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RESUMO

Introducdo: Uma importante estratégia para contencao da disseminacéo do T. cruzi
€ ativacdo macrofagica, assim como a utilizacdo do 6xido nitrico como um potente
agente tripanocida. Estudos indicam uma variacdo de respostas além de mudancas
no comportamento parasitario afetando o funcionamento organico através da
concentracdo do inoculo de T. cruzi. Objetivos: Desta forma avaliamos os
parametros inflamatérios em camundongos geneticamente modificados infectados
com diferentes inoculos de T. cruzi. Material e métodos: Foram utilizados 80
camundongos divididos em C57BL/6 selvagens e C57BL/6 - INOS-/-, com 10
semanas de idade conformando os grupos: Controle e Infectados com 3x102, 3x103
e 3x10* formas tripomastigotas sanguineas de T.cruzi para cada linhagem,
inoculados por via subcutanea. A quantificacdo de parasitos no sangue foi
determinada diariamente. Apds 9 dias de infeccdo os animais foram colocados em
gaiolas metabdlicas individuais para coleta de urina 24 horas e no 10° dia apds
infeccdo foram submetidos a eutanasia e necropsia. Foram coletados o sangue para
dosagens bioquimicas, coracdo para quantificacdo do nimero de células, ninhos de
T. cruzi por imunohistoquimica e citocinas no homogenato do 6rgdo. Resultados:
Parasitos foram encontrados no 3° dia (alto inoculo), em ambas as linhagens. WT
apresentaram um pico no 7° dia para o alto, 9° dia para o médio e 10° dia para o
baixo inoculo, j& INOS-/- em todos o0s grupos no 10° dia apoés infeccdo. Na avaliacao
de ions, metabdlitos e enzimas, evidenciamos um aumento de Uréia e Taxa de
Filtracdo Glomerular em WT, com uma diminuicdo de Uréia, Proteina e Potassio
urinérios, Fosfatase Alcalina e Albumina plasmaéticas, inoculo dependente (p<0,05).
Ja em INOS-/- houve um aumento de Uréia, Potassio, TGO, TGP, Fosfatase
Alcalina, CPK, Proteinas totais e Globulina plasmatica. A diferenca do numero de
células e ninhos de T.cruzi/cm? no tecido cardiaco mostrou aumento inéculo
dependente para ambas as linhagens. O perfil de citocinas ndo mostrou diferencas
significativas para INOS-/- enquanto que a linhagem WT apresentou aumento de
IFN-y, IL-12, TNF-a, IL-10 e IL-17 in6culo dependente e diminuicdo de IL-4.
Conclusao: Existem variacdes na relacdo biolégica parasito-hospedeiro na Doenca
de Chagas experimental entre Wild-Type e knockout iINOS-/- dependente da
concentracéo do inoculo.

Palavras-chave: T. cruzi, Inéculos logaritmicos, C57BL/6 - INOS-/-
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ABSTRACT

Introduction: An important strategy for containing the spread of the parasite is
macrophage activation, as well as the use of nitric oxide as a potent trypanocidal
agent. Studies indicate a range of responses as well as changes in parasitic behavior
affecting the organic functioning through the concentration of inoculum of T. cruzi.
Objectives: In this way we evaluate the inflammatory parameters in genetically
modified mice infected with different inoculum of T. cruzi. Methods: 80 mice divided
into C57BL/6 wild were used and C57BL/6 — iINOS-/- 10 weeks of age conforming
groups: Control and infected with 3x102, 3x10°® and 3x10* trypomastigote
bloodstream forms of T. cruzi for each strain inoculated subcutaneously.
Quantification of parasites in the blood was measured daily. After 9 days of infection
the animals were placed in individual metabolic cages to collect urine in 24 hours and
10 days after infection were euthanized and necropsy. We collected blood for
biochemical, heart to quantify the number of cells, nests of T. cruzi by
immunohistochemistry and cytokines in the homogenate of the organ. Results:
Parasites were found on the 3rd day (high inoculum) in both strains. WT peaked on
day 7 up, 9 days for the average and 10 day for low inoculum, since iNOS -/- in all
groups on the 10th day after infection. In the evaluation of ions, metabolites and
enzymes, we noted an increase of urea and Glomerular Filtration Rate in WT, with a
decrease of Urea, Protein and potassium urinary, plasma alkaline phosphatase, and
albumin, inoculum dependent (p <0.05). Already in INOS-/- an increase of urea,
potassium, SGOT, SGPT, alkaline phosphatase, CPK, total protein and serum
globulin. The difference in the number of cells and nesting T. cruzi/cm? cardiac tissue
showed an increased inoculum dependent for both strains. The cytokines profile
showed no significant differences for iNOS-/- while the WT strain had increased IFN-
y, IL-12, TNF-a, IL-10 and IL-17 dependent inoculum and IL-4 decreased.
Conclusion: There are variations in the host-parasite relationship in biological
experimental Chagas disease between Wild Type and knockout iNOS-/- dependent
on the concentration of inoculum.

Keywords: T. cruzi, Inocula logarithmic, C57BL/6 - INOS-/-

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Cronograma de atividades do eXperimento. ..........cccoeveeeeeeeeeiviniiiiieeeeeeennnnns 23

Figura 2. Representacdo esquematica da disposi¢cdo dos cortes histologicos nas
laminas de microscopia. Os cortes de 6 um de espessura foram distribuidos em 10
laminas, sendo quatro cortes em cada lamina. A distancia entre cada corte na
mesma lamina é de 60 um. Para a contagem do numero de células foram utilizados
dois cortes com distancia de 120 ym (ldminas destacadas em vermelho). Para
analise da area de ninhos de amastigotas por imunohistoquimica foram utilizados 1
lamina com quatro cortes de animal infectado. ..............ccccciiiiiiiiiiiiiiiie 25

Figura 3. Curva de Parasitemia realizada diariamente para as linhagens C57BL/6
WT e iNOS-/-. O gréfico representa o niumero de parasitos/ml na escala logaritmica
de base 10. Os valores foram expressos em mediana (maximo — minimo), usando
teste ndo-paramétrico “Kruskal-Wallis” com pos-teste “Dunn's Multiple Comparison”.
T = p<0,05 Baixo vs Médio; 6 = p<0,05 Baixo vs Alto; Q = p<0,05 Médio vs Alto.....31

Figura 4. Curva de Sobrevida. O gréfico representa a porcentagem de sobrevida dos
animais para as linhagens C57BL/6 WT e INOS-/-. Houve diferencas
estatisticamente SIgNIfICANTES. ........coooii i 32

Figura 5. Nimero de células no tecido cardiaco expresso em mm? para as linhagens
C57BL/6 WT e iINOS-/-. Os valores foram expressos em média + EPM para WT,
Teste ANOVA, pés-teste "Tukey's Multiple Comparison” e mediana (maximo —
minimo) para INOS “Kruskal-Wallis” com pds-teste “Dunn's Multiple Comparison”.
N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados,
P>0,005. e e e e e — e e e e e e e e e a i —————aaaaaeeanaaa—————raaaaas 33

Figura 6. Quantificacdo do numero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco por
Imunohistoguimica, expressos em cm? para as linhagens C57BL/6 WT e iNOS-/-. Os
valores foram expressos em mediana (maximo — minimo) para WT, “Kruskal-Wallis”
com pos-teste “Dunn's Multiple Comparison” e média + EPM para INOS Teste
ANOVA, poés-teste  "Tukey's Multiple Comparison”. Houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos analisados, B = p<0,05 vs Alto. ....... 34

Figura 7. Quantificacdo de Hemacias, Hemoblogina e Hematoécrito no sangue dos
animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com
diferentes inoculos. Os valores foram expressos em mediana (maximo — minimo)
guando usado teste nao-paramétrico “Kruskal-Wallis” com poés-teste “Dunn's Multiple
Comparison” e média + EPM quando usado teste paramétrico ANOVA, pds-teste
"Tukey's Multiple Comparison". Houve diferengas estatisticamente significantes,
onde * = p<0,05 vs Controle e a = p<0,05 vS BaiX0. ......cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeein, 36

Figura 8. Analise do VCM, HCM e contagem de Reticuldcitos no sangue periférico
dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados
com diferentes inoculos. Os valores foram expressos em média £ EPM, ANOVA,
pos-teste "Tukey's Multiple Comparison". Diferencas estatisticamente significantes, *
= p<0,05 vs Controle € a = p<0,05 vS BaiX0. .......coeeriiiiiiiiiiiiiii e 38

Figura 9. Contagem de Plaquetas no sangue periférico dos animais das linhagens
C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos ao

viii



longo do periodo analisado. Os valores foram expressos em mediana (maximo —
minimo), “Kruskal-Wallis” com pos-teste “Dunn's Multiple Comparison”. Existem
diferencas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle; a = p<0,05 vs
o T (SRR 39

Figura 10. Andlise do Leucograma no sangue dos animais das linhagens C57BL/6
selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os valores
foram expressos em média = EPM ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple
Comparison”. Existem diferengas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs
Controle; a = p<0,05 VS BaiX0".......cccoiiiiieiiii e 41

Figura 11. Quantificacdo dos metabdlitos para avaliacdo dos parametros
plasmaticos renal dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 -
INOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os valores foram expressos em mediana
(méximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com pds-teste “Dunn's Multiple Comparison”
para as analises dos grupos dos animais C57BL/6 selvagens (WT) e média + EPM
ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple Comparison" para analises dos grupos de
animais C57BL/6 - INOS-/-. Existem diferencas estatisticamente significantes, * =
p<0,05 vs Controle; a = p<0,05 vs BaiX0". .......ccoeeiiiiiiiiii e 43

Figura 12. Quantificacdo dos metabdlitos para avaliagdo dos parametros urinarios
renal dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/-
infectados com diferentes inoculos. Os valores foram expressos em média + EPM
ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple Comparison” e mediana (maximo — minimo)
“Kruskal-Wallis” com pos-teste “Dunn's Multiple Comparison”. Existem diferencas
estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle. ...........ccccevvviiiiieieeeieeeeiiiinn, 45

Figura 13. Quantificacdo dos metabdlitos Creatinina, Proteindria e Clearence de
creatinina na urina de 24 horas para avaliacdo dos parametros urinarios renal dos
animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com
diferentes inoculos. Os valores foram expressos em média + EPM ANOVA, pés-teste
"Tukey's Multiple Comparison” e mediana (maximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com
poés-teste “Dunn's Multiple Comparison”. Existem diferengcas estatisticamente
significantes, * = p<0,05 vs Controle, B = p<0,05 vs AltO. ......covvviiiiiiiiiiieee e, 47

Figura 14. Quantificacdo dos parametros TGO, TGP e Fosfatase Alcalina para
avaliacdo bioquimica hepatica dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e
C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os valores foram expressos
em média + EPM ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple Comparison” e mediana
(maximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com pos-teste “Dunn's Multiple Comparison”.
Existem diferencas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle, a = p<0,05
vS Baixo € B = P<0,05 VS AIO. ..o 49

Figura 15. Quantificacdo dos parametros Proteinas totais, Albumina, Globulina e
Relacdo A/G para avaliagcdo bioquimica hepéatica dos animais das linhagens
C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos.
Os valores foram expressos em média £ EPM ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple
Comparison" e mediana (médximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com pés-teste “Dunn's
Multiple Comparison”. Existem diferencas estatisticamente significantes, * = p<0,05
vs Controle, a = p<0,05 vs Baixo € B = p<0,05 vS AO.......ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee 51



Figura 16. Quantificacdo dos parametros CPK e CKMB para avaliacdo bioquimica
cardiaca dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - iINOS-/-
infectados com diferentes inoculos. Os valores foram expressos em média + EPM
ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple Comparison” e mediana (maximo — minimo)
“Kruskal-Wallis” com poés-teste “Dunn's Multiple Comparison”. Existem diferengas
estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle e a = p<0,05 vs Baixo........... 53

Figura 17. Quantificacdo das citocinas TNF-a, IL-10, IFN-y, IL-4, IL-12p40 e IL-17 no
homogenato do coracdo dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e
C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os valores foram expressos
em média + EPM ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple Comparison” e mediana
(méximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com pos-teste “Dunn's Multiple Comparison”.
Existem diferencas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle. .............. 55



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores da mediana (maximo — minimo) referentes a curva de parasitemia
realizada nos diferentes dias com os inéculos Baixo, Médio e Alto com ambas as
TalaF=To [=T g Eoqo ST or=Ta 01U ] s o (o] 4 To o 1S T 30

Tabela 2. Valores da mediana (maximo — minimo) e média + EPM referentes a
quantificacdo do niumero de Hemacias, Hemoglobina e Hematdcrito realizada com
0s grupos Controle e indculos Baixo, Médio e Alto com ambas linhagens de
(o= 14111 T 0] T [0 1750 35

Tabela 3. Valores da média + EPM referentes a quantificagdo do VCM, HCM e
namero de Reticuldcitos dos grupos Controle e indculos Baixo, Médio e Alto com
ambas linhagens de cCamuNAONQOS. .......ouuuuiiiiiiie e 37

Tabela 4. Valores da média + EPM referentes a andlise do Leucograma dos grupos
Controle e in6culos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.

