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Resumo

A cardiopatia chagésica cronica (CCC) afeta aproximadamente 30% dos 8 milhdes de
individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi. Mesmo considerando que o infiltrado
inflamatorio, rico em células Thl, desempenha um papel crucial na CCC, pouco se sabe
sobre os fatores que controlam a migracdo de células inflamatdrias para o miocardio na
CCC. Neste estudo foi analisada a expressio do mMRNA para citocinas,
quimiocinas/receptores e fatores de transcricao relacionados as respostas tipo Thl e Th2
presentes no tecido muscular cardiaco de cdes infectados pelas cepas Berenice-78
(susceptivel ao benznidazol) e VL-10 (resistente ao benznidazol) durante as fases aguda e
crbnica da infeccdo. Para analisar a influéncia do tratamento com benznidazol no padréo de
resposta imune os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: (i) animais
infectados, (ii) animais tratados e curados, (iii) animais tratados e ndo curados, (iv) animais
ndo infectados. Nossos resultados mostraram que durante a fase aguda da infecgéo pelo T.
cruzi foi observada uma intensa inflamacdo do tecido muscular cardiaco associada a uma
resposta tipo-Th1 predominante. A evolucédo para a fase cronica da doenca conduziu a uma
reducdo significativa da inflamacdo, pois nesta fase foi detectado um ndmero
significativamente menor de ndcleos celulares em relagdo a fase aguda (p<0,05) tanto nos
animais infectados pela cepa VL-10 (301,26+30,69 nucleos celulares na fase aguda e
243,78+20,56 na fase cronica), quanto naqueles infectados pela cepa Berenice-78
(277,45+55,44 ndcleos celulares na fase aguda e 198,65+15,46 na fase cronica). A reducédo
do processo inflamatério foi associado com a reducéo na deteccdo de MRNA para fatores
de transcricdo, quimiocinas/receptores relacionados as respostas Thl, Th2 e Thl7.
Adicionalmente foi demonstrado que o tratamento especifico induz, no caso de cura
parasitologica, uma reducdo da inflamacdo associada com a auséncia de deteccdo de
fatores relacionados a resposta tipo Thl, mostrando que estas avaliacbes podem ser
importantes para o controle de cura da infeccdo pelo T. cruzi, demonstrando assim, o

beneficio do tratamento bem sucedido.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi, inflamacéo, cardiopatia, citocina, quimiocina, fator

de transcricéo.
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Abstract

Chronic Chagas cardiomyopathy (CCC), a life-threatening dilated cardiomyopathy, affects
30% of the approximately 8 million patients infected by Trypanosoma cruzi. Even though
the Thl T cell-rich myocarditis play a pivotal role in CCC, little is known about the factors
controlling inflammatory cell migration to CCC myocardium. Here we analyzed the
MRNA expression of type 1 and type 2 cytokine, chemokine/ receptors and transcription
factors in the cardiac tissue of dogs infected with Berenice-78 (benznidazole susceptible)
and VL-10 (benznidazole resistant) T. cruzi strains during acute and chronic phases of the
infection. To analyze the influence of the benznidazole treatment in the immune response
profile and in the development of heart pathology the animals were divided into groups: (i)
infected animals, (ii) treated and cured animals, (iii) treated and no-cured animals, (iv) no-
infected animals. Our results showed the presence of intense myocarditis during the acute
phase of the infection associated with a predominant Thl-type response. The progression
to chronic phase was associated with a reduction of myocarditis, both in animals infected
with the VI-10 (301.26 + 30.69 cell nuclei in the acute and 243.78 + 20.56 in chronic
phase) as those infected with Berenice-78 (277.45 = 55.44cell nuclei in the acute and
198.65 + 15.46 in the chronic phase). The reduction in the myocarditis intensity was in line
with the immune response profile, the mRNA expression of cytokine, chemokines/
receptors and the transcription factors detected in the heart tissue were related with Thl ,
Th2 and Th17-type response. Additionally, the profile of immune response was associated
with treatment efficacy. Among treated and cured animals the reduction of myocarditis, as
well the lack of factors related with Th1-type response were observed. On the other hand,
the myocarditis intensity and the immune response profile were similar among treated and

no-treated animals

Key words: Trypanosoma cruzi, inflammation, cardiopathy, citokine, chemokine,

transcription factor
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1- Introducéo

1.1- A doenca de Chagas

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi
(CHAGAS, 1909), pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Cerca
de 7 a 8 milhGes de pessoas no mundo estdo infectadas pelo protozoario, sendo a América
Latina a regido mais afetada (WHO, 2013). Além disso, casos confirmados de infeccdo sao
cada vez mais comuns em outras regides do mundo, como Estados Unidos, Canada,
Espanha e outros paises, resultado da migracdo para essas areas, demonstrando que a
doenca de Chagas é um problema de satde publica de ampla abrangéncia (GASCON et al.,
2007; RASSI JR et al, 2010; PARKER et al, 2011).

A contaminacdo de mamiferos pode ocorrer atraves da penetracdo das formas
tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes do inseto vetor, o qual pertencente a
Familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Ao penetrarem no hospedeiro vertebrado, as
formas tripomastigotas sdo capazes de invadir uma grande variedade de células, onde, no
citoplasma, diferenciam-se em amastigotas. As formas amastigotas, ap06s intensa
multiplicacdo, se diferenciam em tripomastigotas e com a ruptura da célula ficam livres
para infectar células adjacentes ou mesmo cairem na circulacdo ondem poderdo alcancar
sitios mais distantes de sua origem. Estas formas circulantes podem ser ingeridas pelo
vetor de hébito hematofago, onde sofrerdo nova diferenciacdo para epimastigotas e
posteriormente tripomastigotas metaciclicas, fechando assim o ciclo evolutivo do parasito

(BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984; KIRCHHOFF, 1989; STUART et al, 2008).
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O controle vetorial foi iniciado no Brasil em 1975, e teve como objetivo de eliminar
0 principal triatomineo envolvido na transmissdo do T. cruzi no Brasil, o Triatoma
infestans (MONCAYO, 2003; COURA, 2013). Em 2006 o Brasil recebeu a Certificacdo
Internacional de Eliminacdo da Transmissdo da Doenca de Chagas pelo Triatoma
infestans, conferida pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (FERREIRA E SILVA,
2006). Porém a completa eliminacdo da transmissao vetorial € algo utdpico, uma vez que
existem outras espécies do vetor associados ao ciclo do parasito no ambiente silvestre
(COURA, 2013). Qutros paises da América do Sul como o Uruguai em 1997, e o Chile, em
1999, também receberam o certificado de interrupcdo da transmissao vetorial da doenca de
Chagas (FERREIRA E SILVA, 2006). Além da via vetorial, a doenca de Chagas pode ser
transmitida através da transfusdo sanguinea, por via oral, congénita, por transplante de
Orgdos ou por acidentes de laboratério. Segundo o boletim epidemiologico do Ministério
da Saude brasileiro, entre 2000 e 2013 foram confirmados 1570 casos de doenca de Chagas
aguda sendo a transmissdao oral responsavel por cerca de 69% dos casos, seguida das
transmissOes ignoradas (23,7% dos casos onde ndo foi possivel determinar a forma de
transmissdo) e vetorial (6,4 %). Ainda, o boletim mostra a regido norte com o maior
registro de casos confirmados, contando com mais de 90% das notificagdes (MINISTERIO
DA SAUDE, 2015). O inquérito nacional de soroprevaléncia em doenca de Chagas,
realizado entre os anos de 2001 e 2008 revelou 32 criancas (0 a 5 anos) positivas para a
doenca e a transmiss@o congénita foi sugerida em 20 destes casos devido a positividade
também das mde (OSTERMAYER et al.,, 2011). Adicionalmente, como excepcionais,
poderiam ser citadas as vias sexual e através de outros vetores. Apos o controle da
transmisséo vetorial e por transfusdo sanguinea, maior atengdo tem sido dada a outras vias
de infeccdo, como a via oral, devido aos surtos ocorridos no Brasil, especialmente regido

Amazonica (DIAS et al, 2011).
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A doenca de Chagas se inicia com uma fase aguda caracterizada pela presenca de
parasitos na corrente sanguinea e em diferentes tecidos do individuo infectado (PRATA,
2001). A fase aguda, na maioria dos casos, € assintomatica ou oligosintomatica; quando
presentes 0s sintomas na maioria das vezes sdo inespecificos, como febre, adenopatia
generalizada e edema. Em alguns individuos podem ser observados sinais de porta de
entrada, como chagomas de inoculacdo (pele) e sinal Romaria na regido palpebral, porém
estes sinais sdo encontrados em um numero limitado de casos (PINTO et al., 2008). As
lesbes observadas na fase aguda da doenca sdo caracterizadas pela presenca de reacdes
inflamatdrias difusas com predominio de células mononucleares em varios 0rgaos,
desencadeada pela ruptura das células parasitadas. A morte na fase aguda é bastante rara (1
a cada 1000 casos), podendo ocorrer em casos especificos de imunossupressdo e em
criancas menores de 2 anos, em decorréncia de meningoencefalites e miocardites (ZHANG
E TARLETON, 1999 ; TEIXEIRA et al, 2006). A maioria dos individuos sobrevive a fase
aguda e evolui para a fase crbnica apresentando uma forma subclinica da doenca,
denominada forma indeterminada, na qual o parasitismo sanguineo e tecidual é escasso.
Esta forma da doenca ¢é silenciosa e pode perdurar por muitos anos ou por toda a vida do
individuo. A forma indeterminada se caracteriza pela auséncia de sintomatologia,
eletrocardiografia normal, radiografia do coracdo, eséfago e colon sem alteracGes
(ANDRADE, 1958; PRATA, 2001). Em alguns casos, na forma indeterminada, podem ser
observados focos inflamatorios e pequena denervacdo cardiaca e do plexo mioentérico,
porém, com intensidade insuficiente para produzir manifestagdes clinicas (ANDRADE et
al, 1997; DIAS E MACEDO, 2005). Cerca de 30% dos pacientes evoluem para as formas

sintométicas, cujas lesdes afetam, irreversivelmente, 6rgdos internos como coragéo,
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esodfago, colo e sistema nervoso periférico, caracterizando as formas cardiaca, digestiva e
cardiodigestiva da enfermidade (WHO, 2013).

