infectados. Esses dados estdo de acordo com o trabalho de Llaguno e cols, o qual,
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0 grupo chagéasico com a forma cronica cardiaca apresentou altas concentraces de IL-10,
diminuicdo de IL-4 e baixas concentragdes de IFN-y em relagdo a forma indeterminada da
doenca de Chagas, ocorrendo uma correlacéo negativa da IL-10 com o componente espectral
HF e do IFN-y com LF/HF, também observado em nosso trabalho. De acordo com 0 mesmo
autor, um aumento exacerbado nos niveis de IL-10 contribui para o escape e persisténcia do
parasita, pois poderia inibir a sintese de IFN-y, favorecendo o desenvolvimento da
fisiopatologia da doenca. Varios estudos tém mostrado o perfil de citocinas na forma cardiaca
da doenca de chagas crbnica, e tem-se obtido resultados controvérsos. Segundo D’avila e cols,
0s estudos tem falhado em estabelecer uma correlagdo entre o perfil da resposta imune e a
forma clinica da doenca, discutindo que individuos com cardiopatia chagasica cronica
apresentam um desequilibrio na resposta imune Th1, altos niveis de IFN-y e IL-10,
semelhantes a forma indeterminada da doenca de Chagas (D’avila e cols, 2009). Portanto o
papel funcional do IFN-y como responsavel pela ativagdo de macréfagos e controle do
parasita tem sido motivo de pesquisa e discussao, pois individuos com cardiopatia cronica e
sintomatica, com esse perfil de aumento nos niveis de IL-10 e baixa concentracdo nos niveis
de IFN-y, deveria atingir 0 estatus da regulagdo imune nessa forma clinica.

Nossos resultados apresentaram no 5° més alteragdes significativas em quase todos
os parametros eletrocardiogréaficos, dP, dQRS, iQTa e iQTc, sugerindo alteragdes no sistema
de conducdo atrio-ventricular, disfuncgdes intraventriculares e atrio-ventriculares, e no 6° més
alteracdes na dP, iPR, iQTa, iQTc e iRR, sugerindo também as mesmas disfunc@es citadas
acima, que podem ser vistas em varios estudos, como visto por Ribeiro e cols (RIBEIRO e
cols, 2009). Mas ao correlacionar estas alteracfes eletrocardiograficas com a disfungéo
autondmica podemos discutir que é improvavel que a importante disfuncdo autondmica vista
na forma cardiaca pode ser apenas um fenbmeno secundario a uma disfuncdo ventricular
mecanica. De acordo com Vasconcelos & Junqueira Jr em seu trabalho, observaram que a
disfuncdo autondmica ndo é causalmente associada a disfungdo ventricular, mas parece ser um
fendmeno primario de forma isolada e podem ocorrer precedente a distarbios ventriculares
mecanicos, ou seja, ndo é uma consequéncia da alteracdo da cardiopatia chagasica crénica
contratil. Tambeém foi visto por Ribeiro e cols que a presenca de anormalidades marcantes no
ECG ndo alterou a associagéo entre os indices vagais reduzidos (analises espectral de tempo e
dominio) e a infeccdo pelo T.cruzi. As alteracGes eletrocardiogréaficas sdo usadas para
identificar a presenca de cardiopatia, existindo a evidéncia forte da existéncia de uma
significante disfungdo ventricular esquerda como um poderoso marcador de excelente

prognostico (Ribeiro e cols, 2009; Vasconcelos & Junqueira Jr, 2012).
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A disfuncéo ventricular pode ser relacionada a sintese de citocinas pro-inflamatorias.
Nossos resultados mostram uma relacdo direta entre a disfuncdo ventricular, caracterizada
pelas alteracbes eletrocardiograficas citadas acima, além da presenca de hipertrofia
(representada em conjunto pelo processo de fibrose) nos grupos chagasicos avaliados, com o
direcionamento a resposta Th1l, representada por um aumento significativo nos niveis de IFN-
v e uma tendéncia ao aumento de TNF-a. Isso corrobora com os resultados apresentados por
Ferreira e cols, o qual correlacionou os niveis elevados de TNF-a e IFN-y com a fracdo de
ejecdo ventricular esquerda, sendo visto uma relacdo inversa, indicando a associacdo entre a
disfuncdo ventricular e resposta imune na cardiopatia chagésica (Ferreira e cols, 2003).