Tabela 5. Valores da mediana (maximo — minimo) e média + EPM referentes a
qguantificacdo dos metabdlitos Uréia, Sédio, Potassio e Cloro no plasma dos grupos
Controle e in6culos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.

Tabela 6. Valores da média + EPM e mediana (mdximo — minimo) referentes a
quantificacdo dos metabdlitos Uréia, Sodio, Potassio e Cloro na urina dos grupos
Controle e in6culos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.

Tabela 7. Valores da média + EPM e mediana (médximo — minimo) referentes a
quantificacdo dos metabdlitos Creatinina urinaria, Proteindria e Clearence de
creatinina dos grupos Controle e in6culos Baixo, Médio e Alto para ambas as
liINhagens de CamUNAONQOS. ..... ... i 46

Tabela 8. Valores da média + EPM e mediana (maximo — minimo) referentes a
quantificacdo dos parametros TGO, TGP e Fosfatase Alcalina dos grupos Controle e
in6culos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos. ............... 48

Tabela 9. Valores da média + EPM e mediana (madximo — minimo) referentes a
guantificacdo dos parametros Proteinas totais, Albumina, Globulina e Relagdo A/G
dos grupos Controle e in6culos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de
(o= 1 4101V (0] T [0 150U POTT 50

Tabela 10. Valores da média + EPM e mediana (maximo — minimo) referentes a
quantificacdo dos parametros CPK e CKMB dos grupos Controle e indculos Baixo,
Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos. .........ccccooviiiiiiiiiiieeeeennnnnns 52

Tabela 11. Valores da média + EPM e mediana (maximo — minimo) referentes a
quantificacdo das citocinas no homogenato do coracdo dos grupos Controle e
in6culos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos. ............... 54

Xi



SUMARIO

APOIO FINANCEIRO ...coitiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt ettt e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeees %
11 11V PP Vi
F = S Y 2 ¥ G L PP Vil
LISTA DE FIGURAS ... e e e e e e e e e et e e eaeeeeaneees viii
ISR N B T N = N S Xi
1. INTRODUGAO ...ttt n et e e eaennanis 14
1.1 TrYPANOSOMA ClUZI...cciieeeeeeeeeee e 15
1.2 Evolugao e Resposta Imune da Doenca de Chagas............cccceeeeeeiieeieeeeeeeee, 17
IR0 (1o (o 38\ 11 el RO 18
2= HIPOTESE ...ttt ettt ettt et b e st et eeeenas 20
Sim OBUIETIVOS ... 21
3.1.-0ODBJetiVO geral.......ccooiiiiiiiii 21
3.2.-0ODbjetiVOS ESPECITICOS ...vvviiiii i e e e 21
4.- MATERIAL E METODOS ..ottt e e 22
vt I e (] (o Teto] (o Ne (o T O =1 U 1 N PP 22
N 110 = PR 22
4.3. Cepa de TrypPanNOSOMEA CIUZI .....cceeeeeeiiieeeeieiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 22
4.4. Desenho experimental ... 23
4.5.EXame ParasitOlOQiCO........ccceiiiiiiiiiii e 23
T U - g = T - 24
A N [= o 0 01 - P 24
4.8. Preparo do coracao para cortes histoldgiCoS ..........ccvvvvveviviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 24
VA B AN g Fo Y[ K=Y o] 1 (o] 0 4 [= 1 o= NP 25
4.9.1. Captura das imagens MICrOSCOPICAS .........uuvvrrreerieeeeiiiiiiiieieeeeeeeseannnneees 25
4.9.2. Namero de células no tecido CardiaCo.............uuuururmemmuimnrniiiiiiiiiiiiiiiniinnnnns 26
4.10. IMUNONISTOQUIMICA ...t e e e e e 26
4.10.1. Quantificagdo do numero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco ....... 27
4.11. Hemograma e Contagem de RetiCUlOCItOS...........c.uuvieiieiiieiiiiiiiiiieeeeeeee 27
4.12. Dosagem das CILOCINAS .........cuuuuuiiiiieeeeeeeeeeie e e e e e e 28
4.13. ANAlISE EStatiStICA .....cevvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 28
5.-RESULTADOS ..o 30
5.1. CUIVa de ParaSitemMIaA........coeeeeeiieieeiiiiieee e e e e et s e e e e e e e eeeeaan e e e e e e e eeeeeeenn s 30
5.2. CUrva de SODIeVIda ......ccooviiiiiiiii e 32
5.3. Numero de células no tecido CardiaCo ...........ooouuuveieieieeeeiiiiiieeeee e 33
5.4. Quantificacdo dos ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco por
IMUNONISTOQUIMICA ... . e e 34
5.5. Quantificagcdo do Hemograma e RetiCUlOCItOS .........ccccevvivviiiiiiiiieieeeeeeeen, 35
5.5.1. Heméacias, Hemoglobina € HemMatOCritO..............uuvvrverrneeiiiiiiiiiiiiieieneannnnens 35
5.5.2. VCM, HCM € RELICUIOCITOS .....uuvruuriuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiieinininnennssennnnnnnnnnnes 37
TR T o = 1o [ U= = N 39
NS T I TN (oo o | = o = U 40
5.6. ANAIISE BIOQUIMICA.......cciiiiiiiiiiiiiiiee e 42
5.6.1. Avaliacdo dos parametros plasmaticos renal............cccceevevveviveeniennnnnnnnnnn. 42
5.6.2. Avaliagdo dos parametros urinarios renal.................eeeeeeeeiviiiieiiiiiiiiiieeen. 44
5.6.3. Avaliacdo dos parametros renal — Creatinina urinaria, Proteinuria e
Clearence de CreatiNiNa ........c....eeeeeeeeiiiiiee e ee e e e e e e e e e e e e eaeeen s 46

5.6.4. Avaliacéo dos parametros hepaticos - TGO, TGP e Fosfatase Alcalina...48
Xii



5.6.5 Avaliacédo dos parametros hepaticos - Proteinas totais, Albumina,

Globulina, REIAGAO A/G ......eeii e 50
5.6.6. Avaliacdo dos parametros bioquimicos CPK e CKMB...........ccccccccceeieeennn. 52
5.7. Avaliagdo das citocinas no homogenato do COragao ..........ccccvvvvvvrrvirieeeeeeennn. 54
B.-DISCUSSAD ..ottt sttt sttt s e st se st eb e nens 56
7.-CONCLUSAOD ......cooiiiiieeie ettt ettt ettt 61
B.-REFERENCIAS ...ttt ettt et e et e et et e et e st e eaeeaeeae e 62

xiii



O 00 N o uu b~ W N Bk

W W W W N N N N N N N N NN P P R R P R R P R p
W N P O W 00 N oo 1l B W N P O O 0O N O 1 b W N P O

14

1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é um antropozoonose causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (Chagas, 1909). E uma doenca endémica na América
Central e do Sul, onde hd uma estimativa de 1,9 milhdes para 4,6 milhdes de
pessoas atualmente infectadas (Bern et al., 2011; Hotez e Fujiwara, 2014; Dias et
al., 2016). A doenca € o resultado de um processo multifatorial, tendo em vista a
diversidade da relacéo parasito-hospedeiro (Macedo et al., 2004).

Apés a infeccdo pela DC se inicia a fase aguda que tem duracdo de
aproximadamente 60 dias, pode se apresentar assintomatica ou com uma
sintomatologia propria, caracterizada por sinal de porta de entrada (sinal de Romana
e/ou chagoma de inoculacao), febre, sinais de insuficiéncia cardiaca, edema de face
e de membros inferiores, enfartamento ganglionar e hepatoesplenomegalia, além da
elevada parasitemia circulante (De Rezende et al., 1980). Estes sintomas tendem a
melhorar espontaneamente no periodo de 3 a 8 semanas apos a infeccao.

Posteriormente a doenca evolui para a fase cronica, onde ocorre a diminuicéo
da parasitemia no sangue circulante e € possivel encontrar o protozoario na
intimidade dos tecidos. Inicialmente o portador da doenca pode ndo apresentar
sinais e sintomas clinicos, caracterizando assim a forma indeterminada da DC. Em
outros casos podem aparecer sintomas que irdo determinar formas anatomo-clinicas
distintas (Cardiaca, Digestiva, Mista - cardiaca e digestiva, Nervosa e nas ultimas
décadas, a reativacéo da DC (Tafuri, 1987; Prata, 1990).

O mecanismo inflamatério desencadeado pela infeccdo € um importante alvo
de estudo para aprimoramento do entendimento da fisiopatologia da doenca assim
como para a busca novos alvos terapéuticos. Além disso, a resposta inflamatoria
que se segue a infeccdo pelo T. cruzi embora seja essencial para a resisténcia do
hospedeiro a infeccdo é também responsavel pela diversidade patolégica observada
na DC (Coura et al., 2014).

A resposta imune anti-T. cruzi pode ser considerada mista por envolver a
resposta imune celular e humoral. Mesmo com esses potentes mecanismos de
defesa, o parasito desenvolveu formas de evasdo. H4 mecanismos de evasao que
desativam o poder fagocitario de macrofagos, escape de lise por complemento,

supressao ectopica, ativacdo policlonal, imunodepresséo, ativacdo preferencial de
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linfécitos T CD4+ do tipo Th2 (Cunha-Neto et al., 1995). Durante a fase aguda ocorre
uma producdo exacerbada de citocinas inflamatorias como IL-12, TNF-a e IFN-y,
além de quimiocinas que sdo responsaveis por direcionar a resposta inflamatoria
para o tecido alvo. Macréfagos e células dendriticas fagocitam o parasito e
expressam IL-12, junto as moléculas coestimuladoras, que dara inicio a producéo de
IFN-y especifica de células T (Bilate e Cunha-Neto, 2008). As células NK tém um
papel importante nos primeiros dias de infecgdo devido a manutencdo da producéo
de IFN-y, o qual é essencial na primeira semana de infec¢ao (Cardillo et al., 1996), a
partir da segunda semana a producdo € derivada principalmente das células T
CD4+. Esses acontecimentos no inicio da infeccdo sdo importantes na construcao
posterior da resposta imune humoral e celular. Além disso, a expressédo do gene
INOS contribui de forma significativa para a redu¢do do numero de parasitos através
da sintese de espécies reativas de nitrogénio potencializada por perfil de resposta
celular Thl (Cardillo et al., 1996). Levando em consideragdo estudos preliminares
em que demonstraram a relacdo de efeitos deletérios e concentracdo do inoculo
(Lemos et al., 2013; Vazquez et al., 2015), assim como a importancia da expressao
de iNOs na infeccédo pelo T. cruzi (Borges et al.,, 2009), se tornou importante o
monitoriamento de efeitos funcionais e estruturais da infeccdo aguda experimental

por T. cruzi.