A cardiopatia chagasica cronica é a manifestacdo mais grave e frequente da doenca,
a qual pode aparecer décadas ap6s a infeccdo inicial e induzir intensa morbimortalidade.
Nestes pacientes observa-se intenso infiltrado inflamatorio e fibrose do miocardio com
consequente hipertrofia, destruicdo do sistema de conducdo e reducdo de neurbnios
cardiacos, dilatagdo das cavidades cardiacas e aneurisma de ponta que podem levar a
quadros de arritmia, falha cardiaca e tromboembolismo, além de distarbios de conducéo
como o bloqueio atrioventricular e dos ramos do coracdo (COURA, 1966).

Na forma digestiva observa-se, frequentemente, grande reducdo de neurdnios
associados ao plexo mioentéricos, especialmente no esdfago e cdlo, causando
incoordenacdo motora (disperistalse), além de dilatacdo destes orgdos, os chamados
megaesdfago, megacdlon e outros “megas” na bexiga, vesicula biliar e outros tipos menos
frequentes (KOBERLE, 1961). As anormalidades relacionadas & forma digestiva, em
especial a esoféagica, parecem surgir com menor tempo de infec¢do, quando comparada a
forma cardiaca. Os pacientes portadores do megaes6fago apresentam dificuldade na
degluticdo, além de regurgitacdo de alimentos ingeridos (MACEDO, 1999). Ja o cdlo,
quando afetado, gera a obstipacdo prolongada, com a presenca de meteorismo, disquesia
(evacuacdo dolorosa e dificil), dor abdominal e anorexia (TEIXEIRA et al, 2006). A
associacao de megaes6fago e megacolon pode gerar um quadro de desnutricdo, pois ha
dificuldade do paciente se alimentar devido a perda da motilidade natural dos musculos da
degluticéo, dificultando a manutencdo do movimento peristaltico normal.

A cardiopatia chagasica € a principal causa de doenca e morte por problemas
cardiacos em populacdes rurais carentes e/ou comunidades urbanas originadas de areas

rurais (RASSI et al., 2009; RASSI). A caracteristica histopatolégica mais marcante nas

-4-
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lesbes cardiacas é a presenca de miocardite difusa, com intenso remodelamento do
miocardio, fibrose, hipertrofia dos cardiomidcitos (HIGUCHI et al, 1987). As fases aguda
e crbnica da doenca de Chagas posssuem diferencas entre si, em relacdo a presenca de
miocardite e antigenos do parasito. Biopsias cardiacas de pacientes chagasicos,
demonstraram, na fase aguda, presenca de miocardite em todos os pacientes, além de
presenca de antigenos relacionados ao T. cruzi em 58% dos mesmo. Ja na fase crénica,
houve reducdo da presenca de miocardite ( 45% dos pacietentes) e antigenos relacionados
ao parasito ndo foram observados. (FUENMAYOR-MEZA, 2000). O infiltrado
inflamatdrio é composto por cerca de 96 % de linfocitos sendo o CD8 mais abuntante
(HIGUCHI et al., 1997; HIGUCHI et al., 1993). O maior nimero médio de linfocitos CD8
em relacdo aos CD4 pode ser observado principalmente na fase crénica da doenca de
Chagas, em pacientes com cardiopatia chagasica cronica a razdo CD4/CD8 foi de 0,6 (Reis
et al , 2000) e 0,8 (FUENMAYOR-MEZA, 2000). Ainda em relacdo a fase aguda, em
pacientes, o numero de linfocitos CD4 e CD8 foi semelhante (FUENMAYOR-MEZA,

2000) enquanto que em cées os CD8 foram predominantes (SOUZA et al, 2014).

1.2- Resposta Imune na Doenca de Chagas

Atualmente € bem definida a importancia tanto da resposta inata quanto da
adquirida no controle da replicacdo parasitaria e sobrevivéncia do hospedeiro durante a
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi (MACHADO et al, 2012). Esse controle é realizado
através de resposta inflamatoria induzida inicialmente pela presenca do parasito e
consequentemente por uma cascata de eventos que devem ser bem orquestrados pelo

sistema imune do hospedeiro (DUTRA 2005).
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Estudos realizados em pacientes e modelos animais mostram que citocinas inflamatérias
tém um envolvimento central na fase aguda da infec¢éo, sendo amplamente discutido que a
intensa estimulacao do sistema imune inicialmente e ao longo da infecgéo pelo T. cruzi sdo
0S maiores responsaveis pela miocardite generalizada e posterior dano tecidual cardiaco
(SAMUDIO et al., 1998; MARINHO et al, 1999). Logo apo6s o inicio da fase aguda da
infeccdo a imunidade inata é desencadeada por componentes do parasito, incluindo DNA e
glicoconjugados de membrana, via receptores do tipo Toll em macrofagos e células
dendriticas (BAFICA et al, 2006). A familia de receptores do tipo NOD também tem
papel fundamental no reconhecimento do parasito e consequentemente, do posterior
desencadeamento da resposta imunolégica do hospedeiro frente ao T. cruzi. Em
camundongos, 0s receptores NOD1 parecem ter grande importancia no desenvolvimento
da resposta imune contra o T. cruzi, (SILVA et al., 2010). Ainda, os membros da familia de
receptores tipo Nod incluindo NLRP1, NLRP3 e NLRC4 e o adaptador ASC séao
componentes criticos do inflamassoma, sendo este importante na sinalizacdo celular e
ativacdo de caspase-1 além de estar envolvido na producdo de IL-1p and IL-18, citocinas
importantes para a inducao da resposta inflamatoria (FRANCHI et al., 2009; SILVA et al.,
2010)

Ap0s a estimulacdo, varias células passam a produzir citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias, regulando assim a expressao de receptores e coreceptores ligados a resposta
Thl, além de aumentar a endocitose e morte dos parasitos pela liberacdo de reativos do
oxigénio e 6xido nitrico (CUNHA-NETO et al, 2009).

Dentre as inumeras citocinas produzidas devido a interagdo parasita/hospedeiro,
algumas do perfil Thl como IFN-y e IL12 s3o de extrema importancia no controle do
parasitismo sanguineo e tecidual. Os macrdfagos e células dendriticas, apds endocitar o

parasito, induzem uma forte resposta imune contra o parasito, com a producao de I1L12 que
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é capaz de estimular a producéo de IFN-y (GAZZINELLI et al, 1993). O IFN-y estimula a
producdo de mais IL12 e de TNF-a além de ativar a produg¢do de o6xido nitrico em
macrofagos e consequentemente a destruicdo do parasito (CAMARGO et al, 1997). Os
macrofagos e células dendriticas que tiveram sucesso em endocitar o parasito estimulam a
formacéo de respostas celular e humoral contra o T. cruzi (BILATE & CUNHA-NETO
2008). Em modelo experimental as citocinas, anticorpos e células T, entdo, migram para 0s
sitios de infeccdo orientados por diversas quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e
CXCL10 para participarem da resposta inflamatéria contra o parasito (TEIXEIRA et al,
2002). Assim como as quimiocinas, 0s receptores de quimiocinas também sdo parte
fundamental desta enormidade de eventos relacionados ao combate ao T. cruzi, e algumas
como a CCR5 séo elementos chave para a migracdo de linfocitos para o miocardio, sendo
importante na regulacdo da intensidade da inflamacdo (GUEDES 2010;), uma vez que,
bloqueados estes receptores, ha reducdo consideravel do infiltrado inflamatério cardiaco

(MARINO et al, 2005)

A intensa resposta relacionada ao perfil Thl é responsavel pelo controle — mas ndo
eliminacdo — do parasito e, portanto importante para a sobrevivéncia do hospedeiro a
infeccdo pelo T. cruzi. Porém, o balanco entre a protecdo conferida pela resposta
inflamatdria desencadeada por este perfil e a patologia causada pela mesma é bastante
fragil. Desta maneira citocinas produzidas por células com perfil Th2 como I1L10 (também
pode ser produzida por células do perfil Thl), IL4 e células T regulatérias (Tregs)
desempenham o papel de contrapeso na balanca da imunidade, pois sdo capazes,
respectivamente, de atenuar os efeitos nocivos causados pela resposta inflamatéria
exacerbada e regular a atividade de células apresentadoras de antigeno através da inducdo
de (TGF) B (SATHLER-AVELAR et al, 2009; CARDILLO et al, 1996). Varios autores

demonstraram que pacientes com cardiopatia chagasica cronica (CCC) apresentam menor
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nimero de linfécitos CD4"CD25""|L-10" e CD4*CD25"¥"FoxP3* em relacdo a paciente
assintomaticos, evidenciando a importancia da producdo da resposta regulatoria no
controle da cardiopatia chagasica (GUEDES et al., 2012; VITELLI-AVELAR et al., 2005,
2006). Outros autores ainda demonstraram que em pacientes cardiopatas, além da
producdo elevada de IFN-y e TNF-a e da baixa produgédo de citocinas como IL-4, IL-6, IL-
7 e IL-15 (REIS et al, 1997; ABEL et al, 2001; REIS et al, 1993), ha também elevada
producdo das quimiocinas e receptores do perfil Thl CCL5+, CCXCL9+, CCR5+,
CXCR3+(CUNHA-NETO et al, 2005; NOGUEIRA et al,2012). Tomados em conjunto 0s
diferentes estudos realizados, tanto em modelos experimentais como em humanos,
mostram que a presenca de um polimorfismo de citocinas e quimiocinas pode controlar o
dano inflamatério 6rgdo-especifico, e que o fino balanco associado especialmente a
resposta Thl teria um papel essencial na manutenc¢do do processo inflamatério associado a
cardiopatia chagasica cronica.