Sabendo-se da disfuncéo autondmica representada pelo comprometimento dos ramos
simpaticos e principalmente do parassimpatico, percebe-se em todos 0s aspectos da disfungédo
autondmica, a importancia em manter a integridade do ramo parassimpatico, para garantir

adaptacGes funcionais cardiacas e a homeostase (Junqueira Jr, 2012).

5.3 NEUROIMUNOMODULACAO VAGAL NA CARDIOPATIA CHAGASICA
CRONICA

O entendimento da imunidade tem emergido como o maior foco para os cientistas
atualmente. O organismo faz uso de vias humorais e celulares através de comunicacdo
intercelular pelas citocinas e outras moléculas regulatorias, e por contato célula-célula, onde
sdo transmitidos pelos tecidos, com a finalidade de controlar a infec¢do e limitar danos ao
hospedeiro, durante a resposta imune. Varios circuitos neuronais sdo ativados e mantém a
homeostase durante a resposta imune, uma vez que a sinalizacdo neural é rapida, direcional,
regional e capaz de integrar diversos sistemas, como cardiovascular, pulmonar, e
gastrintestinal, levando a um equilibrio imune garantido pelo sistema nervoso. O reflexo
inflamatorio € um sistema de circuito neural que controla a imunidade inata, sendo ativada
pela presenca de citocinas e outros produtos inflamatorios nos tecidos infectados ou lesados.
Assim ativa o arco aferente, que através de potenciais de acdo viajam pelo nervo vago,
chegando ao tronco cerebral, ha integracbes nos ndcleos, e assim via descendente pelo nervo
vago, é sinalizado através de potenciais de acao até o bago ou outros orgaos alvos produtores
de citocinas. E por um mecanismo gue envolve a liberacdo de Ach que atuam a7-nAChRs de
células do sistema imune, ativando vias de sinalizagdes intracelulares, com um bloqueio na

sintese e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, sem alterar a sintese de citocinas
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antiinflamatdrias (Tracey, 2009; Tracey, 2010; Tracey, 2012; Andersson & Tracey, 2012;
Olofsson e cols, 2012).

Vaérios estudos tém mostrado o papel funcional da via antiinflamatoria colinérgica
nas doencas inflamatorias como sepse, doencas inflamatorias do intestino, artrite reumatoide,
e recentemente até nas doencas que afetam o sistema nervoso central, como o Parkinson e
Alzheimer, onde envolve os mecanismos pelo o7-AChRs, com uma diminuigdo da resposta
inflamatdria e toxidade. Nas doencas neurodegenerativas, estudos recentes (Kawamata &
Shimohama, 2011) tem evidenciado que através do a7-AChRs, ha ativacdo de multiplas vias
celulares, como da PI3 K-AKT, JAK2/STAT3, que levam uma neuroprotecdo devido a
inibicdo de neurotoxidade, uma vez que inibe a NOS e assim a formacéo de NO, tendo uma
perda menor de neurdnios especificos em cada caso (Andersson & Tracey,2012; Kawamata &
Shimohama, 2011).

No estudo realizado por Maanen e cols, foi visto ap6s vagotomia unilateral cervical
em animais com artrite induzida por coldgeno, uma inibicdo da via colinérgica
antiinflamatdria, representada por uma exacerbacdo da artrite, mostrando altos niveis de
citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e 1L-6), presenca de processo inflamatorio exacerbado
através da histologia e alto nivel dos scores clinico e histolégico. Ao ser administrado nicotina
em agua de beber ou injecdo intraperitoneal de um agonista colinérgico especifico para a7-
AChRs (AR-R17779), evidenciou uma reducdo no processo inflamatorio nas articulacdes,
atenuou os niveis de scores clinicos e histoldgicos, além de diminuir significativamente a
expressdo de TNF-a e IL-6. Esses resultados deixam claro o papel antiinflamatério da Ach
associado a a7-AChRs, inibindo a sintese e expressdo de citocinas pro-inflamatorias (Maanen
e cols, 2009; Tracey, 2009). Também Kojima e cols, em um modelo experimental com
infeccdo induzida por LPS, os animais foram tratados com nicotina, estimulando
farmacologicamente a via antiinflamatdria colinérgica, e monitorados através de telemetria, a
fim de avaliar as alteracbes sépticas em aspectos biocomportamentais como freqiiéncia
cardiaca, pressao sanguinea, temperatura e atividade locomotora, ndo apenas por reduzir o
perfil pro-inflamatorio, mas tambeém para manter a funcdo do SNA como interacao
neuroimune. E assim ao demonstrarem que o tratamento com nicotina, houve a atenuacdo das
alteracbes frequéncia cardiaca, pressdao sanguinea, temperatura e atividade locomotora,
indicando que a atividade autonémica ndo foi afetada pela administracdo do LPS, quando
estimulada a via colinérgica. Sendo visto também através dos valores expressos pelos
componentes espectrais HF, LF, que o grupo tratado com nicotina ndo apresentaram a