1.1 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi pelas suas caracteristicas biolégicas e genéticas, constituindo-se
em cepas ou subespécies, pode ter comportamentos peculiares quando inoculado
em animais experimentais. Segundo BRENER (1965) e Brener & Chiari (1963)
considerando critérios morfoldgicos, a evolugédo da parasitemia e o tropismo tissular,
descreveram as cepas Y e CL como cepas “polares”. A caracterizacao
morfobioldgica e histopatologica de cepas do T. cruzi, proposta por Andrade et al.,
(1983) e Andrade et al., (1995), foi feita através da analise do comportamento em
camundongos Suicos, na fase aguda da infeccédo, de isolados do parasita de
diferentes fontes (casos humanos, triatomineos naturalmente infectados,
reservatorios silvestres, etc.). Essa andlise permitiu estabelecer os tipos de cepas

designados como |, II, lll, os quais apresentam uma correlacdo com os perfis
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isoenzimaticos descritos por Miles et al., (1980), como foi demonstrado, ao estudo
bioquimico das cepas, por Andrade et al., (1983).

Basicamente, as alteracdes tissulares predominantes dependem do tropismo
da cepa e, consequentemente, do maior grau de parasitismo dos diferentes setores
do organismo (Andrade et al., 1983; Andrade et al., 1995). Desse modo, na infec¢éo
com cepas do Tipo |, observa-se, nas fases iniciais, até 10 dias poés-infeccao,
parasitismo dos macréfagos em varios setores do organismo, principalmente em
orgados como o baco, figado e linfonodos e no tecido conjuntivo intersticial, onde,
além de macrofagos, sao identificados adipocitos, com denso parasitismo (Andrade
et al., 1995). Na fase mais avancada da infec¢cdo aguda, € evidente o miotropismo,
com lesdes inflamatérias de miocardio, musculo esquelético e musculo liso das
paredes intestinais, com envolvimento de plexos mioentéricos e lesdes neuronais
(Tafuri et al., 1971).

Na infeccdo com as cepas de Tipo Il, cuja parasitemia tem um curso mais
lento entre 0 12° e o0 20° dia, as lesdes predominantes ocorrem no miocardio, na
fase aguda, com acentuado parasitismo das células cardiacas, evoluindo para a
destruicdo dos midcitos parasitados e necrose dos nao parasitados, com intenso
processo de miocardite. Em menor grau, ha também lesGes de musculo esquelético
e de musculos lisos, com envolvimento de plexos nervosos mioentéricos (Brener et
al., 2000).

Na infeccdo com as cepas de Tipo lll, cuja parasitemia evolui lentamente,
atingindo niveis elevados aos 30 dias, ha nitido miotropismo, principalmente com
envolvimento de musculo esquelético, desenvolvendo-se extensas lesdes de fibras
musculares esqueléticas e intenso processo inflamatorio, lesbes de arterite e
periarterite, com necrose de parede vascular. As lesbes miocardicas sdo também
proeminentes (Brener et al., 2000).

Levando-se em consideracdo que as cepas do T. cruzi sdo multiclonais e
podem apresentar populacbes homogéneas ou heterogéneas, com a predominancia
de “clones principais”, de acordo com Tibayrene & Ayala (1988), foi sugerido por
Campos et al., (1999), tendo como base o estudo molecular dos clones da cepa
21SF proveniente de Sao Felipe, BA, que a presenca de um clone principal,
circulando em uma mesma area endémica, pode ser responsavel pelo quadro

clinico-patologico da doenca nessa area. Isolando os clones de uma cepa do Brasil



O 00 N o uu b~ W N R

W W W W N N N N NN N N NN NN P P RPRP R R R R R R
w N P, O OV 00 N O U B W N R O VU 0O N o un M W N -~ O

17

Central, origindria de um paciente com megaesodfago, Lauria-Pires et al., (1996a)
identificaram, na cepa parental e nos clones, o mesmo zimodema (Z2).
Recentemente foi sugerido por Macedo & Pena (1998) um “modelo clonal-
histotropico”, levando em conta que diferentes clones de uma cepa podem
apresentar tropismo para diferentes tecidos, decorrente das interagcdes moleculares
na superficie celular entre o clone invasor e os tecidos do hospedeiro.

Também se tem observado que as caracteristicas morfolégicas do T. cruzi
influencia tropismo para 6rgados especificos (WHO, 1997). Existem algumas cepas
com predominancia delgada, que apresentam afinidade por células do SFM,
parasitando com maior frequéncia esplendcitos, hepatocitos e células da medula
O0ssea (Andrade, 1976). Uma caracteristica que pode ser observada é a elevacao
precoce dos picos parasitolégicos. Mesmo apresentando-se mais sensiveis a acao
dos anticorpos, leva a mortalidade na fase aguda da infeccdo a grande maioria dos
animais experimentais infectados. Estudos posteriores comprovaram que as cepas
de morfologia larga apresentam tropismo por células musculares devido a presenca
de receptores especificos para T. cruzi na membrana destas células. No mesmo
estudo verificou-se que as formas largas de tripomastigotas estdo mais adaptadas
ao desenvolvimento no vetor, enquanto que as formas finas ou delgadas estdo mais

adaptadas a cumprirem o ciclo tecidual (Andrade 1976).

1.2 Evolucéo e Resposta Imune da Doenca de Chagas

Algumas evidéncias experimentais indicam que o sistema imune contra o T.
cruzi esta mediado pela capacidade microbicida do Interferon-gama (IFN-y) na
ativacdo macrofagica (Reed, et al., 1988; Revelli, et al. 1995). O Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) também mostra ser eficaz em controlar a infecgdo aguda (Santos,
et al., 1997), em parte realcando a atividade tripanocida dependente do 6xido nitrico
(NO) - IFN-y dos macrofagos ativados (Silva et al., 1995; Uchba et al., 2002).
Entretanto, a presenca do NO e do TNF-a pode ao mesmo tempo ser prejudicial
dado sua participacdo em ferimento do tecido (Moncada, 2002) uma vez que as
diferentes respostas imunes estdo implicadas em maior ou menor lesao tecidual.
(Brener, 2000). Com o inicio da infeccdo comeca o processo inflamatorio, através do

recrutamento de células “Natural Killers” (NK), neutréfilos, macréfagos e eosindfilos
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(Mufioz et al., 1992). Todas essas células possuem receptores, que com o auxilio do
TNF-a, ativam macréfagos para produzir citocinas (IL-1 e IL-6) e NO (Golden et al.,
1991). Os macrofagos ativados estimulam a inflamacdo aguda por meio da secre¢éo
de citocinas, principalmente TNF- a e IL-1, quimiocinas e mediadores lipidicos de
vida curta, tais como o fator de ativacao de plaquetas, prostagladinas e leucotrienos.

A acao coletiva dessas citocinas derivadas de macréfagos e dos mediadores
lipidicos € produzir uma inflamacao local que € rica em neutrofilos, os quais
fagocitam e destroem organismos infecciosos (Abbas, 2005). As prostaglandinas séo
classe de mediadores inflamatorios lipidicos derivadas do acido araquidénico em
muitas células pela via da ciclooxigenase (Kunkel et al., 2002).

Clinicamente, a infeccdo pode levar ao desenvolvimento de complicagdes
cardiacas e digestivas, sobretudo na fase crénica, que muitas vezes culmina com a
morte do individuo. O Benzonidazol, que é o Unico medicamento com acao
tripanomicida empregado atualmente no Brasil, tém sua eficacia limitada (Cancado,
2002). Somado a isso, a DC representa um importante problema social gerado
principalmente pelo medo da morte subita, a falta de um medicamento que seja
eficaz nas duas fases da doenca ou ainda em consequéncia do afastamento das
funcdes profissionais devido a uma série de debilitacdes e restricbes impostas pela
doenca (Uchda et al., 2002).

1.3 Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) € um mediador gasoso responsavel por uma variedade de
fenbmenos fisiolégicos. A l-arginina € a precursora da sintese do 6xido nitrico, na
presenca de Oxido nitrico-sintetase (Cerqueira e Yoshida, 2002), possui atividade
citotoxica, vasodilatadora, modulacdo de respostas inflamatérias, da qual a sua
atividade biologica depende do tipo celular relacionado (Moncada et al., 1991;
Adams, 1996).

A Oxido nitrico-sintase (NOS) é a enzima responsavel pela sintese do NO. Sao
vinculadas 3 isoformas de NOS, onde uma NOS induzida (INOS) e duas NOS
constitutiva (cNOS). A isoforma | ou oxido nitrico-sintase neuronal (NNOS) é uma
NOS constitutiva, presente em neurdnios, células epiteliais, SNC e SNP periférico,

sistema NANC, mécula densa do rim, medula adrenal, musculo esquelético, 6rgéo
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sexual masculino, células B pancreaticas, além de outros tecidos. Ja a isoforma Il ou
oxido nitrico-sintetase induzida (INOS) é uma NOS induzida por citocinas e
lipopolissacarideos, no endotélio e musculatura lisa vascular. Por fim, a isoforma I
ou oxido nitrico-sintetase endotelial (eNOS) é uma NOS constitutiva e produz NO em
endotélio vascular sob condi¢bes basais. Antigenos associados a citocinas, como
TNF-a, IL1-8 ou INF-y, induzem a sintese de iNOS, de 2 a 4 horas apds a exposi¢cao
ao agente. A sua inducdo pode ser suprimida por TGF-(, IL-4, IL-10 sozinhos ou
sinergicamente com macrofagos, por IL-8 e por glicocorticoides (Cerqueira e
Yoshida, 2002).

Na infeccdo por T. cruzi o macréfago é a principal célula que atua contra o parasito,
através da producdo de NO estimulada por IFN-y produzido inicialmente por células
Natural Killer (NK) (Silva et al., 1992). Os cardiomidcitos sdo outras células que
participam ativamente na resposta a infeccdo, através da producdo de citocinas e
NO, modulando a presenca de células inflamatérias no tecido e controlando a
replicacdo do parasito (Machado et al., 2000). A molécula de NO € produzida pela
isoforma induzivel da NO sintase, em reposta a IFN-y e em sinergismo com TNF-a.
Estas citocinas produzidas durante a fase aguda da infeccdo, onde correlacionam
com um incremento na concentracao plasmatica de nitrito, produtos finais da via da
arginina/NO. Citocinas do padrdao Thl (IFN-y e TNF-a) atuam em conjunto para
induzir a ativacdo de macréfago e a producao de oOxido nitrico (NO), atuando na
eliminacao do parasito. Citocinas do padrdo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) bloqueiam
as citocinas do padrdo Thl, permitindo a persisténcia do T. cruzi no tecido
(Pavanelli, 2008), assumindo um importante papel a expressédo de iINOS no combate

a proliferacao do parasito.



O 00 N o v b~ W N R

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

20

2.- HIPOTESE

As diversidades nos aspectos fisiopatologicos da DC ainda permanecem
divergentes. Levando em consideracéo estudos preliminares em que demonstraram
a relacdo de efeitos deletérios e concentracdo do inoculo, bem como a importancia
da expressao de iINOs na infeccado pelo T. cruzi, hipostenizou-se que os efeitos
deletérios funcionais e estruturais da infeccdo aguda experimental por T. cruzi, em

diferentes inoculos afetam de forma variavel os diferentes sistemas.
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3.- OBJETIVOS

3.1.-Objetivo geral

Avaliar os parametros inflamatérios em camundongos infectados com

diferentes in6culos de Trypanosoma cruzi.