Apesar de intensivamente estudada, a patogénese da fase cronica da doenca de
Chagas continua ndo muito bem esclarecida e 0s mecanismos imunopatoldgicos que
promovem as lesdes nos tecidos ndo estdo ainda bem elucidados. A dificuldade em
detectar-se o parasito no miocardio levou a postulacdo de teorias auto-imunes para explicar
o0 desenvolvimento das lesfes inflamatdrias miocardicas durante a fase cronica da doenga.
Estas lesbes poderiam ser resultantes de uma reacdo de autoimunidade, causada por auto-
anticorpos ou por linfécitos T auto-reativos derivados de mimetismo molecular de
antigenos do parasito e do hospedeiro, ou por ativacdo bystander ndo envolvendo antigenos
do T. cruzi, sendo induzida por antigenos provenientes de lesdes teciduais (LEON et. al.,
2001; KIERSZENBAUM, 1999; COSSIO et. al., 1974; ANSELMI et al, 1966). Outros
autores demonstraram a reatividade contra auto-antigeno Cha (proteina presente em

mamiferos) em humanos e camundongos infectados pelo T. cruzi (GIRONES et al, 2001).
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Entretanto, varios estudos vém apontando no sentido de que o parasito tenha participacao
ativa na patogénese da cardiopatia chagéasica cronica (HIGUCHI, 1995; HIGUCHI et al,
1993; BARBOSA et al, 1986). Uma correlacdo positiva entre a inflamacéo e a presenca de
T. cruzi no tecido cardiaco, assim como sua auséncia em locais sem inflamacao, foi
descrita por Belloti et al, 1996 e Higuchi et al, 1995 utilizando a técnica de
imunoperoxidase. A presenca de DNA nuclear do parasito também tem sido detectada em
tecidos cardiacos de pacientes com lesGes inflamatdrias severas através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e hibridizacdo com sondas internas especificas. Porém, nédo
sendo detectadas sequiéncias de DNA do T. cruzi em tecido cardiaco de pacientes
assintomaticos ou soronegativos (JONES et al, 1993). Resultados concordantes foram
obtidos por Lages-Silva et al, (2001) e Vago et al, (1996) utilizando amplificacdo de
sequéncias do DNA do cinetoplasto (KDNA) do T. cruzi em tecidos do es6fago de
pacientes com megaes6fago, sendo observada uma correlacao entre a inflamacéo tecidual e
a presenca do parasito. A presenca do parasito parece ser importante para desencadear o
processo de formacdo da miocardite chagasica crénica. Na maioria dos casos, ndo é
possivel fazer uma correlacdo entre a intensidade da lesdo e a quantidade de antigeno e/ou
DNA do parasito presente sugerindo que o parasito (envolvendo caracteristicas genéticas
inerentes a cepa do parasito presente) é responsavel por disparar e manter o processo de
patogénese no miocardio, e que este seria amplificado por mecanismos auto-imunes que
dependeriam da predisposicdo genética do hospedeiro (GIRONES & FRESNO, 2003;
ANEZ et al, 1999; BELLOTI et al, 1996; HIGUCHI, 1995; ROWLAND et al, 1995;
JONES et al, 1993).

Considerando os estudos que apontam a importancia da presenca do parasito na
progressao da doenca de Chagas cronica e os resultados controversos sobre o beneficio do

tratamento especifico com benznidazol na evolucdo da cardiopatia chagasica crénica € de
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grande importancia a realizacdo de estudos experimentais para a avaliacdo do efeito do
tratamento etiologico na resposta imune e na progressao das alteracbes cardiacas de

animais inoculados com cepas do parasito resistentes a este farmaco.

1.3- Tratamento da doenca de Chagas

Os farmacos utilizados atualmente no tratamento especifico da doenca de Chagas, o
benznidazol (N-benzil-2-nitro-imidazol-1-acetamida) (LAFEPE) e o nifurtimox (Lampit®,
Bayer) ja eram utilizados desde o final da década de 60, sendo o do nifurtimox,
descontinuado no Brasil nos anos 80 (COURA & DE CASTRO, 2002).

Passados quase cingquenta anos desde o inicio da utilizacdo do benznidazol, varios
estudos demonstraram a eficiéncia do medicamento no tratamento da doenca de Chagas,
atuando na via que envolve modificacdo covalente de macromoléculas (DNA, RNA,
proteinas) por intermediarios de nitro-reducdo (DOCAMPO, 1990; revisado por GUEDES
et al, 2006). Os resultados do tratamento etiolégico de pacientes chagasicos provenientes
de diferentes paises, e mesmo de diferentes areas geograficas de um mesmo pais, sdo
frequentemente contraditérios. Varios fatores parecem influenciar nos resultados do
tratamento da doenca de Chagas, sendo os mais importantes: a fase da doenca em que
ocorre 0 tratamento e a variabilidade genética do parasita, além da idade do hospedeiro,
dentre outros. Os indices de cura variam enormemente quando comparados os resultados
dos ensaios clinicos realizados na fase aguda ou crénica da doen¢a. Quando o tratamento é
realizado durante a fase aguda da infeccdo pode-se detectar 40% a 76% de sucesso
terapéutico (SHUKANAI-YASUDA et al, 1990, ANDRADE et al, 1992, BAHIA-
OLIVEIRA, 2000, CANCADO, 2002). De forma diferente, no tratamento realizado

durante a fase cronica da infeccdo séo detectados baixos indices de cura em torno de 5%
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(FERREIRA, 1990, VIOTTI et al, 1994, LAURIA-PIRES et al, 2000, SUASNABAR et
al, 2000, BRAGA et al, 2000, CANCADO 2002). Entretanto, considerando o risco de
falha cardiaca e morte durante a fase cronica, o tratamento com drogas tripanocidas pode
ser importante na prevencdo da progressao de alteracdes eletrocardiograficas severas. De
acordo com Viotti et al, (1994), Suasnabar et al, (2000) e Lana et al (2009) o tratamento de
individuos chagasicos com benznidazol durante a fase cronica induz a uma diminuicdo da
progressdo de alteracOes eletrocardiograficas e para cardiopatia, em relacdo aos nao
tratados.

Considerando os diversos fatores que podem influenciar no sucesso terapéutico
quando utilizado o benznidazol e a importancia da presenca do T. cruzi (BEN YOUNES-
CHENNOUFI et al, 1988; VAGO et al, 2000; SCHIJMAN et al, 2004; BENVENUTI et
al, 2008) e de seus antigenos (TARLETON et al, 1997; ZHANG AND TARLETON,
1999; PEREZ-FUENTES et al, 2003; SCHIJMAN et al, 2004; BENVENUTI et al, 2008)
na intensidade da inflamacéo e na severidade da doenca de Chagas, torna-se importante
entender a influéncia do tratamento nos mecanismo desencadeados pelo parasito, como a
resposta imune do hospedeiro. Guedes et al (2010) e Souza et al, (2014) demonstraram que
elementos importante na migracdo celular para os sitios inflamatorios, as quimiocinas,
apresentam padroes de expressdo alterados em cdes infectados pelo T. cruzi.
Adicionalmente, Guedes et al., (2009) observaram aumento no nivel das citocinas IFN-y ¢
TNF-a em cées infectados pelo T. cruzi.

Desta maneira a elucidagéo da influéncia do tratamento no perfil de expressdo de
elementos da resposta imune e principalmente de como este perfil estd associado a
severidade das lesbes durante o curso da doenca de Chagas, possibilita a identificacdo de

elementos especificos, citocinas ou quimiocinas, por exemplo, que funcionem como
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marcadores para 0 prognostico da doenca, além de demonstrar qual a importancia do

tratamento em pacientes nao curados.

1.4- O cédo como modelo experimental

Elegemos o cdo como modelo experimental por reproduzir a infeccdo pelo T.cruzi
em sua fase aguda e, especificamente, em sua fase crénica, o mais préximo do padrdo
observado na doenca de Chagas humana. O modelo cdo apresenta caracteristicas
importantes como o desenvolvimento de ambas as fases, aguda e cronica da doenca de
Chagas (ANDRADE et al. 1997), além de apresentar semelhanca nas alteracdes clinicas da
infeccdo (ANDRADE E ANDRADE, 1980; ANDRADE, 1984; LANA et al, 1992;
BAHIA et al, 2002) e resposta ao tratamento com benznidazol ser semelhante com a
observada em humanos (GUEDES et al, 2002; SANTOS et al., 2012).