diminuicdo significativa comparado aos grupos néo tratados. Isso indica que o aumento das
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freqUéncias dos componentes espectrais estd relacionado com a atividade eferente vagal.
Além do que a evidéncia da atenuacdo dos niveis de TNF-a e IL-1B expresso no figado, bago
e soro confirmam a funcdo da via colinérgica antiinflamatdria (Kojima e cols,2011). Esses
estudos podem ter contribuicdo para a descoberta de mecanismos e potencial terapéutico da
via colinérgica antiinflamatorio para atenuar alteracdes inflamatorias, sendo esse efeito
explicado pelo reflexo inflamatério discutido por alguns autores como Tracey, em VArios
trabalhos, os quais confirmam a idéia de que agonistas colinérgicos como a nicotina, Ach, ou
anticolinesterasicos, que levam direta ou indiretamente a um maior efeito vagomimético
através do mecanismo associado ao a7-AChRs, ativam vias de sinalizagdo celulares que
inibem a sintese de citocinas pro-inflamatdrias, tendo ndo s6 o TNF-a uma importincia
significativa, mas também o IFN-y, produzido pelas células do sistema imune (Tracey, 2002;
Pavlov , 2008; Tracey, 2009; Kojima e cols,2011).

Um trabalho que merece destaque também é o de Pavlov e cols que avaliam a
atividade colinérgica central, quando administram anticolinesterdsicos seletivos e ndo
seletivos, além de antagonista de receptor muscarinico central. Ao administrar o
anticolinesterasico, ha um aumento da biodisponibilidade da Ach central que regula a
sinalizacdo colinérgica modulando a via eferente vagal, inibindo a sintese de TNF-o e IL-6
sisttmicas (Pavlov e cols, 2011). Pode-se assim ver a integracdo e influéncia reciproca do
sistema imune e nervoso, localmente ou a distancia. Localmente, a resposta imune no SNC
inclui ativacdo de células gliais e macréfagos, e infiltrado de células imunes circulantes,
envolvendo os neurotransmissores ha comunicacdo (Rosas-Ballina e cols, 2011, Trakhtenberg
& Goldberg, 2011).

Nosso trabalho concorda com os autores anteriormente citados, uma vez que
observamos o papel funcional da Ach como antiinflamatorio, além de seu efeito autonémico
no coracdo. Evidenciamos que o processo inflamatorio, fibrose e hipertrofia foi atenuado com
a administracdo do anticolinesterdsico Brometo de Piridostigmina, que promove um aumento
na biodisponibilidade de Ach atuando como antiinflamatorio e confirmamos, ao dosar 0s
niveis de citocinas, uma diminuicdo de IFN-y, e tendéncia a diminui¢do de TNF-q, citocinas
pro-inflamatorias, ndo interferindo na sintese de IL-10. A participagdo do IFN-y e da IL-10 é
muito importante na fase cronica, discutido anteriormente, concordando com os trabalhos de
De Melo e cols e de Gutierrez, mas sugerindo que estudos falham em estabelecer essa
correlacdo entre o perfil das citocinas e fase da doenca cardiaca.

Na doenca de Chagas crbnica o processo de uma desnervacdo maior do

parassimpatico que do simpético e extremamente normal, e sabendo-se que o ténus vagal
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influencia diretamente o HF e parcialmente o LF, discutimos o aumento significativo nas
bandas espectrais VLF, LF e principalmente HF, no grupo tratado com Brometo de
Piridostigmina em nosso trabalho. Isso indica que com o tratamento permitiu uma maior
biodisponibilidade de Ach, que associado aos receptores colinérgicos atuam na funcéo
autondmica cardiaca, com uma maior influéncia do parassimpatico sobre os pardmetros
espectrais analisados. Esses aspectos estdo de acordo com o trabalho de Pavlov, o qual
apresentou um aumento da atividade da via vagal, com aumento do HF, ao ser estimulado
com agonista colinérgico, e também uma diminuicdo da resposta pro-inflamatoria. As
interconexdes entre ndcleos autonémicos do tronco cerebral e estruturas do prosencéfalo
constituem a rede autonémica central, que controlam pelo vago as funces viscerais (Pavlov e
cols, 2006).