3.2.-Objetivos especificos

e Determinar a curva de sobrevida em camundongos C57BL/6 selvagens (WT) e
deficientes de INOS-/- com diferentes indculos de Trypanosoma cruzi;

e Delimitar o curso da infec¢do através da curva de parasitemia em camundongos
C57BL/6 selvagens (WT) e deficientes de iINOS-/- com diferentes in6culos de
Trypanosoma cruzi;

e Quantificar o nimero de células no tecido cardiaco de camundongos C57BL/6
selvagens (WT) e deficientes de INOS-/- com diferentes inoculos de
Trypanosoma cruzi;

¢ Quantificar o numero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco de camundongos
C57BL/6 selvagens (WT) e deficientes de iINOS-/- com diferentes in6culos de
Trypanosoma cruzi;

¢ Analisar o hemograma e reticulécitos de camundongos C57BL/6 selvagens (WT)
e deficientes de iINOS-/- com diferentes in6culos de Trypanosoma cruzi;

¢ Quantificar metabdlitos e ions no plasma e urina de 24 horas de camundongos
C57BL/6 selvagens (WT) e deficientes de iINOS-/- com diferentes in6culos de
Trypanosoma cruzi;

e Quantificar citocinas e quimiocinas no homogeneizado do coracdo de
camundongos C57BL/6 selvagens (WT) e deficientes de iINOS-/- com diferentes

indculos de Trypanosoma cruzi;
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4.- MATERIAL E METODOS

4.1. Protocolo do CEUA

O parecer da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) esta registrado e

aprovado com o protocolo de numero 293/2013.

4.2. Animais

Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem C57BL/6 selvagens
(WT) e 40 C57BL/6 - INOS-/- (Universidade de S&o Paulo — Laboratério de
Imunologia) em duplicata, com 10 semanas de idade, pesando entre 20 e 30
gramas, mantidos no biotério da Disciplina de Biologia Celular da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro em Uberaba-MG. Os animais ficaram em sala especial,
com renovacdo constante de ar, a temperatura de 22 a 26°C e umidade entre 45 e
55%, expostos a um ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e alocados em gaiolas
plasticas de 414 mm x 344 mm x 168 mm. A alimentacao foi com racdo comercial de
composicdo conhecida (Nuvilab-CR1, NUVITAL Nutrientes Produtos Veterinarios
Ltda. — Curitiba — PR) e agua esterilizada oferecida ad libitum. A agua e a maravalha
passaram pelo processo de esterilizagdo antes de serem oferecidas aos animais.
Todos os procedimentos realizados estdo em conformidade com as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratorio, antigo COBEA
(Andersen et al., 2004; Mezadri et al., 2004; Franco, 2005).

4.3. Cepa de Trypanosoma cruzi

Para produzir a infeccdo em ambas as linhagens de animais pelo
Trypanosoma cruzi, foi utilizada a cepa “Y” do T. cruzi (Andrade e Magalhaes, 1997,
De Araugjo-Jorge e De Castro, 2000), que é mantida no biotério da Disciplina de

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

Os animais foram divididos em 4 grupos com igual nimero para cada
linhagem (C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - iINOS-/-), conformando o grupo
Controle sem infeccdo (Controle), grupo Infectado com 3x10? formas
tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (Baixo inoculo), grupo Infectado com 3x103
formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (Médio inoculo) e grupo Infectado
com 3x10* formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (Alto inoculo). As formas
tripomastigotas sanguineas foram inoculadas por via subcutanea e o ajuste do
in6culo foi realizado conforme o método de (Brener, 1962). O esquema de
procedimentos realizados com os animais de ambas as linhagens esta representado
na Figura 1. Os animais receberam marcacéo individual e durante todo o periodo do
experimento e foram verificadas a data de Obito para a construcdo da curva de

sobrevida.

01 2 345 6 7 8 g 10 -dias do experimento

I Indculo com 3x102, 3x10° e 3x10* formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi - Cepa ¥
I Parasitemia

B Coleta de urina 24 horas através de gaiolas metabélicas individuais
- Eutandsia

Figura 1 Cronograma de atividades do experimento.

4.5.Exame parasitolégico

A determinagdo do numero de parasitos nos animais foi realizada diariamente
e 0 protocolo de contagem conforme descrito por (Lemos et al., 2013; Vazquez et al.,
2015).
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4.6. Eutanasia

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

item 4.11. Por fim se procedeu a necropsia como descrito a seguir.

4.7. Necropsia

Os animais foram submetidos a incisdo mento-pubiana com subsequente
abertura das cavidades toracica e abdominal. Neste momento foram retirados o
coracdo para analise, processamento histologico e dosagem de citocinas como
descrito nos itens 4.8 e 4.12, o baco, rim, intestino e figado para analises
posteriores. ApOs a necropsia as carcacas foram colocadas em formol a 10% por no
minimo 48 horas, para posteriormente ser descartadas em lixo hospitalar (De Araujo-
Jorge e De Castro, 2000).

4.8. Preparo do coracao para cortes histoldgicos

Foi realizado um corte transversal ao eixo maior do ventriculo através de um
instrumento contendo divisdes com largura de 1mm, o qual permitiu obter um corte
de 2 mm de espessura que correspondeu ao primeiro terco, que foi conservado em
freezer a -70°C em inibidor de proteases para andlise das citocinas. Os dois tergos
restantes do tecido cardiaco foi acondicionado em methacarn durante 24 horas e
depois armazenado em alcool 70%. Posteriormente, o coracao foi submetido aos
processos de desidratacdo em uma série crescente de alcool etilico, diafanizacéo
em xilol e inclusdo em parafina para microtomia. A inclusdo de cada fragmento foi
feita pelo posicionamento do plano obtido pelo corte transversal ao eixo maior do
ventriculo, com o plano longitudinal de microtomia. Os blocos de parafina com os
fragmentos de coracdo foram cortados em micrétomo rotativo (Leica RM2245),
obtendo-se cortes com 6 micrébmetros (um) de espessura, montados em laminas de

vidro para microscopia, previamente tratadas com adesivo (Silano). Foram obtidos
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cortes seriados de 6 pm de espessura depositando-se um corte a cada intervalo de
60 um na mesma lamina, repetindo o ciclo até completar 10 laminas (Figura 2). Os
cortes apos secagem em estufa a 60°C, por um periodo de 24 horas, foram corados

com Hematoxilina (Stevens, 1990).

Cortes descartados
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Figura 2. Representacdo esquematica da disposicdo dos cortes histolégicos nas laminas de
microscopia. Os cortes de 6 um de espessura foram distribuidos em 10 laminas, sendo quatro cortes
em cada lamina. A distancia entre cada corte na mesma lamina é de 60 um. Para a contagem do
namero de células foram utilizados dois cortes com distancia de 120 ym (laminas destacadas em
vermelho). Para andlise da area de ninhos de amastigotas por imunochistoquimica foram utilizados 1
lamina com quatro cortes de animal infectado.

4.9. Analise Morfométrica
4.9.1. Captura das imagens microscoépicas

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

para objetiva de 40X (imunohistoquimica) e 20X (quantificacao de células).

4.9.2. Nimero de células no tecido cardiaco

Para a quantificacdo das células do tecido cardiaco e infiltrado inflamatério
foram utilizadas laminas coradas com Hematoxilina e as imagens capturadas com
objetiva de 20X no microscopio conforme o item 4.9.1. Foram utilizadas no total 10
imagens escolhidas aleatoriamente, distribuidas em igual nimero na regido do
ventriculo direito e esquerdo de cada animal em duplicata. Cada imagem media
724,45 x 543,34 um tendo uma area de 393.625,63 um?2. No total foi analisada uma
area de 3.936.256,3 um? que corresponde a 3,93 mm? por duplicata.

Para quantificar o niamero de células foi utilizado o modo semi-automatico do
programa ImageJ onde o programa reconhecia os ndcleos das células do tecido
cardiaco. Primeiro foi realizado a analise do grupo Controle para verificar o nimero
médio de células por area analisada, e em seguida foram feitos os grupos infectados
com diferentes indculos. O resultado foi expresso pela relacdo do numero de células

dividido pela area em mm?2.

4.10. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica para a deteccdo de ninhos de T. cruzi foi realizada nos
cortes do coracdo dos camundongos infectados obtidos conforme o item 4.8. Cada
lamina passou por processos de desparafinizacdo, hidratacdo e lavagem. Apés o
blogueio da peroxidase enddgena, das ligacBes inespecificas e a recuperacado
antigénica, os cortes foram incubados com o anticorpo anti-Trypanosoma cruzi
produzido em coelho (diluigdo 1:250), durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas com a proteina A

conjugada com peroxidase (1:100) e reveladas com DAB-diaminobenzidina, em



O 00 N o uu b~ W N Bk

W W W W N N N N N N N N NN P P R R P R R p Rp p
W N P O VW 0 N O U1 B W N P O O O N O 1 b W N L, O

27

tampéo Tris-HCI pH 7,4. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina e as

laminas montadas com Entellan para analise em microscépio de luz comum.

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

Para a quantificagdo do numero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco
foram utilizadas laminas conforme descrito no item 4.10 e capturadas imagens no
microscopio com objetiva de 40X conforme o item 4.9.1. Foram utilizadas em média
218 campos por animal correspondendo a uma area total de 10,67 mm?2. Cada area
de um campo correspondia a 48858,16 um?. As imagens foram distribuidas em igual
ndmero na regido do ventriculo direito e esquerdo de cada animal. Ao final foi feita a
relacdo da somatdria de todos os ninhos de T. cruzi que se encontravam nessas

areas pela somatoria da area total analisada. O resultado foi expresso em mm?2.

4.11. Hemograma e Contagem de Reticuldcitos

ApoOs coletado o sangue, aliqguotou-se 100 pL de sangue total em um tubo
com 5uL de EDTA 10% e em seguida realizada a leitura em hemocitdbmetro (ABX
MICROS 60 — Horiba ABX Diagnostics — Franga). O aparelho realizou a leitura dos
seguintes parametros hematoldgicos: Hemécias, Hematdcrito, Volume Corpuscular
Médio (VCM), Hemoglobina, Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Amplitude de
Distribuicdo do Volume dos Eritrécitos (RDW) e Leucdcitos totais. O resultado
corresponde a média de duas leituras da mesma amostra e os dados coletados
foram transferidos a uma planilha eletronica e analisados estatisticamente. Em
seguida foram confeccionadas laminas de esfregaco sanguineo para contagem
manual de Plaguetas e Diferencial de Leucdcitos e coradas por Panético (NewProv -
Produtos para Laboratério LTDA — Brasil). Posteriormente incubou-se 15uL do
sangue total com 15uL do corante Azul de Cresil Brilhante (Laborclin — Produtos
para Laboratorio LTDA — Brasil) a 37°C por 20 minutos para realizacdo da lamina
para contagem de Reticulocitos. As laminas assim coradas foram lidas em
microscopio de luz (Leica Dia Star - 420) com objetiva de 100X. Os resultados foram
expressos em numero de Reticulécitos/mm3, conforme descrito por (Oliveira et al.,

2006).
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4.12. Dosagem das citocinas

A dosagem das citocinas foi realizada por ensaio imunoenzimético (ELISA)
utilizando o Kit OptEIA™ (Pharmingen, San Diego, CA, USA), conforme instrucdes
do fabricante. Placas de poliestireno de alta afinidade (Corning Costar Europe
Badhoevedorp, The Netherlands) foram sensibilizadas com 50 uL/poco de anticorpo
de captura especifico para cada citocina testada, diluido em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1 M e pH 9,6, seguindo-se incubacé&o por 24 horas a 4°C. A seguir, as
placas foram lavadas com PBS-T e incubadas com solugdo de PBS acrescido com
10% de soro fetal bovino inativado (solucdo de bloqueio) (Sigma) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Aos pocos das placas foram adicionadas, em duplicata, as
guantidades conhecidas das citocinas recombinantes (curva-padrdo) e a amostra a
ser analisada, seguindo-se de incubacao a temperatura ambiente durante 2 horas.
Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS-T e adicionados 0s anticorpos
secundarios biotinilados (anticorpo de deteccdo) especificos para cada citocina,
diluidos, que foram pré-incubados por 15 minutos com avidina conjugada a
peroxidase. A solucdo foi adicionada as placas e seguiu-se a incubacdo a
temperatura ambiente durante 1 hora. Apds nova etapa de lavagem foi adicionado o
revelador tetrametilbenzidina (TMB) (Pierce) e o substrato H202. As reacfes foram
bloqueadas apdés 20 minutos com acido sulfurico 2M e a leitura realizada a 450nm
em leitor de microplacas (Power Wave X — Bio Tek Instruments, INC). As
concentracbes de citocinas (IL-12 p40, IL-10, INF-y, TNF, IL-4 e IL-17) foram
determinadas com referéncias a curva padrao das diluicbes seriadas das citocinas

recombinantes. Os valores das citocinas foram expressos em pg/mL/g.