Na fase aguda os cdes chagasicos desenvolvem alteracdes eletrocardiograficas e
distdrbios de conducéo, além de focos inflamatoérios na regido cardiaca, principalmente no
atrio direito (ANDRADE et al, 1997; CALDAS et al, 2013). Durante esta fase também €
observado um padrdo de resposta imune semelhante ao observado em humanos, com
associacao de citocinas especificas, como IFN-y, TNF-a a severidade das lesdes cardiacas
(CALDAS et al., 2013; GUEDES et al.,, 2009). Também é observado aumento na
expressao de quimiocinas relacionadas ao recrutamento de células pré-inflamatorias, como
CCL5 e CCL4, sendo este aumento na expressdo fator importante para explicar a
severidade das lesGes cardiacas anteriormente citadas (GUEDES et al., 2010). Em relacdo
ao tratamento especifico da doenca de Chagas, 0 cdo mimetiza os resultados observados

em casos humanos, tanto em indices de cura em ambas as fases da doencga, quanto na
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diferenciacdo destes indices de acordo com a susceptibilidade ao benznidazol, da cepa
utilizada para a infeccdo (CALDAS et al., 2013; GUEDES et al., 2002).

Além de todos os motivos pelos quais 0 cdo é eleito por muitos como um 6timo
modelo experimental para o estudo da Doenca de Chagas, ele ainda se destaca como
importante sentinela natural em areas onde o controle da doenca esta sendo implementado
e a vigilancia epidemiolégica é de grande importancia (CASTANERA et al. 1998;
(ESTRADA-FRANCO et al., 2006). Também € considerado como importante reservatorio
do ciclo doméstico da doenca principalmente na América do Sul e Central (GURTLER et
al., 2007 ; MOTT et al., 1978), porém ganha cada vez mais importancia como reservatorio

em paises como os Estados Unidos (KJOS et al., 2007).
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2- Objetivos

2.1- Objetivo geral

Avaliar a influéncia do tratamento com benznidazol na resposta celular e

miocardite de cdes infectados pelo Trypanosoma cruzi.

2.2- Objetivos especificos

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Avaliar as alteracGes no perfil da expressao de RNAm para as citocinas
IFN-y, IL-10 e TNF-o induzidas pelo tratamento especifico com
benznidazol no tecido cardiaco de cées, através da PCR em tempo real
quantitativa;

Avaliar as alteracdes no perfil da expressdo de RNAm para as quimiocinas
CCL5, CXCL9, CCL17, CCL24, CXCR3, CCR5, CCR3, CCR6 ¢ CCR4
induzidas pelo tratamento especifico com benznidazol no tecido cardiaco de
caes, através da PCR em tempo real quantitativa,;

Avaliar as alteracGes no perfil da expressio de RNAm dos fatores de
transcricdo T-bet, GATA-3, ROR-yT e FOXP3 induzidas pelo tratamento
especifico com benznidazol no tecido cardiaco de caes, através da PCR em
tempo real quantitativa;

Quantificar o infiltrado inflamatdrio de cées infectados pelas cepas VL-10 e
Berenice-78 do T.cruzi, submetidos ao tratamento especifico com Bz
comparativamente aos animais infectados pelas mesmas cepas e nao

tratados.
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3- Animais, materiais e métodos

3.1- Cepas de Trypanosoma cruzi

Cepa Berenice-78 - A cepa Berenice-78, foi isolada por Salgado em 1978 de
xenodiagnostico humano no Brasil, esta cepa foi posteriormente estudada por Lana e Chiari em
1986, é considerada sensivel a quimioterapia com Bz (CALDAS et al., 2008) e pertence ao discrete

typing units 11 (DTU 1) (MORENO et al., 2010).

Cepa VL10 - Foi isolada de paciente na forma indeterminada da doenga de Chagas no
estado de Minas Gerais (SCHLEMPER, JUNIOR, 1982). Esta cepa é considerada resistente ao
tratamento com Bz (FILARDI & BRENER, 1987, CALDAS et al., 2008) e segundo novo consenso
de nomenclatura (ZINGALES et al, 2009) classificada como pertencente ao DTU Il (MORENO

et al., 2010).

3.2- Animais

Foram utilizados cdes sem racga definida, obtidos e mantidos no Canil da Universidade
Federal de Ouro Preto. Os animais foram alimentados com racdo comercial para cées e agua ad
libitum. Antes de inclusdo no estudo os animais foram tratados com anti-helminticos e imunizados
contra doengas infecciosas (Cinomose, Adenovirus Tipo 2, Coronavirus, Parainfluenza,
Parvovirose e Leptospirose canina) usando a vacina Vanguard HTLP. Todos os procedimentos com
estes animais foram aprovados e seguiram as normas estabelecidas pelo Comité de Etica no uso de

animais da UFOP. (Protocolo n® 2009/15)

3.3- Farmaco e esquema de tratamento

Neste projeto foi utilizado como quimioterapico o benznidazol (Bz), um derivado 2-
nitroimidazol (N-benzil-2—nitro-1- imidazolacetamida). Os cées foram tratados oralmente com

7mg/kg de Bz/dia, durante 60 dias, divididos em duas doses diarias. O tratamento foi iniciado a
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partir do primeiro dia em que o animal apresentou parasitemia patente, detectada pelo exame de

sangue a fresco.

3.4- Inoculacgéo dos animais e confirmacéo da infecgdo

Foram inoculados com cada uma das cepas do T.cruzi, 20 cées. O inoculo foi realizado em
animais com 120 dias de idade, utilizando 2.000 tripomastigotas sanglineas/kg, via intraperitoneal.
Os animais infectados foram divididos, aleatoriamente, em 2 grupos experimentais, sendo 0s
animais do grupo 1 (n=10) tratados com Bz e os animais do grupo 2 (n=10) mantidos sem
tratamento. A partir do 10° dia de inoculacéo foi coletado, diariamente, sangue da veia marginal da
orelha dos caes para a confirmacao da infec¢do. Para a avaliacdo das lesfes cardiacas a metade dos
animais de cada grupo foi eutanasiada durante a fase aguda (imediatamente apds o tratamento; 80
dias de infeccdo) e a outra metade durante a fase cronica (6 meses ap6s o término do tratamento;
270 dias apo6s a inoculagéo).

A infectividade de cada cepa foi verificada pela observacao, através do exame de sangue a
fresco, de parasitos no sangue periférico dos cées inoculados. Os cédes apresentando exames de
sangue a fresco persistentemente negativos foram submetidos a hemocultura para a confirmagéo da
infeccdo. De acordo com critério de cura estabelecido por Caldas (2011) os animais tratados

etiologicamente, foram considerados curados ou ndo curados.

3.5 - Dosagem de anticorpos anti-T. cruzi da classe 1gG

Foram coletados, aproximadamente 5mL de sangue dos cées, através da veia femoral. As
amostras de sangue foram centrifugadas e o sobrenadante (soro) foi coletado e armazenado em
tubos eppendorf a -20°C. Foram utilizados antigenos da forma epimastigota da cepa Y do T. cruzi,
obtidos de cultivo acelular em meio LIT. Como conjugado foram utilizadas anti-imunoglobulinas
de cdo da classe IgG marcadas com peroxidase (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA). O
ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) foi realizado segundo a metodologia descrita

por Voller et al., (1976), modificada de acordo com o protocolo descrito a seguir. O teste foi

16



Nascimento A. F. S Animais, Materiais e Métodos

executado em placas de poliestireno com 96 pocos de fundo chato. Cada poco da placa foi tratado
com extrato antigénico de epimastigotas, na concentracdo definida previamente por titulacdo
em bloco, diluido em solugédo tampao carbonato. As placas foram incubadas a 4°C por 18h e apés
este intervalo de tempo foram bloqueadas com PBS + SFB e incubadas a 37°C. A prdxima etapa
consistiu na adicdo de soro de cada animal, e incubacdo a 37°C. Posteriormente foi adicionado o
conjugado, diluido em PBS-Tween, conforme titulacdo prévia, e as placas foram novamente
incubadas a 37°C. Finalmente, foi adicionada a solugdo de substrato (O-fenilenodiamino-
OPD, solucdo de é&cido citrico e H,0,) e posteriormente a reacdo foi interrompida com a
adicdo de acido sulfdrico. A leitura foi realizada em leitor de microplaca (BIO RAD,
Modelo 3550) com filtro de 490nm. Em cada placa foram adicionados 10 soros controles
negativos e quatro controles positivos. A absorbancia discriminante, em cada placa, foi calculada
tomando-se a média da absorbancia dos 10 soros negativos somados a dois desvios padrdes.
Posteriormente foi calculado o indice de reatividade, dividindo o valor da absorbancia de cada
amostra encontrada pela absorbancia discriminante, sendo os valores encontrados entre 0.9 e 1.1

considerados duvidosos, valores abaixo de 0.9, negativos e acima de 1.1, considerados positivos.