Como observado nesse trabalho, o papel funcional da Ach diretamente influencia a
atividade autonémica no coracdo, expresso pela melhora eletrocardiografica nos animais
chagésicos tratados com o Brometo de Piridostigmina, o que poderia ser explicado pelo fato
de que a desnervacdo parassimpatica marcante nos animais ndo tratados afeta a funcédo
cronotrdpica e inotrépica do coracdo. Com o tratamento, isso foi de certa forma revertida
parcialmente, além de contribuir na melhora do perfil inflamatério. Esses achados
relacionam-se e concordam com os resultados apresentados pelo trabalho de Machado e cols
realizado na fase aguda (Machado e cols, 2012).

Finalizando, a disfuncdo autondmica pode ser uma causa primaria do desequilibrio
do balanco Th1/Th2 nas doencas de carater inflamatorio, favorecendo o direcionamento da
resposta Thl, desta maneira contribuindo na patogénese dessas doencas. Porém na doenca de
Chagas cardiaca cronica ndo é possivel dizer se € causa ou conseqliéncia da inflamacéao
caracteristica da fisiopatologia da doenca. Mas pode-se afirmar que a disfuncdo autonémica
presente contribui de forma importante para o descontrole da resposta imune, e, por
conseguinte da inflamacdo. E assim ha uma relacdo direta entre o processo de disfuncao
autondmica e o perfil inflamatdrio, ou seja, quanto maior a disfuncdo vagal presente, maior o
processo inflamatorio. Além disso, a administracdo de anticolinesterasicos, e sua relacdo
como potencial terapéutico frente a doencas antiinflamatorias, torna-se alvo de pesquisas nas
areas de farmacologia e de fisiologia para a compreeensdo da fisiopatogénese das doencas
como a doenca de Chagas cronica.
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6 CONCLUSOES
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Diante dos resultados discutidos expostos em todo trabalho podemos concluir que o
tratamento cronico com Brometo de Piridostigmina em camundongos chagasicos cronicos
promoveu pela estimulacdo da via colinérgica uma resposta neuroimuno-modulatoria
importante do SNA parassimpatico sobre o perfil inflamatorio da miocardite chagasica. Este
estudo mostrou uma alteragdo do balango Th1/Th2 na fase crénica da doenga de Chagas, no
qual houve uma resposta de reducdo do perfil Thl caracteristico, sem alterar o perfil Th2,
confirmado pela quantificacéo das citocinas IFN-y e IL-10.

Portanto podemos confirmar o papel funcional do SNA parassimpético na
fisiopatologia durante a fase crbnica da doencga, e enfatizar a influéncia da teoria

neuroimunogénica na doenca de Chagas.
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Foram avaliados os scores inflamatorio de todas as regides dos coragBes de
camundongos controles (ndo infectados) tratados (Con-NT) e nédo tratados (Con-Pirido) e
infectados pelo T.cruzi tratados (Chg-NT) e néo tratados (Chg-Pirido).

Nos atrios foram vistos em 75% dos animais Chg-NT um infiltrado inflamatorio
discreto e 25% desses animais um infiltrado inflamatorio leve. No grupo Chg-Pirido, 6,3%
dos animais apresentaram um infiltrado inflamat6rio discreto, 18,8% um infiltrado
inflamatdrio leve, 18,8 % infiltrado inflamatorio muito leve e 56,1% auséncia de processo
inflamatdrio. No grupo Con-NT 7,7% dos animais apresentaram infiltrado inflamatério muito
leve e 93,3% auséncia de infiltrado inflamatdrio, enquanto que os animais Con-Pirido
mostraram 20% de infiltrado inflamatério muito leve e 80% auséncia de inflamacédo
(Apéndice A).

Nos ventriculos foram achados no grupo Chg-Cont 42% dos animais um processo
inflamatorio discreto e 58% um processo inflamatério leve. Ja no grupo Chg-Pirido foi
encontrado 31,25% um infiltrado inflamatdrio leve, 50% leve e 18,75% dos animais um
infiltrado inflamatorio caracterizado como muito leve, e 18,75% auséncia de inflamacédo. 42%
dos animais do grupo Chg-Pirido evidenciaram miocardite discreta e 58% uma miocardite
leve. J& 7,7% dos animais do grupo WT-Cont apresentaram miocardite muito leve e 92,3%
desses animais apresentaram auséncia de inflamacdo, enquanto que no grupo WT-Pirido
100% mostraram auséncia de inflamacéo (Apéndice B).