4.13. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa “Instat e Prisma” da
Graphpad (http://www.graphpad.com). Em todas as variaveis foram testadas a
distribuicdo normal (Kolmogorov-Smirnov) e a varidncia homogénea (teste “F” ou
Teste de Bartlett’s). Quando a distribuicdo foi considerada normal e com variancia

homogénea utilizou-se testes paramétricos. Quando comparado dois grupos foi
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utilizado o teste “t” ndo-pareado e mais de trés grupos foi utilizado ANOVA com post
test de comparacao multipla de Tukey's. Os resultados foram expressos em média +
EPM. Nos casos em que a distribuicdo nédo foi Gaussiana, utilizaram-se os testes
ndo paramétricos. Quando dois grupos foi utilizado o Teste "Mann Whitney" e mais
de 3 grupos utilizamos o teste "Kruskal-Wallis" com comparacédo mdultipla de Dunn's.
Para correlacdo das variaveis foi utilizada a correlacdo de Spearman. Os resultados
foram expressos em mediana, valores maximos e minimos. As diferencas
observadas foram consideradas significantes quando p<0,05 (5%) (Arango, 2001,
Mandarim-De-Lacerda, 2003).
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1 5.-RESULTADOS
2
3 5.1. Curva de Parasitemia
4
5 A curva de Parasitemia (Figura 3) demonstra o nimero de parasitos dos
6 animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com
7  diferentes inoculos ao longo do periodo analisado. A tabela 1 mostra os valores da
8 mediana (valor maximo — minimo) dos grupos Baixo, Médio e Alto para ambas as
9 linhagens de camundongos. Os valores foram expressos em mediana (maximo —
10 minimo) usando o teste n&o-paramétrico. Foram observadas diferencas
11  estatisticamente significantes entre os grupos: m = p<0,05 Baixo vs Médio; 6 =
12 p<0,05 Baixo vs Alto; Q = p<0,05 Médio vs Alto.
13
14 Tabela 1. Valores da mediana (maximo — minimo) referentes a curva de parasitemia
15 realizada nos diferentes dias com os inéculos Baixo, Médio e Alto com ambas as
16  linhagens de camundongos.
C57BL/6 selvagens (WT)
Baixo Médio Alto
5dias 0,0 (10.000,0 - 0,0) 10.000,0 (20.000,0 - 0,0) 130.000,0 (300.000,0 - 60.000,0)
6 dias  10.000,0 (20.000,0 - 0,0) 10.000,0 (30.000,0 - 0,0) 250.000,0 (520.000,0 - 120.000,0)
7dias  20.000,0 (30.000,0 - 10.000,0) 120.000,0 (150.000,0 - 30.000,0) 1.320.000,0 (2.020.000,0 - 870.000,0)
8dias  110.000,0 (240.000,0 - 40.000,0) 360.000,0 (450.000,0 - 210.000,0)  1.830.000,0 (2.350.000,0 - 1.130.000,0)
9dias  370.000,0 (770.000,0 - 140.000,0) 850.000,0 (1.970.000,0 - 330.000,0) ~ 550.000,0 (630.000,0 - 280.000,0)
10 dias  570.000,0 (910.000,0 - 430.000,0) 580.000,0 (1.120.000 - 340.000,0)  370.000,0 (500.000,0 - 240.000,0)
11 dias  360.000,0 (560.000,0 - 180.000,0) 420.000,0 (890.000,0 - 230.000,0)  9.000,0 (130.000,0 - 20.000,0)
12 dias _ 250.000,0 (350.000,0 - 80.000,0) 140.000,0 (230.000,0 - 60.000,0) 240.000,0 (400.000,0 - 180.000,0)
17 Mediana (maximo-minimo)
C57BL/6 - INOS-/-
Baixo Médio Alto
5dias 0,0 (10.000,0 - 0,0) 10.000,0 (50.000,0 - 0,0) 130.000,0 (490.000,0 - 40.000,0)
6 dias 0,0 (10.000,0 - 0,0) 25.000,0 (110.000,0 - 0,0) 450.000,0 (820.000,0 - 120.000,0)
7dias  30.000,0 (60.000,0 - 0,0) 250.000,0 (790.000,0 - 30.000,0) 970.000,0 (3.800.000,0 - 590.000,0)
8dias  865.000,0 (2.055.000,0 - 40.000,0) 765.000,0 (1.520.000,0 - 90.000,0)  2.780.000,0 (5.200.000,0 - 1.180.000,0)
9dias  1.630.000,0 (3.910.000,0 - 250.000,0)  820.000,0 (2.030.000,0 - 620.000,0) ~ 1.990.000,0 (1.102.000,0 - 1.145.000,0)
10 dias  2.015.000,0 (4.010.000,0 - 1.000.000,0) 920.000 (3.970.000,0 - 260.000,0)  1.410.000,0 (1.876.000,0 - 580.000,0)
11dias 1.075.000,0 (1.900.000,0 - 220.000,0)  226.667 (420.000,0 - 50.000,0) 1.588.000,0 (2.120.000,0 - 940.000,0)
12 dias__250.000,0 (350.000,0 - 80.000,0) 140.000,0 (230.000,0 - 60.000,0) 240.000,0 (400.000,0 - 180.000,0)
18 Mediana (maximo-minimo)
19
20
21
22

23
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n = p<0,05 Baixo vs Médio; 6 = p<0,05 Baixo vs Alto; Q = p<0,05 Médio vs Alto

Figura 3. Curva de Parasitemia realizada diariamente para as linhagens C57BL/6 WT e iNOS-/-. O
gréfico representa o nimero de parasitos/ml na escala logaritmica de base 10. Os valores foram
expressos em mediana (maximo — minimo), usando teste ndo-paramétrico “Kruskal-Wallis” com pos-
teste “Dunn's Multiple Comparison”. T = p<0,05 Baixo vs Médio; 8 = p<0,05 Baixo vs Alto; Q = p<0,05
Médio vs Alto.
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5.2. Curva de Sobrevida

32

A curva de sobrevida (Figura 4) demonstra a porcentagem de sobrevivéncia

dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens

(WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados

com diferentes in6culos ao longo do periodo analisado. Observamos 100% de

sobrevivéncia para os animais da linhagem C57BL/6 selvagens (WT) para todos os

in6culos e 100% de morte para os animais da

dias de infeccéo para o alto inoculo.
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100 100

linhagem C57BL/6 - INOS-/- ap0s 12

INOS
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Figura 4. Curva de Sobrevida. O grafico representa a porcentagem de sobrevida dos animais para as
linhagens C57BL/6 WT e INOS-/-. Houve diferencas estatisticamente significantes.
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5.3. NUmero de células no tecido cardiaco

Foi realizada a contagem do numero de células do tecido cardiaco dos
animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com
diferentes inoculos e os valores foram expressos em média + EPM para WT e
mediana (maximo - minimo) para INOS (Figura 5).

Para a linhagem C57BL/6 selvagens (WT), o grupo Controle obteve valores
de 2.316,0 + 76,89, grupo Baixo 2314,0 + 78,35, grupo Médio 2.320,0 + 47,22 e
grupo Alto 2.336,0 + 40,72. Para a linhagem C57BL/6 - INOS-/-, o grupo Controle
obteve os valores de 2.573,0 (2.839,0 — 2.384,0), grupo Baixo 2.481,0 (2.661,0 —
2.173,0), grupo Médio 2697,0 (2.921,0 — 2.020,0) e grupo Alto 2.607,0 (3.006,0 —
2.245,0). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos, p>0,05.

WT INOS
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L |
k i

T T T T
- Controle Baixo Médio Alto
T. cruzi k 1

T. cruzi

Figura 5. Numero de células no tecido cardiaco expresso em mm? para as linhagens C57BL/6 WT e
iINOS-/-. Os valores foram expressos em média + EPM para WT, Teste ANOVA, poés-teste "Tukey's
Multiple Comparison" e mediana (méximo — minimo) para INOS “Kruskal-Wallis” com péds-teste
“Dunn's Multiple Comparison”. Ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
analisados, p>0,05.
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5.4. Quantificacdo dos ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco por Imunohistoquimica

Foi realizada a quantificagdo de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco
expressos em cm? dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 -
INOS-/- infectados com diferentes inoculos e os valores foram expressos em
mediana (maximo - minimo) para WT e média + EPM para INOS (Figura 6).

Para a linhagem C57BL/6 selvagens (WT), o grupo Baixo obteve valores de
42,04 (42,0 - 0,0), grupo Médio 84,1 (546,6 - 42,0) e grupo Alto 210,2 (315,3 -
168,2). Para a linhagem C57BL/6 - INOS-/-, o grupo Baixo obteve os valores de
126,1 + 27,4, grupo Médio 252,3 + 47,9 e grupo Alto 475,1 + 89,8. Para ambas as
linhagens de camundongos foram observadas diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos Baixo x Alto, p<0,05.

WT INOS

600- 600+
o~ o~
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0 1 T T Baixo Médio Alto
Baixo Médio Alto

B = p<0,05 vs Alto B = p<0,05 vs Alto

Figura 6. Quantificagdo do numero de ninhos de T. cruzi no tecido cardiaco por Imunchistoquimica,
expressos em cm? para as linhagens C57BL/6 WT e iNOS-/-. Os valores foram expressos em
mediana (maximo — minimo) para WT, “Kruskal-Wallis” com pds-teste “Dunn's Multiple Comparison” e
média + EPM para INOS Teste ANOVA, pés-teste "Tukey's Multiple Comparison”. Houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos analisados, B = p<0,05 vs Alto.
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1 5.5. Quantificacdo do Hemograma e Reticulécitos
2
3 5.5.1. Hemacias, Hemoglobina e Hematocrito
4
5 Foi realizada a quantificacdo do numero de Hemacias, Hemoglobina e
6 Hematdcrito no sangue dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e
7  C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos (Figura 7) e os valores foram
8 expressos em mediana (maximo - minimo) para Hemacias, Hemoglobina,
9 Hematocrito — WT, Hemécias, Hematécrito — INOS e média + EPM para
10 Hemoglobina INOS (Tabela 2). Foram observadas diferengas estatisticamente
11  significantes entre os grupos, onde * = p<0,05 vs Controle e a = p<0,05 vs Baixo.
12
13  Tabela 2. Valores da mediana (madximo — minimo) e média + EPM referentes a
14  quantificagdo do namero de Hemacias, Hemoglobina e Hematdcrito realizada com
15 0s grupos Controle e inoculos Baixo, Médio e Alto com ambas linhagens de
16  camundongos.
C57BL/6 selvagens (WT)
Controle Baixo Médio Alto
Hemcias 8.920.000,0 (9.690.000,0 —  7.778.000,0 (8.040.000,0  7.610.000,0 (7.630,000,0  6.389.000,0 (6.430.000,0 —
8.620.000,0) — 7.580.000,0) —7.530.000,0) 6.320.000,0)
Hemoglobina 13,5 (14,2 - 12,4) 11,7 (11,8 - 11,4) 11,2 (11,6 - 10,9) 9,9 (10,4 - 9,6)
Hematécrito 46,1 (49,4 - 42,2) 37,2 (38,4 - 36,1) 35,8 (36,0 - 35,3) 30,0 (31,0 - 29,5)
17 Mediana (maximo — minimo)
18
C57BL/6 - INOS-/-
Controle Baixo Médio Alto
Hemacias  2-410.000,0 (1.061.000,0 -  8.830.000,0 (9.290.000,0 ~ 7.330.000,0 (8.650.000,0  7.530.000,0 (7.710.000,0 -
5.770.000,0) - 6.540.000,0) - 4.070.000,0) 6.610.000,0)
Hemoglobina* 13207 12,3+0,6 10,6 + 0,6 11,0+0,3
Hematécrito 44,1 (50,1 - 26,2) 40,5 (42,6 - 33,0) 33,1 (39,5 - 28,8) 33,5 (34,50 - 29,2)
19 Mediana (maximo — minimo), * Média + EPM
20
21
22
23
24
25
26