3.6- Reacdo em Cadeia da Polimerase

Para a realizacdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), foi coletado sangue dos cées no
primeiro e no sexto més apds o término do tratamento (animais necropsiados durante a fase
cronica). Foi utilizada a técnica de PCR descrita por Britto et al., (1993) e otimizada por Gomes et
al., (1998). Foram coletados 10 mL de sangue de cada cdo, e colocados em tubos com igual volume
de Guanidina-HCI 6M/EDTA 0,2M (Sigma Chemical Company, USA) (AVILA et al., 1991). Essa
mistura, sangue/guanidina/EDTA, foi mantida & temperatura ambiente e ap6s 15 dias fervida em
banho-maria (BRITTO et al., 1993). O lisado foi estocado a temperatura ambiente. A seguir,
encontra-se a descri¢do sucinta de cada etapa desta reacdo:

a) Extracdo do DNA - Foi utilizada a técnica proposta por Sambrook et al., (1989) com

algumas modificacGes realizadas por Gomes et al.,(1998). Aliquotas do lisado de sangue foram

17



Nascimento A. F. S Animais, Materiais e Métodos

transferidas para tubos de microcentrifuga, sendo em seguida desproteinizado com igual volume de
fenol-cloroférmio. A mistura foi homogeneizada lentamente e centrifugada. O sobrenadante foi
retirado e ao sedimento foram adicionados H,O milli-Q estéril e novamente centrifugado. Em
seguida, a fase aquosa foi purificada com cloroférmio e 0 DNA presente nessa fase foi precipitado
com dois volumes de etanol absoluto gelado e 10mM de acetato de sédio em banho de gelo. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e apds a volatilizagdo do etanol, o DNA obtido foi

ressuspendido em agua milli-Q estéril e estocado a 4°C.

b) Amplificacdo especifica do T. cruzi - As reacdes de amplificacdo contem Tris-HCI, Triton

X-100, MgCl,, KCl, os diversos dNTP’s (Pharmacia Biotech), a Taq DNA polimerase (Invitrogen),
e cada iniciador [S35(5’AAATAATGTACGGG (T/G) GAGATGCATGA3) e 36
(5’GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT3’) (OPERON Technologies, INC)] descritos por Avila et
al., (1990). Foram realizados 35 ciclos de amplificagdo em termociclador automatico (MinCycler
™). As condigdes da reacdo foram: desnaturagio do DNA a 95°C, anelamento dos iniciadores a
65° C e extensdo a 72° C. As etapas de extracdo do DNA e a mistura da reacdo da PCR foram
monitoradas com controles negativos (amostras de sangue de cées ndo infectados) e positivos (caes
infectados na fase aguda da infeccdo). Além disso, para evitar contaminacdes, cada etapa da reagdo
foi realizada em ambientes separados, utilizando reagentes e equipamentos destinados

exclusivamente para cada uma das mesmas.

c) Deteccdo dos produtos da PCR - Os produtos amplificados pela PCR foram visualizados

por eletroforese em gel de poliacrilamida e revelados pela prata (SANTOS et al., 1993). O tamanho
das bandas amplificadas foi monitorado pela utilizacdo de marcador de peso molecular. Apés a
eletroforese, o gel foi fixado em solucéo de etanol e &cido acético, sob agitacdo. Em seguida esta
solugdo foi desprezada e o gel foi corado com uma solugdo de nitrato de prata sob agitacdo.

Posteriormente, o gel foi lavado e revelado em solucdo de NaOH e formaldeido, com agitacdo até o
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aparecimento das bandas. Novamente o gel foi transferido para a solucéo fixadora e fotografado

para documentagao.

3.7- Necrdpsia

Os cées de cada grupo experimental foram necropsiados imediatamente e seis meses apds o
término do tratamento. Os animais foram eutanasiados e posteriormente necropsiados para
avaliagdo macroscopica da &rea cardiaca, verificando a presenca de cardiomegalia. Em seguida, um
fragmento da parede atrial direita de todos os cdes foram coletados. O atrio direito é uma das
regides onde a miocardite chagasica apresenta-se com maior intensidade (TAFURI et al., 1987),
assim foram utilizados para a avalia¢. Estes fragmentos foram conservados em gelo e fixados em

formalina.

3.8- Avaliacao microcoscopica do tecido cardiaco

Para analise e quantificacdo do infiltrado inflamat6rio foram utilizados cortes seriados de
5u de espessura da parede atrial direita de cada céo infectado, estes, foram desparafinizados em
banhos de xilol, hidratados em solucfes alcoolicas de concentragdes decrescentes, e lavados em
agua corrente e em tampao fosfato (PBS). Em seguida, os cortes foram corados pela hematoxilina,
lavados em agua corrente e diferenciados rapidamente em alcool acidulado, e corados pela eosina.
Apobs o ultimo processo de lavagem em agua corrente, foram levados até a estufa para secagem.

Posteriormente colocados em banho de xilol, e entdo, montadas as laminas com auxilio de entellan.

Os nucleos celulares foram quantificados em 20 imagens (campos) aleatdrias (area total
percorrida igual a 1,49 x 10° pm?). As imagens visualizadas pela objetiva de 40x foram
digitalizadas através de microcamera Leica DM 5000 B (Leica Application Suite, versdo 2.4.0R1) e
processadas por meio do programa analisador de imagens Leica Qwin V3. A miocardite foi

determinada por meio do nimero de nucleos celulares presentes nas imagens dos animais controles
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ndo infectados mais dois desvios padrdes, assim, os cées infectados com o T. cruzi com valores da
guantificacdo de nucleos celulares acima desta média eram considerados como portadores de

miocardite (IVO SANTANA CALDAS, 2011).

3.8- Expressdo de mRNA de citocinas, quimiocinas, receptores de quimiocinas e

fatores de transcricéo através da PCR em tempo real quantitativa

i) Extracdo do RNA

A extracdo do RNA foi realizada de acordo com as instru¢des do kit RNA- SV Total RNA
Isolation System — Promega. Um fragmento de aproximadamente 60 mg do tecido cardiaco de
cada cdo foi macerado e completamente homogeneizado em 1 ml de RNA Lysis Buffer.
Posteriormente, foram transferidos 175ul desse lisado para um novo tubo e adicionados 350l de
RNA Diluition Buffer. Essa mistura foi homogeneizada, incubada a 70°C por 3 minutos e entdo
centrifugada a 13000xg durante 10 minutos, para precipitacdao seletiva de proteinas celulares. A
solucdo sobrenadante, a qual contém o RNA, foi cuidadosamente pipetada e transferida para um
novo tubo. 200ul de etanol 95% foram adicionados com a finalidade de precipitar 0 RNA. Essa
solucdo serd transferida para a Spin Column Assembly e centrifugada a 12000xg por 1 minuto.
Nessa etapa, 0 RNA estara ligado a superficie silica encontrada na Spin Basket. O liquido residual
foi descartado no tubo coletor e 0 RNA lavado com 600 pl de RNA Wash Solution. Apds
centrifugacdo, foram adicionados a coluna contendo 0 RNA 50 pl do mix DNase (40 pl de Yellow
Core Buffer, 5 pl de 0,09M MnCI2 e 5ul de DNAse | enzyme), para digerir DNA genémico
contaminante. Apés incubagdo por 15 minutos a 20-25°C, a reagdo foi interrompida com 200ul de
DNA Stop Solution e o tubo centrifugado a 12000xg por 1 minuto. Foram processadas entdo
sucessivas lavagens utilizando a RNA Wash Solution a fim de purificar o RNA, eliminando sais
contaminantes, proteinas e impurezas celulares. Finalmente, 0 RNA total seré eluido da membrana

pela adicdo de Nuclease Free Water.
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ii) Quantificacdo do RNA — Determinacéo de rendimento e pureza

A quantificacio do RNA foi realizada através de leitura no aparelho NanoVue Plus™ (GE
Healthcare). O RNA puro devera exibir razdo de absorbancia 260/280 de 1.7 a 2.1 e 260/230 de 1.8
a 2.2. Apos comprovacdo da pureza, foi determinada a integridade das moléculas através de

eletroforese desnaturante em gel de agarose.

iii) Transcricao reversa

A transcricdo reversa foi processada de acordo com as instrucfes do kit GeneAmp RNA
PCR — Applied Biosystems. Foi preparado o Mastermix contendo 5mM de MgCI2, 2 ul de
10XPCR Buffer, 1ImM de cada deoxinucleotideo (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 1 U de RNase
Inhibitor, 2,5 ul de MuLV Reverse Transcriptase, 2,5 ul de oligo d(T)16, 1 pl de amostra (ha
concentracdo de 1 ug/ul) e &gua DEPC em quantidade suficiente para um volume final de 20 pl. Os
tubos foram incubados a temperatura ambiente por 10 minutos para permitir a extensdo do Oligo
d(T) pela transcriptase. Posteriormente, os tubos foram submetidos a um ciclo de termociclagem
com as seguintes temperaturas: 15 minutos a 42°C, 5 minutos a 99°C e 5 minutos a 5°C. Ap0s esse

processo, 0 cDNA esté disponivel para realizagdo da PCR.

iv) Amplificagéo

A quantificacdo relativa da expressdo génica por PCR em tempo real foi processada no
aparelho ABI 7300 (Applied Biosystems), utilizando o SYBR® Green Master Mix para deteccdo
dos amplicons. Sera analisada a expressdo de mRNA das citocinas IFN-y, IL-10, TNF-a, além dos
fatores de transcricio GATA-3, ROR-yT e FOXP3 e quimiocinas e receptores de quimiocinas

CCL5,CXCL9,CCL17,CCL24, CXCRS3, CCR5, CCR3,CCR6 e CCR4 através da PCR em

tempo real quantitativa, de acordo com a tabela 1. Para cada reacdo, sera usado um mix contendo
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12,5ul de SYBR® Green Master Mix, 5uM de cada primer — sense e anti-sense, 2ul de cDNA e
agua ultra pura em quantidade suficiente para um volume de 25 pl. As condicbes de termociclagem
foram as seguintes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 segundos,
58°C por 30 segundos e 72°C por 1 min. Os valores médios de Ct obtidos a partir de duplicatas
foram utilizados para calcular a expressao do gene alvo, normalizado por um controle interno (gene

da B-actina), usando a formula 2.