Na juncdo atrioventricular, o grupo Chg-Cont, 33% dos animais apresentaram miocardite
discreta e 67% miocardite leve. No grupo Chg-Pirido 18,8% dos animais evidenciaram infiltrado
inflamatorio leve, 6,3% mostrou infiltrado inflamatério muito leve e 74,9% auséncia de infiltrado
inflamatorio. Enquanto que nos grupos WT-Cont e WT-Pirido evidenciaram 100% auséncia de
processo inflamatério (Apéndice C).

No Pericardio, o grupo Chg-Cont evidenciou 83% dos animais com um infiltrado inflamatério
leve e 17% infiltrado inflamatério muito leve, ja no grupo Chg-Pirido 6,25% dos aniamis
apresentaram infiltrado inflamatorio caracterizado por discreto, 12,5% leve e 81,25% auséncia de
inflamagdo. E nos grupos WT-Cont e WT-Pirido mostraram 100% auséncia de infiltrado inflamatério
(Apéndice D).
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Apéndice A: Valores de scores inflamatério para os atrios de camundongos C57BI/6j tratados com brometo
de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-Cont) e coletados 6° més depois da inoculacdo com T. cruzi (Chg)
ou com veiculo (WT-Cont e WT-Pirido).

WT-Con WT-Pirido Chg-Con Chg-Pirido
(n=13) (n=10) (n=12) (n=16)
-/+ -[+ + +
- - + +/-
- - +/- +/-
- - + -1+
- - + +/-
- - +/- -+
- - ¥ -
- -1+ + -
- - n -
- - ¥ -
- ¥ -
- +/- -
-+
mediana - - & )
percentil25% - - + ;
percentil75% - - + -+

(- = auséncia de infiltrado;-/+ = infiltrado discretissimo; +/- = infiltrado pouco discreto; + = infiltrado discreto)
*p < 0,001 versus WT-Cont e p < 0,001 versus Chg-Pirido (teste de Mann-Whitney)
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Apéndice B: Valores de scores inflamatério para os ventriculos de camundongos C57BI/6] tratados com
brometo de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-Cont) e coletados 6° més depois da inoculagdo com T. cruzi

(Chg) ou com veiculo (WT-Cont e WT-Pirido).

WT-Cont WT-Pirido Chg-Cont Chg-Pirido
(n=13) (n=10) (n=12) (n=16)
-/+ - + +/-
- - + +/-
- - + +/-
- - + +/-
- - + +/-
- - +/- -1+
- - +/- -
- - +/- -
- - +- -1+
- - +/- -1+
- +/- -1+
- +/- -1+
- -+
-+
-+
mediana - - +/-"& I+
percentil25% - - +/- -+
percentil75% - - + J+

(- = auséncia de infiltrado;-/+ = infiltrado discretissimo; +/- = infiltrado pouco discreto; + = infiltrado discreto)

*p < 0,001 versus WT-Cont e & p < 0,001 versus Chg-Pirido (teste de Mann-Whitney)
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Apéndice C: Valores de scores inflamatrio para a jungdo atrio-ventricular de camundongos C57BI/6j
tratados com brometo de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-Cont) e coletados 6° més depois da

inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou com veiculo (WT-Cont e WT-Pirido).

WT-Cont

(n=13)

WT-Pirido
(n=10)

Chg-Cont Chg-Pirido
(n=12) (n=16)

mediana
percentil25%
percentil 75%

#

+/- -
+/- -
+/- +
+ -
+ -

+/- -

(- = auséncia de infiltrado;-/+ = infiltrado discretissimo; +/- = infiltrado pouco discreto; + = infiltrado discreto)
*p < 0,001 versus WT-Cont e %p < 0,001 versus Chg-Pirido # p < 0,001 versus WT-Con (teste de Mann-

Whitney)
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Apéndice D: Valores de scores inflamatério para o pericardio de camundongos C57BI/6j tratados com
brometo de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-Cont) e coletados 6° més depois da inoculacdo com T. cruzi
(Chg) ou com veiculo (WT-Cont e WT-Pirido).