27
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Figura 7. Quantificacdo de Hemacias, Hemoblogina e Hematécrito no sangue dos animais das
linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - iINOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os
valores foram expressos em mediana (maximo — minimo) quando usado teste ndo-paramétrico
“Kruskal-Wallis” com pés-teste “Dunn's Multiple Comparison” e média + EPM quando usado teste
paramétrico ANOVA, pos-teste "Tukey's Multiple Comparison”. Houve diferengcas estatisticamente
significantes, onde * = p<0,05 vs Controle e a = p<0,05 vs Baixo.
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1 5.5.2. VCM, HCM e Reticulécitos
2
3 Foi realizada a analise do VCM, HCM e contagem de Reticulécitos no sangue
4  dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - iINOS-/- infectados
5 com diferentes inoculos (Figura 8) e os valores foram expressos em média + EPM
6 (Tabela 3). Foram observadas diferencas estatisticamente significantes, onde * =
7  p<0,05 vs Controle e a = p<0,05 vs Baixo.
8
9 Tabela 3. Valores da média + EPM referentes a quantificacdo do VCM, HCM e
10 numero de Reticuldcitos dos grupos Controle e inéculos Baixo, Médio e Alto com
11 ambas linhagens de camundongos.
C57BL/6 selvagens (WT)
Controle Baixo Médio Alto
VCM 50,8+ 1,1 47,6+0,5 47,0+0,3 472+04
HCM 14,8+0,3 15,0+0,1 14,8+0,1 155+0,2
Reticuldcitos 309.138,0 + 47.785,0  376.240,0 + 30.383,0  234.055,0 + 24.610,0  189.335,0 + 15.074,0
12 Média + EPM
13
C57BL/6 - INOS-/-
Controle Baixo Médio Alto
VCM 47,13+ 0,4 476+1,2 453+0,5 44,7+0,3
HCM 152+0,1 153+0,3 15,1+0,2 150+0,1
Reticulécitos 173.412,0+12.514,0  415.620,0 + 75.091,0  347.732,0 + 28.127,0  298.283,0 + 66.006,0
14 Média + EPM
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28
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Figura 8. Andlise do VCM, HCM e contagem de Reticuldcitos no sangue periférico dos animais das
linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - iINOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os
valores foram expressos em média £+ EPM, ANOVA, poés-teste "Tukey's Multiple Comparison".
Diferencgas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle e a = p<0,05 vs Baixo.
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5.5.3. Plaquetas

Foi realizada a contagem de Plaquetas no sangue dos animais das linhagens
C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos e
os valores foram expressos em mediana (maximo - minimo) (Figura 9).

Para a linhagem C57BL/6 selvagens (WT), o grupo Controle obteve valores
de 1.211.000,0 (1.763.000,0 — 930.960,0), grupo Baixo 879.750,0 (932.640,0 —
524.520,0), grupo Médio 279.915,0 (296.790,0 — 251.790,0) e grupo Alto 248.900,0
(297.040,0 — 167.180,0). Para a linhagem C57BL/6 - INOS-/-, o grupo Controle
obteve os valores de 620.000,0 (1.020.000,0 — 235.250,0), grupo Baixo 510.120,0
(724.620,0 — 437.280,0), grupo Médio 292.310,0 (368.280,0 — 195.000,0) e grupo
Alto 200.200,0 (344.760,0 - 70.000,0). Foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, p<0,05.

2.0x10% 2.0x10%9
“ 1.5x1064 “ 1.5x106
IS g c .
IS 1S
~ ~
)] ]
o] 1.0x10° | S 10x10°{ T~
) )
] ]
g g —
o 50x10% * * o 5.0x10° * * g
T T T T 0 T T T T
Controle Baixo Médio Alto Controle Baixo Médio Alto
! I !
T. cruzi T. cruzi
* = p<0,05 vs Controle * = p<0,05 vs Controle; o = p<0,05 vs Baixo

Figura 9. Contagem de Plaguetas no sangue periférico dos animais das linhagens C57BL/6
selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos ao longo do periodo
analisado. Os valores foram expressos em mediana (maximo — minimo), “Kruskal-Wallis” com pos-
teste “Dunn's Multiple Comparison”. Existem diferencas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs
Controle; a = p<0,05 vs Baixo".
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5.5.4. Leucograma

Foi realizada a analise do Leucograma no sangue dos animais das linhagens
C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos
(Figura 10). Os valores foram expressos em média + EPM (Tabela 4). Foram
observadas diferencas estatisticamente significantes, onde * = p<0,05 vs Controle e

a = p<0,05 vs Baixo.

Tabela 4. Valores da média + EPM referentes a analise do Leucograma dos grupos

Controle e inéculos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.

C57BL/6 selvagens (WT)

Leucdcitos totais

Controle

Baixo

Médio

Alto

7.640,0 £ 804,7

4.620,0 £518,1

6.875,0 £418,8

5.933,0 £ 370,6

Linfocitos 6.717,0 + 676,7 3.502,0 + 439,4 4.939,0 + 372,8 4.636,0 + 388,1
Monécitos 355,0+179,1 357,8+ 65,1 1259,0 + 137,2 792,9+ 49,4
Neutrdfilos 567,6 + 130,2 760,2 £ 110,2 677,8 £ 86,8 514,0 £ 52,2

11 Média + EPM

C57BL/6 - INOS-/-
Controle Baixo Médio Alto

Leucdcitos totais  6.413,0 + 818,4 11.240,0 + 1.285,0 10.870,0 + 922,8 7.867,0 +1.482,0
Linfocitos 6.618,0 + 1.091,0 5.884,0 + 528,2 7.509,0 + 530,7 6.082,0 +1.122,0
Monécitos 353,9 + 106,0 1.696,0 + 232,7 1.589,0 + 307,4 1.014,0 + 174,0
Neutréfilos 428,6 + 94,8 3.660,0 + 614,4 1.771,0 + 526,0 770,6 + 269,9

12 Média + EPM

13

14

15

16
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Figura 10. Andlise do Leucograma no sangue dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e
C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os valores foram expressos em média £+ EPM
ANOVA, poés-teste "Tukey's Multiple Comparison”. Existem diferengas estatisticamente significantes, *

= p<0,05 vs Controle; a = p<0,05 vs Baixo".
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1 5.6. Andlise Bioquimica
2
3 5.6.1. Avaliacdo dos parametros plasmaticos renal
4
5 Foram quantificados os metabdlitos Uréia, Sodio, Potassio e Cloro no plasma
6 dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados
7 com diferentes inoculos (Figura 11). Os valores foram expressos em mediana
8 (maximo — minimo) para C57BL/6 selvagens (WT) e média £+ EPM para C57BL/6 -
9 INOS-/- (Tabela 5). Foram observadas diferencas estatisticamente significantes,
10 onde * = p<0,05 vs Controle e a = p<0,05 vs Baixo.
11
12 Tabela 5. Valores da mediana (maximo — minimo) e média + EPM referentes a
13 quantificacdo dos metabdlitos Uréia, Sédio, Potassio e Cloro no plasma dos grupos
14  Controle e inéculos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.
C57BL/6 selvagens (WT)
Controle Baixo Médio Alto
Uréia 36,8 (37,6 - 36,3) 35,6 (36,1 - 35,4) 47,8 (47,9 - 47.5) 52,9 (59,4 - 51,1)
Sédio 165,3 (182,0 - 156,0) 151,0 (153,0 - 150,0) 150,5 (152,0 - 149,0) 150,0 (151,0 - 149,0)
Potassio  7.620,0 (8.070,0 - 6.840,0)  6.260,0 (6.310,0 - 5.950,0)  7.275,0 (8.570,0 - 6.520,0)  6.760,0 (7.090,0 - 6.050,0)
Cloro 122,8 (135,9 - 115,4) 112,2 (112,9 - 111,5) 112,8 (114,9 - 109,6) 115,5 (117,8 - 113,9)

15 Mediana (maximo — minimo)

C57BL/6 - iNOS-/-

Controle Baixo Médio Alto

Uréia 41,4+ 3,4 46,1+ 3,4 43,4+19 46,7+1,5

Sodio 148,6 £2,1 149,0+1,7 146,5+1,5 149,0+1,4
Potéssio 6,3+0,2 7,1+0,3 7,7+0,3 7,4+0,3

Cloro 109,1+1,8 109,1+14 110,0+0,9 113,0+1,7

16 Média + EPM
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
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Figura 11. Quantificacdo dos metabdlitos para avaliagdo dos parédmetros plasmaticos renal dos
animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - iNOS-/- infectados com diferentes
inoculos. Os valores foram expressos em mediana (méximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com pés-teste
“Dunn's Multiple Comparison” para as analises dos grupos dos animais C57BL/6 selvagens (WT) e
média £ EPM ANOVA, pés-teste "Tukey's Multiple Comparison” para analises dos grupos de animais
C57BL/6 - INOS-/-. Existem diferencas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle; a =
p<0,05 vs Baixo".
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1 5.6.2. Avaliagdo dos parametros urinarios renal
2
3 Foram quantificados os metabolitos Uréia, Sodio, Potassio e Cloro na urina
4  dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - iINOS-/- infectados
5 com diferentes inoculos (Figura 12). Os valores foram expressos em mediana
6 (maximo — minimo) e média £+ EPM (Tabela 6). Foram observadas diferencas
7  estatisticamente significantes, onde * = p<0,05 vs Controle.
8
9 Tabela 6. Valores da média + EPM e mediana (maximo — minimo) referentes a
10 quantificacdo dos metabdlitos Uréia, Sédio, Potassio e Cloro na urina dos grupos
11 Controle e indculos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.
C57BL/6 selvagens (WT)
Controle Baixo Médio Alto
Uréia 11.487,0 + 704,8 7.427,0 + 934,8 7.759,0  671,7 6.526,0 + 865,7
Sédio 119,6 + 16,0 83,6 + 4,3 120,4+9,8 80,2+9,1
Potéssio 734,9 +71,8 430,3 60,1 423,9 30,4 325,7 43,0
*Cloro 343,0 (460,1 - 284,8) 260,2 (348,5 - 176,5) 333,9 (334,7 - 256,6) 221,7 (304,6 - 141,3)
12 Média £ EPM ; *Mediana (maximo — minimo)
C57BL/6 - INOS-/-
Controle Baixo Médio Alto
Uréia 7.590,0 + 997,2 9.355,0 + 630,9 8.618,0 + 506,4 8.700,0 + 295,6
*S6dio 117 (194 - 78) 154,5 (248,0 - 109,0) 151,5 (166,0 - 120,0) 124,0 (187,0 - 87,0)
Potéssio 343,8 + 38,5 378,7 £24,3 356,8 + 23,8 361,7 25,0
Cloro 216,5 + 22,7 252,9+12,9 272,5+ 14,0 271,5+21,8
13 Média £ EPM ; *Mediana (maximo — minimo)
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
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Figura 12. Quantificacdo dos metabdlitos para avaliagdo dos parametros urinarios renal dos animais
das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os
valores foram expressos em média + EPM ANOVA, pés-teste "Tukey's Multiple Comparison" e

mediana (méaximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com pds-teste “Dunn's Multiple Comparison”. Existem
diferencas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle.
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1 5.6.3. Avaliagcdo dos parametros renal — Creatinina urinaria, Proteindria e Clearence

2 de creatinina

3

4 Foram quantificados os metabdlitos Creatinina urinaria, Proteindria e

5 Clearence de creatinina dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e

6 C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos (Figura 13). Os valores foram

7 expressos em mediana (maximo — minimo) e média + EPM (Tabela 7). Foram

8 observadas diferencas estatisticamente significantes, onde * = p<0,05 vs Controle e

9 B =p<0,05vsAlto.
10
11 Tabela 7. Valores da média + EPM e mediana (maximo — minimo) referentes a
12 quantificacdo dos metabdlitos Creatinina urinaria, Proteinaria e Clearence de
13 creatinina dos grupos Controle e indculos Baixo, Médio e Alto para ambas as
14  linhagens de camundongos.