Tabela 1 Alvo e iniciadores utilizados. As sequéncias foram determinadas com base na sequéncia

de nucleotideos obtidas GenBank Database.

Alvo Sequéncia do primer Sense e Antisense
IFN-y TTCAAAGGAGCATGGATACCA e TTAAGAACTTGCCAAGCATGTC
IL10 AAT GAA GGACAAGCTGGACAA e TTAAAGTCCTCCAGAAGGGA

TNF-a TGTTGTAGCAAACCCCGAAG e ATCAGCTGGTTGTCTGTCAGCT

iNOS GAGATCGTCGCTGTACTCC e TGATGGTCACATTTTGCTTCTG
GATA3 TGTCAAACCACCACTACTACCC e TATGCAGCTTGTAGTACAGCCC
ROR-yT AAAGCAGGAGCAATGGAAGT e ATTGTAAGCCCGGCACAT
FOXP3 AGAAGCAGCGGACACTCAAT e TCCTGAAGAAGGCAAACATG
CXCL9 CAGATGGTCCTTAAGCCACTTT e CCTTTCCCTGTGAACCTCAA
CCL17 CCATCGTGTTTGTAACTGTCCA e AATATCTGACCGCCTTCTTCAC
CCL24 CCTGCTGCATGTTCTTCATTTC e TTCTGGTTCTTCTTGGTGGTGA
CXCR3 TTCTTTGCCATCCCAGATTTC e ATGCATGGCATTTAGGCG
CCR5 TGTGTCTGCTTCAAAAGCCC e TCACTTGTCACCACCCCAAA
CCR3 CTAGCAGCCTCCCCTGAATTTA e TGTTCAGACTCCTTTTGGGACT

CCR6 AGCTGTTTGTGCCAATTGCTTA e AAAATATTGCCCAGGAGGCC
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CCL5 AAGGGCTGACTGATAAATGTGA e AGCGAGAATTTTAATGGAAAGC
CCR4 TTTGGACTAGGTCTCTGCAAGA e AAAAGCCCACCAGGTACATC
B-actina CCACTTTCCTGTCTTACCCAA e AATTAACCACCCACGGTGTT

v) Validacdo da técnica de quantificacdo de mRNA

Para avaliacdo da expressdo das citocinas foi utilizada a PCR em tempo real usando a
estratégia de quantificacdo relativa, onde a expressdo génica de cada citocina foi determinada em
relacdo a expressdo observada por cdo ndo infectado pelo T. cruzi e normalizada pelo gene
constitutivo B- actina. Assim, os resultados foram mostrados em quantas vezes mais, determinado

animal possui mRNA para a citocina do que os cées controles ndo infectados.

Inicialmente foi necesséario um experimento de valida¢do, mostrando que as eficiéncias das
amplificagdes do alvo e do gene de referéncia (B-actina) eram aproximadamente iguais. A
eficiéncia de amplificacdo é a taxa na qual uma molécula de DNA ¢é gerada, se a quantidade de
copias aumentar 10 vezes a cada 3,32 ciclos de amplificacdo durante a fase geométrica, entdo a
reacdo esta ocorrendo com 100% de eficiéncia. Essa eficiéncia é calculada baseando-se no slope de
uma curva padrao, onde o slope de -3,32 indica uma reacdo com 100% de eficiéncia. Para o célculo

da eficiéncia foi utilizada a seguinte férmula:
Eficiéncia = (10-1/slope— 1) x 100

Foi observado, ainda, se os ciclos de amplificacdo (CT) para cada cDNA das citocinas,
quimiocinas e fatores de transcricdo se comportavam de forma semelhante ap6s diluicdo seriada de
uma mesma amostra, verificando eventuais inibigdes que pudessem comprometer o experimento.
E importante ressaltar que foram analisados os logs de quantidade de entrada de cDNA (cada
diluicdo) versus variagdo do CT das citocinas, quimiocinas e fatores de transcricdo e do gene
constitutivo para comprovacdo matematica que permaneciam constantes ap6s a diluicdo da

amostra, se mostrando na forma de uma reta, com equagdo do tipo y = ax + b, onde o “a”
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corresponde a inclinagéo da reta, que ndo deveria sair do intervalo de -0,1 e 0,1. Ainda para maior
confiabilidade da técnica foi importante observar as curvas de dissociacdo (ou curva melt) para os
cDNA correspondentes aos mRNA das citocinas, quimiocinas e fatores de transcri¢do estudadas,

para verificacdo de formacao de dimeros de primers durante a reacao.

Os resultados da padronizagdo mostrados indicaram que a estratégia de quantificacdo
relativa poderia ser utilizada com seguranca para a realizacdo dos experimentos de avaliacdo da

expressao dos mRNA de todas as citocinas, quimiocinas e fatores de transcri¢ao analisados.

3.9- Analise estatistica

Os dados da analise morfométrica e parametros imunologicos foram analisados no
software GraphPad Prism, sua normalidade foi testada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnovpelo e teste ndo paramétrico de Tukey. As diferengas foram consideradas

significativas se o p foi igual ou menor que 0,05.
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4- Resultados

1- Analise quantitativa do infiltrado inflamatério presente no tecido muscular
cardiaco de cédes infectados por diferentes cepas do T.cruzi durante as fases aguda e
cronica.

A presenca de inflamacdo no &trio direito dos cées infectados pelas cepas VL-10 e
Berenice-78 do T. cruzi, necropsiados na fase aguda (90 dias de infeccdo) e cronica (270
dias de infeccdo), foi determinada pela quantificagdo de ndcleos celulares em cortes
histolégicos do atrio direito dos cdes corados por hematoxilina e eosina. Através desta

avaliacdo foi demonstrada a presenca de miocardite em todos os cdes infectados,

independente da cepa do T. cruzi utilizada (Figura 1A e B).
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Figura 1 -Miocardite presente ap6s 3 meses de infeccdo (A) e 9 meses de infeccdo (B) nos cées
infectados pelas cepas VL-10 e Berenice-78 (2000 formas tripomastigotas sanguineas/kg de peso corporal).
Fotomicrografias obtidas de laminas com cortes de atrio direito coradas pela hematoxilina e eosina. Os
resultados foram apresentados pela média dos valores e analisados pelo teste ndo paramétrico de Tukey. (*)

P<0,05 (diferenca significativa em relacdo ao grupo controle néo infectado-CNI).

No entanto, apesar da miocardite ter sido detectada em ambas as fases da
infeccdo, esta foi mais intensa durante a fase aguda. Nesta fase foram quantificados 301+26
ndcleos celulares no tecido muscular cardiaco dos cdes infectados pela cepa VL-10,
277,46+50,61 nacleos celulares nos infectados pela cepa Berenice-78 e 109,75+6.22 nucleos
celulares nos animais saudaveis, significando um aumento de 2,7 vezes nos animais
infectados pela cepa VL-10 e de 2,54 naqueles inoculados pela cepa Berenice-78 em relacéo
aos animais do grupo controle ndo infectado (Figura 1A). Na fase cronica foi observado um

padrédo de inflamacéo semelhante, mas com menor intensidade, ou seja, 0 numero de nucleos
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celulares quantificados nos animais infectados com a cepa VL-10 (243,58+18.76 nucelos
celulares) foi 2,3 vezes maior do que o observado nos animais saudaveis (105,29+12,05
nucleos celulares), e 1,89 vezes naqueles infectados pela Berenice-78 (198,65+14,11) (Figura
1B).

2- Influéncia do tratamento com benznidazol na intensidade da miocardite em caes
infectados pelas cepas Berenice-78 e VL-10 do Trypanosoma cruzi.

Para esta avaliacdo os animais foram tratados com benznidazol durante a fase aguda
da infeccdo e a analise histopatoldgica realizada 30 e 180 dias ap0s o tratamento especifico. A
cura parasitologica foi determinada pelos testes parasitologicos (Hemocultura e PCR) e
soroldgicos (ELISA), realizados 30 e 180 dias ap6s o término do tratamento. Foram
considerados curados 0s animais que apresentaram resultados negativos em todos os testes
realizados. Desta forma, foi detectada falha terapéutica em todos os animais inoculados com
a cepa VL-10, pois foram identificados resultados positivos em 90% das hemoculturas e em
100% das PCRs realizadas. Estes resultados foram concordantes com os testes sorolégicos,
gue apresentaram resultados persistentemente positivos. De forma diferente, foram detectados
resultados negativos em todos os testes realizados nos animais inoculados com a cepa
Berenice-78 apds o tratamento especifico com benznidazol, sendo desta foram considerados

curados.