WT-Cont WT-Pirido Chg-Cont Chg-Pirido
(n=13) (n=10) (n=12) (n=16)

- - +/- -
- - +/- _
- - +/- _
- - +/- -
- - +/- -
- - +/- _
- - +/- _
- - +/- -[+

- - +/- -

mediana - # +/-"& i}
percentil25% - - +/- -
percentil75% - - +/- -

(- = auséncia de infiltrado;-/+ = infiltrado discretissimo; +/- = infiltrado pouco discreto; + = infiltrado discreto)
*p < 0,001 versus WT-Cont e &p < 0,001 versus Chg-Pirido # p < 0,001 versus WT-Con (teste de Mann-
Whitney)
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No epicéardico, o grupo Chg-Con apresentaram 92% infiltrado inflamatorio discreto e
8% leve; o grupo Chg-Pirido apresentaram 50% dos animais infiltrado inflamatorio leve e
50% auséncia, no grupo WT-Con apresentaram 7,7% dos animais infiltrado inflamatorio
muito leve e 93,3% auséncia, e 0 grupo WT-Pirido mostraram 10% de infiltrado inflamatorio

muito leve e 90% dos animais auséncia de infiltrado inflamatério (Apéndice E).

Ja nos ganglios foram encontrados no grupo Chg-Cont 83% dos animais infiltrado
inflamatdrio caracterizado como discreto e 17% desses animais nao foi encontrado presenca
de infiltrado inflamatério. No grupo Chg-Pirido foi encontrado 6,25% um infiltrado
inflamatorio discreto e 93,75% auséncia de infiltrado inflamatério. E no grupo WT-Cont
100% apresentaram auséncia de inflamacdo, enquanto no grupo WT-Pirido 10% mostraram
evidencia de infiltrado inflamatério muito leve e 90% auséncia de infiltrado inflamatdrio
(Apéndice F).

Também foram evidenciados infiltrados inflamatério nos nervos: no grupo Chg-Con
17% dos animais apresentaram um infiltrado inflamatério discreto e 83% dos animais
apresentaram auséncia de infiltrado inflamatério. Nos grupos Chg-Pirido, WT-Con e WT-

Pirido 100% apresentaram auséncia de infiltrado inflamatério (Apéndice G).
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Apéndice E: Valores de scores inflamatorio para o epicéardio de camundongos C57BI/6j tratados com brometo
de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-Cont) e coletados 6° més depois da inoculagdo com T. cruzi (Chg)
ou com veiculo (WT-Cont e WT-Pirido).

WT-Cont WT-Pirido Chg-Cont Chg-Pirido
(n=13) (n=10) (n=12) (n=16)
- - +/- -+
- - +- -+
- - gy -
- - +/- -1+
- - +/- -
- - +- -1+
- - +- -1+
- -/+ +/- -/+
- - +/- -
-+ - +/- -
- +/- -
- +/- -
I+
y
mediana - - +-*& #
percentil25% - - - :
percentil75% - - - M

(- = auséncia de infiltrado;-/+ = infiltrado discretissimo; +/- = infiltrado pouco discreto; + = infiltrado discreto)
*p < 0,001 versus WT-Cont e %p < 0,001 versus Chg-Pirido # p < 0,001 versus WT-Con (teste de Mann-
Whitney)
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Apéndice F: Valores de scores inflamatério para ganglios de camundongos C57BI/6j tratados com brometo de
piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-Cont) e coletados 6° més depois da inoculagdo com T. cruzi (Chg) ou
com veiculo (WT-Cont e WT-Pirido).

WT-Cont WT-Pirido Chg-Cont Chg-Pirido
(n=13) (n=10) (n=12) (n=16)

mediana - - +& -
percentil25% - - + -

percentil 75% - - + -

(- = auséncia de infiltrado;-/+ = infiltrado discretissimo; +/- = infiltrado pouco discreto; + = infiltrado discreto)
*p < 0,001 versus WT-Cont e %p < 0,001 versus Chg-Pirido (teste de Mann-Whitney)
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Apéndice G: Valores de scores inflamatorio para neurénios de camundongos C57BI/6j tratados com brometo
de piridostigmina (Chg-Pirido) ou ndo (Chg-Cont) e coletados 6° més depois da inocula¢do com T. cruzi (Chg)

ou com veiculo (WT-Cont e WT-Pirido).

WT-Cont WT-Pirido Chg-Cont Chg-Pirido
(n=13) (n=10) (n=12) (n=16)
- - + -
- - + -
&

mediana - - -
percentil25% - - -
percentil75% - - -

(- = auséncia de infiltrado;-/+ = infiltrado discretissimo; +/- = infiltrado pouco discreto; + = infiltrado discreto)

*p < 0,001 versus WT-Cont e %p < 0,001 versus Chg-Pirido (teste de Mann-Whitney)