C57BL/6 selvagens (WT)
Controle Baixo Médio Alto
Creatinina urinaria 37,1+14 35,7+26 39,1+45 33,4+4,0
*Proteindria 658,8 (1.051,0 - 577,2) 475,2 (803,4 - 394,5)  710,8 (799,9 - 489,8)  387,9 (419,0 - 364,5)
Clearence de creatinina 0,1047 + 0,015 0,1233 + 0,065 0,1165 + 0,024 0,1166 + 0,012
15 Média + EPM; *Mediana (méaximo — minimo)
16
C57BL/6 - INOS-/-
Controle Baixo Médio Alto

Creatinina urinaria 31,1+27 46,5+ 4,7 449+24 53,8 +3,5
*Proteindria 495,1 (897,7 - 265,4) 395,0 (970,8 - 20,0)  371,8 (697,4 - 227,7)  356,8 (431,4 - 228,6)
Clearence de creatinina 0,0995 + 0,017 0,1242 + 0,020 0,1381 + 0,013 0,1177 + 0,023
17 Média + EPM; *Mediana (méaximo — minimo)
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29
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Figura 13. Quantificacdo dos metabdlitos Creatinina, Proteindria e Clearence de creatinina na urina
de 24 horas para avaliagdo dos parametros urinarios renal dos animais das linhagens C57BL/6
selvagens (WT) e C57BL/6 - iINOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os valores foram expressos
em média + EPM ANOVA, pés-teste "Tukey's Multiple Comparison" e mediana (maximo — minimo)
“Kruskal-Wallis” com pés-teste “Dunn's Multiple Comparison”. Existem diferencas estatisticamente
significantes, * = p<0,05 vs Controle, 3 = p<0,05 vs Alto.



O 00 N o u B W N P

[
N O

=
w

14
15

16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

48

5.6.4. Avaliagédo dos parametros hepaticos - TGO, TGP e Fosfatase Alcalina

Foram quantificados os parametros TGO, TGP e Fosfatase Alcalina dos
animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com
diferentes inoculos (Figura 14). Os valores foram expressos em média + EPM e
mediana (maximo - minimo) (Tabela 8). Foram observadas diferencas
estatisticamente significantes, onde * = p<0,05 vs Controle, a = p<0,05 vs Baixo e B
= p<0,05 vs Alto.

Tabela 8. Valores da média + EPM e mediana (mdximo — minimo) referentes a
guantificacdo dos parametros TGO, TGP e Fosfatase Alcalina dos grupos Controle e
in6culos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.

C57BL/6 selvagens (WT)

Controle Baixo Médio Alto
TGO 263,8 £+ 27,4 583,4 £ 29,1 477,4 £13,0 594,5 + 44,8
*TGP 47,9 (68,4 - 33,9) 89,71 (109,3 - 75,4) 74,3 (151,7 - 38,7) 38,6 (48,0 - 30,3)
*Fosfatase Alcalina 127,9 (174,6 - 82,1) 105,6 (124,7 - 90,7) 75,57 (115,6 - 68,0) 52,62 (55,6 - 49,7)

Média + EPM; *Mediana (mé&ximo — minimo)

C57BL/6 - iINOS-/-

Controle Baixo Médio Alto
*TGO 407,7 (632,3 - 214,5) 573,8 (700,0 - 492,5) 635,8 (877,9 - 511,3) 1.461,0 (2.901,0 - 939,7)
TGP 94,0+ 15,0 160,2+ 17,5 135,7+6,5 131,8+10,9
*Fosfatase Alcalina  159,3 (186,8 - 134,7) 129,7 (152,0 - 103,0) 108,7 (145,9 - 91,5) 198,1 (361,4 - 121,6)

Média + EPM; *Mediana (mé&ximo — minimo)
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Figura 14. Quantificacdo dos parametros TGO, TGP e Fosfatase Alcalina para avaliagdo bioquimica
hepatica dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-/- infectados com
diferentes inoculos. Os valores foram expressos em média + EPM ANOVA, poés-teste "Tukey's
Multiple Comparison" e mediana (maximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com pés-teste “Dunn's Multiple
Comparison”. Existem diferencas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs Controle, a = p<0,05 vs
Baixo e 3 = p<0,05 vs Alto.
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5.6.5 Avaliacdo dos parametros hepaticos - Proteinas totais, Albumina, Globulina,

Relacédo A/G

Foram quantificados os parametros Proteinas totais, Albumina, Globulina e
Relagéo A/G dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - INOS-
/- infectados com diferentes inoculos (Figura 15). Os valores foram expressos em

meédia £+ EPM e mediana (maximo — minimo) (Tabela 9). Foram observadas

diferencas estatisticamente significantes, onde * = p<0,05 vs Controle, a = p<0,05 vs

Baixo e B = p<0,05 vs Alto.

Tabela 9. Valores da média + EPM e mediana (maximo — minimo) referentes a
guantificacdo dos parametros Proteinas totais, Albumina, Globulina e Relacdo A/G
dos grupos Controle e inéculos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de

camundongos.
C57BL/6 selvagens (WT)
Controle Baixo Médio Alto
Proteinas Totais 54+0,11 5,1+0,04 5,013+0,12 4.6 +0,07
*Albumina 3,9(4,8-33) 293,1-29) 2,7(29-24) 24(2,5-23)
*Globulina 1,2 (1,9-0,9) 22(2,2-21) 23(24-21) 2,2(2,5-2,0)
*Relacédo A/IG 33(5,1-17) 1,4 (1,4-13) 1,2 (1,3-1,0) 1,1 (1,2-1,0)
Média + EPM; *Mediana (mé&ximo — minimo)
C57BL/6 - INOS-/-
Controle Baixo Médio Alto
Proteinas Totais 5,7%+0,2 6,3+0,1 58+0,1 6,9+0,2
*Albumina 3,6 (4,0-3,3) 3,5(4,0-3,3) 2,7 (2,7-2,6) 2,6(29-24)
*Globulina 1,9 (2,4-1,7) 2,8(3,2-2,2) 3,2(3,3-2,6) 4,1(5,0 - 3,7)
Relacdo A/G 1,8 +0,06 1,2+0,03 0,9 + 0,04 0,6 + 0,03

Média + EPM; *Mediana (méaximo — minimo)
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Figura 15. Quantificacdo dos parametros Proteinas totais, Albumina, Globulina e Relagdo A/G para
avaliagdo bioquimica hepética dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 -
iINOS-/- infectados com diferentes inoculos. Os valores foram expressos em média £+ EPM ANOVA,
pos-teste "Tukey's Multiple Comparison" e mediana (maximo — minimo) “Kruskal-Wallis” com pos-
teste “Dunn's Multiple Comparison”. Existem diferengas estatisticamente significantes, * = p<0,05 vs
Controle, a = p<0,05 vs Baixo e = p<0,05 vs Alto.
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5.6.6. Avaliacdo dos parametros bioquimicos CPK e CKMB

Foram quantificados os parametros CPK e CKMB dos animais das linhagens
C57BL/6 selvagens (WT) e C57BL/6 - iINOS-/- infectados com diferentes inoculos
(Figura 16). Os valores foram expressos em média + EPM e mediana (maximo —
minimo) (Tabela 10). Foram observadas diferencas estatisticamente significantes,

onde * = p<0,05 vs Controle e a = p<0,05 vs Baixo.

Tabela 10. Valores da média + EPM e mediana (maximo — minimo) referentes a
quantificacdo dos parametros CPK e CKMB dos grupos Controle e in6culos Baixo,
Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.

C57BL/6 selvagens (WT)

Controle Baixo Médio Alto
*CPK 584,4 (837,5 - 346,0) 5.456,0 (8.402,0 - 2.315,0)  3.202,0 (10.721,0 - 633,0) 2.511,0 (5.045,0 - 1.171,0)
CKMB 535,0 £+42,7 807,0+ 79,5 799,5+131,4 658,5 + 50,4

Média + EPM; *Mediana (mé&ximo — minimo)

C57BL/6 - iINOS-/-

Controle Baixo Médio Alto
CPK 747,7 £148,3 1.587,0 £ 255,1 652,6 £ 109,4 902,4 + 216,6
CKMB 623,8 + 99,6 574,9 + 50,0 4846 + 32,5 540,8 + 59,6

Média + EPM; *Mediana (mé&ximo — minimo)
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1 5.7. Avaliagéo das citocinas no homogenato do coracgéo
2
3 Foram quantificados as citocinas TNF-a, IL-10, IFN-y, IL-4, IL-12p40 e IL-17
4  no homogenato do coracdo dos animais das linhagens C57BL/6 selvagens (WT) e
5 C57BL/6 - INOS-/- infectados com diferentes inoculos (Figura 17). Os valores foram
6 expressos em média £+ EPM e mediana (maximo — minimo) (Tabela 11). Foram
7 observadas diferencas estatisticamente significantes, onde * = p<0,05 vs Controle.
8
9 Tabela 11. Valores da média + EPM e mediana (maximo — minimo) referentes a
10 quantificacdo das citocinas no homogenato do coragdo dos grupos Controle e
11  inoculos Baixo, Médio e Alto para ambas as linhagens de camundongos.
C57BL/6 selvagens (WT)
Controle Baixo Médio Alto
TNF-a 64,0 + 24,7 103,3+ 14,5 313,3+58,0 423,3 39,3
IL-10 115,0 + 45,4 203,3 + 65,9 533,3 + 145,3 606,7 + 69,8
IFN-y 163,3 + 68,4 166,7 + 66,9 483,3 +93,9 616,7 + 116,7
IL-4 88,9 27,3 50,0 + 6,4 54,8+ 7,7 40,3+8,22
IL-12p40 206,7 + 61,7 133,3+60,1 453,3 £ 74,2 616,7 + 60,1
IL-17 193,3 + 63,6 136,7 + 47,0 348,3 77,5 606,7 + 69,8
12 Média + EPM
13
C57BL/6 - INOS-/-
Controle Baixo Médio Alto
*TNF-a 278,0 (1.096,0 - 123,6)  239,2 (936,5 - 162,8)  300,7 (745,5 - 247,9) 158,4 (228,3 - 51,5)
*|L-10 264,3 (578,1 - 166,1) 177,8 (486,6 - 21,1)  188,5(388,3 - 163,8) 198,0 (301,9 - 114,8)
IFN-y 12,4+1,7 121+15 142+19 10,7 £1,4
IL-4 89,0 27,3 71,9+12,2 81,33 19,6 47,9+6,8
*|L-12p40 82,2 (292,2 - 57,5) 94,6 (263,4 - 47,4) 105,8 (227,2 - 66,4) 66,9 (98,2 - 43,1)
IL-17 233,9 +59,4 163,6 + 47,6 152,4 + 49,6 70,0 + 16,8
14 Média + EPM; *Mediana (méaximo — minimo)
15
WT INOS
15001 15001
:a 1000 :a 1000 T
E E
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Figura 17. Quantificacdo das citocinas TNF-a, IL-10, IFN-y, IL-4, IL-12p40 e IL-17 no homogenato do
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6.-DISCUSSAO

A DC continua sendo um grave problema de saude publica, ja passa do seu
primeiro centenario apés a sua descoberta e ainda continua intrigando a ciéncia pela
sua variabilidade em sintomatologia clinica, resisténcia parasitéria e relacdo com o
hospedeiro. As formas de tratamento sao limitadas de acordo com as fases da
doenca, assim como ha uma busca incessante de medidas de vacinacdo ou mesmo
de cura. Embora exista uma tendéncia de declinio significativo pelas proximas 3
décadas de individuos infectados com a doenca, existem pessoas que sofrem com o
desenvolvimento da doenca e um risco iminente em novos focos de contagios. Para
isso, a compreensdo de todos 0s mecanismos associados com a doenca torna-se de
grande importancia, relatando uma breve contribuicdo para o estudo experimental.