Os resultados obtidos dos animais tratados na analise morfométrica realizada em
cortes histoldgicos do tecido muscular cardiaco e corados pela Hematoxilia&Eosina, podem
ser relacionados com a eficacia do tratamento. Assim, no tecido muscular cardiaco dos
animais infectados pela cepa Berenice-78 foram detectados nimeros similares de nucleos

celulares aos detectados nos tecidos dos animais do grupo controle ndo infectado, nas
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avaliacdes realizadas em ambas as fases da infecgdo. Estes resultados indicam que, neste caso,

o tratamento foi capaz de controlar a miocardite (Figura 2A e B).
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Figura 2 - Miocardite presente ap6s 3 meses de infeccdo (A) e 9 meses de infec¢do (B) nos caes
infectados pelas cepas VL-10 e Berenice 78 (2000 formas tripomastigotas sanguineas/kg de peso corporal) e
submetidos ao tratamento com benznidazol. Fotomicrografias obtidas de laminas com cortes de atrio direito
coradas pela hematoxilina e eosina. Os resultados foram apresentados pela média dos valores e analisados
pelo teste ndo paramétrico de Tukey. (*) P<0,05 (diferenca significativa em relacdo ao grupo controle nédo
infectado-CNl).

De forma diferente, em ambas as fases, os animais inoculados com a cepa VL-10 e
submetidos ao tratamento com benznidazol apresentaram miocardite em intensidade
semelhante aos animais infectados e ndo tratados. A média de nucleos celulares dos
animais inoculados com a cepa VL-10 e tratados com Bz foi de 308,98+ 45,3 nucleos
celulares na fase aguda enquanto os animais infectados com a cepa Berenice-78 e animais
do grupo controle tiveram médias de 126,65 e 105,291 nucleos celulares respectivamente,
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sendo este aumento no infiltrado inflamatdrio no atrio direito dos cées infectados pela VL-

10 encontrado também na fase cronica da infeccdo (Figura 2A e B).

3- Analise quantitativa da expressdo de mRNA dos fatores de transcricaoT-bet,
GATA-3, ROR-YT e FOXP3 no tecido cardiacode caes, durante as fases aguda e
crbnica da infeccdo pelas cepas VL-10 e Berenice-78 do Trypanosoma cruzi.

Para esta analise os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: (i)
infectados (foram agrupados os animais infectados pelas cepas VL-10 e Berenice-78 do T.
cruzi, considerando que as duas cepas induziram inflamacdo no tecido cardiaco dos animais
em ambas as fases da infecgéo), (ii) tratados e curados e (iii) tratados e ndo curados. Para
avaliacdo da expressdo de mRNA dos fatores de transcricdo T-bet, GATA-3, ROR-yT e
FOXP3 no tecido cardiaco dos caes, foi utilizada a PCR em tempo real usando a estratégia de
quantificacéo relativa, onde a expressdo génica de cada citocina foi determinada em relagéo a
expressdo observada em cada cdo ndo infectado pelo T.cruzi e normalizada pelo gene
constitutivo [B-actina. Assim os resultados foram mostrados em quantas vezes mais
determinado animal possui mRNA para o fator de transcricdo que os cdes controles nao
infectados.

Durante a fase aguda da infeccdo foi possivel observar aumento médio de 5,57
vezes na expressdo de mRNA para o fator de transcricdo T-bet, relacionado a resposta do tipo
Th1, no miocardio dos animais infectados pelas cepas VL-10 e Berenice-78. Por outro lado,
nesta fase da infeccdo ndo foi detectada a expressdo dos outros fatores de transcri¢do
analisados, GATA-3, ROR-yT e FOXP3.

Entre os animais tratados e ndo curados foi detectada a expressdo do mRNA
apenas pata o fator T-bet, em niveis 3,6 vezes maiores do que o detectado nos animais nao
infectados e estes niveis ndo foram significativamente diferentes (p>0,05) daqueles

detectados no grupo de animais infectados e néo tratados (Figura 3).
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Figura 3 - Expressdio de mRNA em fragmentos de tecido cardiaco do atrio direito de cées,
inoculados com 2000 formas tripomastigotas sanguineas/kg de peso corporal das cepas VL-10 e Berenice-78
do Trypanosoma cruziapdés 3 meses de infecgdo, atraves de Real time RT-PCR. Os resultados de cada céo
foram normalizados através dos respectivos indices de B-actina e o indice 1 representa a expressdo do grupo
controle. O Grupo “Infectados” é composto por animais infectados por ambas as cepas Be-78 e VL-10. Os
resultados foram apresentados pela média dos valores e analisados pelo teste ndo paramétrico de Tukey. (*)
P<0,05 (diferenca significativa em relagdo ao grupo infectado) (&)P<0,05 (ndo apresenta diferenca

significativa em relacéo ao grupo normal ou apresenta indices abaixo da linha de normalidade)

Um panorama diferente na expresséo dos fatores de transcri¢cdo foi observado na

fase cronica da doenca. Nesta fase da infeccdo foi observada a expressao de todos os fatores
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de transcricéo avaliados, sendo a expressao nos animais ndo curados, em relacdo aos animais
ndo infectados, 1,35 vezes maior de T-bet, 1,27 vezes de GATA3, 1,19 de ROR-yT e 1,06 de
FOXP3 (Figura 4).

Nos animais tratados e curados ndo foi detectada a expressdo dos fatores de
transcricdo T-bet e GATA-3, enquanto naqueles ndo curados foi detectado um aumento de
1,84 vezes para T-bet e 1,86 vezes de GATA3, sendo este valor significativamente maior em
relacdo ao detectado nos animais curados (p<0.05). De forma diferente, o tratamento
especifico ndo alterou o nivel de expressdo de ROR-yT, regulador da expressao de IL-17,
que apresenta um papel central na diferenciacdo de células T regulatorias, detectadas em

niveis baixos em todos 0s grupos experimentais (Figura 4).
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Figura 4 - Expressdo de mRNA dos fatores de transcri¢cdo T-bet, GATA-3, ROR-yT ¢ FOXP3, em
fragmentos de tecido cardiaco do atrio direito de cdes, inoculados com 2000 formas tripomastigotas
sanguineas/kg de peso corporal das cepas VL-10 e Berenice-78 do Trypanosoma cruzi apés 9 meses de
infec¢do, através de Real time RT-PCR. Os resultados de cada cdo foram normalizados através dos
respectivos indices de B-actina e o indice 1 representa a expressdao do grupo controle. O Grupo “Infectados” é
composto por animais infectados por ambas as cepas Be-78 e VL-10. Os resultados foram apresentados pela
média dos valores e analisados pelo teste ndo paramétrico de Tukey. (*) P<0,05 (diferenga significativa em
relacdo ao infectado) (&)P<0,05 (ndo apresenta diferenca significativa em relacdo ao grupo normal ou

apresenta indices abaixo da linha de normalidade)

4- Quantificacdo in situ da expresséo de mRNA das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10
no tecido cardiaco de cédes, durante as fases aguda e cronica da infeccdo com as

cepas VL-10 e Berenice-78 do Trypanosoma cruzi.

A figura 5 representa a expressao de mMRNA para as citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10
no atrio direito dos animais distribuidos nos mesmos grupos experimentais citados

anteriormente.
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Durante a fase aguda da infeccéo foi detectada a expressdo de todas as citocinas
avaliadas no tecido muscular cardiaco dos animais infectados pelo T. cruzi, sendo o aumento
da expressao de mRNA em relagdo aos animais normais, de 4,99 vezes para TNF-a,
2.14vezes para IFN-y e 1,82 vezes para IL-10 (Fig. 5 A, B e C). O tratamento especifico
foi eficaz em prevenir a expresséo de todas as citocinas quantificadas, quando ocorreu a cura
parasitologica. Por outro lado, nos animais tratados e ndo curados foi detectada a expressédo
de mRNA para TNF-a 2,94 vezes e para IFN-y 1,85 vezes maior do que nos animais nao
infectados. Apesar dos niveis de expressdo para estas citocinas nos animais tratados terem
sido menores em relacdo ao grupo controle infectado, esta diferenca ndo foi significativa
(p>0,05). Por outro lado, nos grupos de animais tratados, curados ou ndo, nao foi detectada a
expressao de IL-10 nesta fase da infeccéo.

Na fase crénica da infeccdo foi identificado o mesmo padrdo de citocinas nos animais
infectados e ndo tratados. Também, de forma semelhante ao observado durante a fase aguda
da infeccdo ndo foi detectada a expresséo de mRNA para nenhuma das citocinas avaliadas no
tecido muscular cardiaco dos animais tratados com benznidazol e curados. De forma
diferente o padrdo de expressdo das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 foi marcadamente
alterado nos animais submetidos ao tratamento especifico e ndo curados, tendo sido detectado
um aumento, em relagdo aos animais do grupo controle ndo infectado, de: (i) 2,94 vezes na
fase aguda e 7,71 na fase cronica para TNF-a; (ii) 1,85 vezes na fase aguda e¢ 5,92 na fase
cronica para IFN-y; (iii) auséncia e expressdo na fase aguda e um aumento de 2,35 vezes para

IL-10 (Fig 5D, E e F).
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Figura 5 - Expressdo de mRNA das citocinas, TNF, IFN-y e IL-10em fragmentos de tecido cardiaco
do éatrio direito de cées, inoculados com 2000 formas tripomastigotas sanguineas/kg de peso corporal das
cepas VL-10 e Berenice-78 do Trypanosoma cruzi nas fases aguda (A,B e C) e cronica (D,E e F) da
infec¢do, através de Real time RT-PCR. Os resultados de cada cdo foram normalizados através dos
respectivos indices de B-actina e o indice 1 representa a expresséo do grupo controle. O Grupo “Infectados” é
composto por animais infectados por ambas as cepas Be-78 e VL-10. Os resultados foram apresentados pela
média dos valores e analisados pelo teste ndo paramétrico de Tukey. (*) P<0,05 (diferenga significativa em
relacdo ao grupo controle infectado) (&)P<0,05 (ndo apresenta diferenca significativa em relacdo ao grupo

normal ou apresenta indices abaixo da linha de normalidade)

5- Quantificacdo in situ da expresséo de mMRNA para quimiocinas e receptores no
tecido cardiaco de cées, durante as fases aguda e crdnica da infeccdo de caes pelas

cepas VL-10 e Berenice-78 do T. cruzi.