Assim a ciéncia busca minimizar os danos associados a esta doenca através
da busca de medidas profilaticas cada vez mais eficientes, terapias vacinais,
tratamentos com efeitos deletérios menores, até mesmo a cura na forma cronica da
doenca. Neste sentido, um grande desafio € a modulacdo da resposta imune, pois
este € um dos mecanismos que se interagem e colabora para os danos associados
com a doenca na forma sintomatica. Além disso, a ativagdo imune e participacéo de
proteinas que em concentracdes elevadas favorecem para dano tecidual e
instalacao de alteracdes fisiolégicas observadas na doenca.

Os modelos de estudo tém sido categéricos ao demonstrar que a
variabilidade da doenca esta relacionada com os complexos polimorfismos génicos
do parasito e hospedeiro e ainda existem diferentes rotas possiveis direcionadas por
moléculas de sinalizacdo. Aqui nosso estudo permitiu comparar ndo apenas 0S
modelos valiosos, C57BL-6 versus C57BL-6 INOS-/-, mas também a interacdo da
carga do in6culo sobre a fisiopatologia da doenca.

A contribuicdo da expressdo de INOS na DC ja& demonstrou ser um fator
importante no controle da carga parasitaria, independente e/ou dependente da
inducdo via INF-a (Rottenberg et al., 1996). Nossos dados corroboram com a
literatura, pois evidenciamos um aumento da parasitemia em até 100% nos animais

INOS -/-, em relacgéo ao tipo selvagem.
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Surpreendentemente, 0os animais knockout morreram apés o 12° dia de
infeccdo dose-dependente, atingindo até o 22° dia de infeccdo apenas 0s animais
com baixa in6culo (apenas 20% dos animais). O aumento de citocinas proé-
inflamatorias como TNF-qa, INF-y e IL-1 é prejudicial ao tecido, mas contribui para a
expressdo do gene INOS e a producdo de componente tripanocida, o 6xido nitrico
(Kelly, 2003). Assim, ratifica-se o que evidenciamos, a vulnerabilidade dos animais
pela auséncia deste importante componente tripanocida.

Acreditamos que a liberacdo de varias proteinas pro-inflamatorias
contribuiram para lesdo de 6rgéos alvo como o coracdo e a auséncia de INOS néo
foi possivel controlar eficazmente a proliferacdo e os danos mediados por parasitas.

Em um estudo prévio, nosso grupo pode demonstrar um distarbio discreto
funcional e renal estrutural no modelo WT (Lemos et al., 2013), o que nos encorajou
a avaliar a funcdo renal em animais KO para INOS, uma vez que as células
justaglomerulares renais estdo associadas com a producdo de grandes quantidades
de NO, fato que os favorecia em processo infeccioso parasitario (De Oliveira et al.,
2011). Nossa avaliagcdo mostrou que a auséncia de expressao de INOS nao foi um
fator determinante para aumento da les&o renal, acreditamos que o forte tropismo
por moléculas expressas em células-alvo, como cardiomiécitos, desencadeia a
relacdo do parasita com o miotropismo.

Em outro estudo, nosso grupo pode demonstrar que a producdo de NO foi
mais evidente em camundongos infectados com doses mais altas do parasito e foi
particularmente pronunciada no sexto dia de infeccdo, sugerindo que a producao
desse intermediario esta relacionada a carga parasitaria e ocorre nos primeiros dias
de infeccao, possuindo, contudo um papel central na proliferacdo parasitaria (Lemos
et al., 2013).

Biomarcadores laboratoriais sdo importantes instrumentos para indicar
manifestacbes em diferentes 6rgédos, bem como induzir a diagnésticos diferenciais.
Na DC, espera-se um quadro extremamente variavel, dado a variabilidade
encontrada entre a relacdo parasito-hospedeiro. Aqui descrevemos de forma
comparativa diferentes marcadores, de funcédo renal, hepatica e cardiaca; onde
observamos diferentes associagbfes carga dependente e expressdo INOS-/-

dependente. (Barr et al., 1991), ja descreveram esta variabilidade clinica laboratorial
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em cées infectados pelo T. cruzi. Além disso, este desequilibrio de metabdlitos, ions
e enzimas na doenca de chagas €é diretamente associado na fase aguda da doenca
(De Souza et al., 2008).

Na avaliacdo de enzimas hepaticas, a AST também encontrada no tecido
cardiaco foi elevada em grupos infectados knockout. Sugerimos que o aumento de
ninhos de amastigotas, bem como lesdes mediadas pelo processo inflamatério,
desempenhou um papel importante na elevacdo AST. Ja sua relacdo com a doenca
hepética € um processo mais raro (Sosa-Estani et al., 2009).

Os efeitos observados na contagem das células do sangue, embora sejam de
diferentes intensidades, sdo reproduziveis em ambos os grupos. Na propor¢édo de
proteinas, existe um aumento mais elevado (dependente da dose) das globulinas de
animais knockout. Acreditamos que a nao interacéo de citocinas como estimuladores
da retroativacdo macrofagica pode contribuir para a inducéo da resposta humoral de
forma imediata. Além disso, a relacdo pro-inflamatéria da expressdao do INOS
contribuiu significativamente para a inducéo de citocinas pro-inflamatérias, algo néo
evidenciado em animais knockout. Este achado corrobora com a associacdo da
producdo de NO e aumento da inflamagdo, também associada a lesdo tecidual
(Chandrasekar et al., 1998; Martins et al., 1998; Carvalho et al., 2012).

A patrticipacdo do NO, TNF-a e Prostaglandinas tem sido relacionado com
estresse oxidativo, reportando um aumento de lesGes pré-hemoliticas (Malvezi et al.,
2004; Tatakihara et al., 2008). Nossos dados corroboram com os achados na
literatura em relacdo ao aumento do processo hemolitico presente na infeccéo
aguda pelo T. cruzi, onde encontramos uma diminuicdo dos valores provindos do
Eritrograma nos grupos infectados, dentre eles o numero de Eritrdcitos,
Hemoglobina, Hematocrito e indices Hematimétricos (VCM e HCM). No entanto o
processo pelo qual se desencadeia a vulnerabilidade eritrocitica associada a DC
aguda ainda ndo esta clara. Tatakihara et al., (2008) concluiram que a infeccédo pelo
T. cruzi induz lesBes pré-hemoliticas na membrana dos eritrécitos através do
estresse oxidativo e que este mecanismo € cepa-dependente. Além disso, nosso
estudo pode contribuir demonstrando que esta variacdo € inoculo e expressao de
INOS-/- dependente. Para camundongos com elevada producdo de NO, a leséo

oxidativa depende da reacdo do NO com o oxigénio; ja para camundongos com
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baixa producéo o dano oxidativo € resultante quase que exclusivamente devido a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ndo depende da ativacao da via
ciclooxigenase, nos camundongos INOS-/- ndo ha via ROS. Outro dado
demonstrado por Borges C.L. et al., (2009) é a contribuicdo da 5-lipoxigenase para o
controle do parasitismo no tecido cardiaco e a sua participacao no estresse oxidativo
de eritrocitos dependente da producdo de NO enddgeno. Malvezi et al., (2004) que
abordam o envolvimento do NO e do TNF-a na associacdo entre o estresse
oxidativo e anemia na infeccdo pelo T. cruzi afirmam que, embora o NO néo
contribua diretamente para o desenvolvimento da anemia, pode favorecer outras
alteracbes hematoldgicas durante a infeccao, tais como a elevagdo de Reticuldcitos
e a reducao de Leucdcitos circulantes no sangue periférico.

Encontramos também uma variacdo de tamanho dos elementos eritrocitarios
circulantes no sangue periférico dos animais infectados que se reflete em alteracdes
na Amplitude de Distribuicdo do Volume dos Eritrécitos (RDW). O aumento de
Reticul6citos em animais infectados com T. cruzi foi notado por Tatakihara et al.,
(2008) em camundongos BALB/c e C57BL/6. Marcondes et al., (2000) demonstram
uma forte associacdo entre a diminuicdo da carga parasitaria e diminuicdo dos
efeitos deletérios encontrados no hemograma de camundongos C3H infectados com
a cepa CL de T. cruzi apos tratamento antiparasitario pos-infeccdo. No grupo que
nao recebeu tratamento observaram um aumento exponencial da carga parasitaria,
anemia, trombocitopenia, leucopenia, e hipoplasia da medula 6ssea.

Em relacdo ao niumero de Plaquetas o estimulo dos megacariécitos a uma
fragmentacdo citoplasmatica para geracdo de novas plaquetas parece ser
importante na DC, uma vez que se mostrou a participacao plaquetaria no controle in
vivo da infeccdo pelo T. cruzi (Umekita e Mota, 1989). Entretanto as alteracdes
plaguetarias, seja uma plaquetopenia ou plaquetose na DC é dependente da cepa e
do hospedeiro (Marcondes et al., 2000; Borges C.R.B., et al., 2009; Arantes et al.,
2011). Nosso estudo pode contribuir relacionando a concentracdo do inoculo, bem
como a expressao INOS-/-.

Quimiocinas aparentam engatilhar a sintese de citocinas pro-inflamatorias,
induzindo a producéo de NO por macréfagos durante a infecgdo por T. cruzi in vitro
(Aliberti et al., 1999; Aliberti et al., 2001). Devido a seu papel de atracdo de células
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para o sitio da lesé@o, sdo consideradas muito importantes no processo de defesa do
hospedeiro (Deng et al., 2003). Esta producdo de elementos quimiotéticos culmina
em infiltrados inflamatdrios, que de acordo com (Marinho et al.,, 1999), o maior
namero de parasitos durante a fase aguda da infeccao ira refletir em um nivel
elevado de infiltrado inflamatério no musculo cardiaco e esquelético durante a fase
aguda. Nossos dados corroboram com estes dados, uma vez que importantes
citocinas inflamatorias se elevaram TNF-a, INF-y no grupo selvagem infectado. Ja o
grupo INOS-/- houve um déficit da producdo destas importantes proteinas
relacionadas ao controle da disseminacdo parasitaria. Além disso, pudemos
observar um aumento dos ninhos de amastigotas no INOS-/-.

O controle da disseminacdo parasitaria e a reducdo das manifestacdes do
hospedeiro atribuidas a presenca do parasito estdo associados com respostas
imune inata e adaptativa direcionadas e eficientes. Véarios sdo os esforcos para
modular uma resposta eficiente para eliminacdo e/ou controle de diversos parasitas.
Nossos dados mostraram para o grupo selvagem um perfil esperado para a protecao
contra o T. cruzi em se tratando do comportamento dos niveis de citocinas pro-
inflamatérias das quais favorecem o perfil Thl, com aumento de IFN-y e TNF-a
(Golden e Tarleton, 1991; Mufioz-Fernandez et al., 1992; Moncada e Higgs, 1993).

No entanto, o presente estudo permite concluir que os efeitos nocivos da
infeccdo pelo T. cruzi sdo variaveis de acordo com o in6culo e a via de ativacéo do
INOS desempenha um papel importante no controle do parasito, mas € afetada
pelos niveis de parasitas infectantes. Também permite apontar para um tropismo de

tecido independente da producao de NO.
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7.-CONCLUSAO

Concluimos que os efeitos nocivos da infeccao pelo T. cruzi séo variaveis de
acordo com o inoculo, e a via de ativacdo do INOS desempenha um papel
importante no controle do parasita, mas é afetada pelos niveis de parasitas
infectantes. Também permite apontar para um tropismo de tecido independente da

producédo de NO.
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