Os resultados da quantificacdo da expressdo de mRNA para as quimiocinas
CCL5,CXCL9,CCL17 e CCL24 e receptores de quimiocinas CXCR3, CCR5, CCR3,CCR6
e CCR4 estdo representados nas figuras 6 e 7. Apos trés meses de infeccdo (fase aguda) o

perfil de expressao das quimiocinas observado € composto por CCL5 e CCL24, relacionados
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a respostas Thl e Th2 respectivamente. Neste momento também foram detectadas as
expressdes de mRNA para os receptores CCR5 e CXCR3 também relacionados a resposta
Thl além de CCR4 relacionado a resposta Th2 e Treg. Quimiocinas e receptores nao
detectados ndo estdo representados nas figuras 5 e 6. A maior deteccdo de mRNA para
quimiocinas e fatores de transcricdo relacionadas a resposta Thl estdo de acordo com 0s
resultados apresentados anteriormente, onde foi demonstrado que durante a fase aguda da
infeccdo apenas a expressao do fator de trasncricdo T-bet foi detectado nestes animais.

Nos animais tratados e curados ndo foi detectada a expressao de nenhuma quimiocina
ou receptor relacionados a resposta Thl, mostrando que a cura parasitologica alterou o
padrdo de resposta imune concomitantemente com a eliminagéo do parasito e com a reducgéo
da resposta inflamatdria. De forma interessante, nestes animais foi detectada a expressao de
MRNA para CCL24, quimiocina relacionada com a resposta Th2, em niveis similares ao
detectado no grupo controle infectado e ndo tratado e em niveis significativamente maiores
do que o observado nos cées tratados e ndo curados (p>0,05).

Nos animais tratados e ndo curados 0s niveis de expressao de mRNA para as
quimiocinas e receptores relacionados a resposta Thl foram similares ao observado nos
animais infectados e ndo tratados (p>0,05). Nestes animais foi detectado um aumento de
cerca de seis vezes na expresséo de mRNA para CCL5 em relagdo aos animais néo
infectados e de 2,84 e 1,6 CCR5 e CXCR3, respectivamente. Interessantemente, nestes
animais os niveis de expressdo de mRNA para CCL24 foram significativamente maiores do

que o detectado nos outros grupos experimentais (p<0.05)(Figura 6).
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Figura 6 - Expressdo de mMRNA das quimiocinas CCL5 e CCL24 e dos receptores de quimiocinas
CCR5, CXCR3 e CCR4 em fragmentos de tecido cardiaco do atrio direito de cdes, inoculados com 2000
formas tripomastigotas sanguineas/kg de peso corporal das cepas VL-10 e Berenice-78 do Trypanosoma
cruzi apos 3 meses de infeccéo, através de Real time RT-PCR. Os resultados de cada cdo foram normalizados
através dos respectivos indices de B-actina e o indice 1 representa a expressao do grupo controle. O Grupo
“Infectados” é composto por animais infectados por ambas as cepas Be-78 e VL-10. As quimiocinas e
receptores ndo representados ndo apresentaram niveis detectaveis de expressdo. Os resultados foram
apresentados pela média dos valores e analisados pelo teste ndo paramétrico de Tukey. (*) P<0,05 (diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle infectado) (&)P<0,05 (ndo apresenta diferenca significativa em

relagdo ao grupo normal ou apresenta indices abaixo da linha de normalidade)

Na fase crénica da infecdo foi observado um aumento na deteccdo da expressdo de
MRNA para quimiocinas e receptores, em relacdo a fase aguda da doenca. Estes resultados
estdo de acordo com os resultados apresentados anteriormente, pois nesta fase também foi
detectada a expressao de mRNA para os fatores de transcricdo, GATA-3, ROR-T e

FOXP3, além de T-bet, também detectado durante a fase aguda da infeccdo. Nesta fase,
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entre todos os parametros analisados, apenas ndo foi detectada a expressdo de CXCL9 e
CCL24.

Nos animais infectados foi identificada a expressdo de quimiocinas e receptores
relationados com a resposta Thl (CCL5, CCR5 e CXCR3), com a resposta Th2 e Treg
(CCR4 e CCR3) e com a resposta Thl7 (CCL17 e CCR6). Padrdo semelhante foi
encontrado no tecido cardiaco dos animais tratados e ndo curados, com excecdo da
expressao de CCR6, cujo mRNA foi detectado no tecido cardiaco dos animais infectados
mas ndo daqueles tratados e ndo curados. De forma interessante, nos animais curados nao
foi detectada a expressdo de mMRNA para nenhuma citocina ou receptor relacionado a
resposta Thl. Nestes animais foi detectada apenas a expressdao de CCR4 (similar aos outros
grupos experimentais) e de CCL17 (em niveis significativamente menores do que o

detectado nos animais dos outros grupos experimentais (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7 - Expressdo de mRNA das quimiocinas CCL5 e CCL17 e dos receptores de quimiocinas
CCR5, CXCR3, CCR4, CCR3 e CCR6 em fragmentos de tecido cardiaco do atrio direito de cdes, inoculados
com 2000 formas tripomastigotas sanguineas/kg de peso corporal das cepas VL-10 e Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi apds 9 meses de infeccdo, através de Real time RT-PCR. Os resultados de cada cdo
foram normalizados através dos respectivos indices de B-actina e o indice 1 representa a expressao do grupo
controle. O Grupo “Infectados” é composto por animais infectados por ambas as cepas Be-78 e VL-10. As
quimiocinas e receptores ndo representados ndo apresentaram niveis detectaveis de expressao. Os resultados
foram apresentados pela média dos valores e analisados pelo teste ndo paramétrico de Tukey. (*) P<0,05
(diferenga significativa em relacdo ao grupo controle infectado) (&) P<0,05 (ndo apresenta diferenca

significativa em relagdo ao grupo normal ou apresentou indices abaixo da linha de normalidade)

De forma geral nossos resultados mostraram que durante a fase aguda da infecgéo
pelo T. cruzi foi observada uma intensa inflamag&o do tecido muscular cardiaco associada
a uma resposta Thl predominante. A evolucdo para a fase crénica da doenca conduziu a
uma reducdo significativa da inflamagdo, pois nesta fase foi detectado um numero

significativamente menor de nucleos celulares em relacdo a fase aguda (p<0,05) tanto nos
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animais infectados pela cepa VL-10 (301,26£30,69 na fase aguda e 243,78+20,56 na fase
crénica), quanto naqueles infectados pela cepa Berenice-78 (277,45+55,44 na fase aguda e
198,65+15,46 na fase crénica). A reducdo do processo inflamatério foi associado com a
deteccdo de mRNA para fatores de transcri¢do, quimiocinas e seus receptores relacionados
as respostas Thl, Th2 e Th1l7. Adicionalmente foi demonstrado que o tratamento
especifico induz, no caso de cura parasitologica, reducdo da inflamacdo associada com a
auséncia de deteccdo de fatores relacionados a resposta Thl, mostrando que estas

avaliacBes podem ser importantes para o controle de cura da infeccdo pelo T. cruzi.
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5- Discussao

A cardiopatia chagéasica pode resultar em arritmias cardiacas, aneurisma apical,
insuficiéncia cardiaca congestiva, tromboembolismo e morte subita, sendo a forma mais
comum de cardiomiopatia nas Ameéricas Central e do Sul, e a principal causa de morte por
doenca cardiovascular em areas endémicas (WHO, 2013). Especificamente na doenca de
Chagas, a gravidade relacionada a forma cardiaca da doenca esta ligada inicialmente ao
desequilibrio imunolégico entre as respostas Thl e Th2 causado pelo Trypanosoma cruzi
(ABEL et al., 2001; BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; BASSO et al., 2004; CORREA-
OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003, 2005, GUEDES et al., 2009, 2012; REIS et
al., 1997; RIBEIRAO et al., 2000). A alta carga parasitaria e a intensa multiplicacdo do
parasito durante a fase aguda da doenca explicam o desencadeamento dos eventos
inflamatorios e a miocardite observada. Esta alta carga parasitéaria resulta na inducdo de
uma forte resposta imune inata e adaptativa levando ao controle, porém ndo a completa
eliminacdo do parasito, estabelecendo uma infecgdo crbnica onde a carga parasitaria é
bastante reduzida. Porém, apesar de escasso, 0 parasito ou o seu DNA (indicativo da
presenca do parasito) pode ser detectado no tecido muscular cardiaco, tanto de individuos
assintomaticos quanto naqueles portadores de cardiopatia (FONSECA et al, 2005. Além
disso, células T reativas, tanto a antigenos especificos do T. cruzi como a antigenos
cardiacos (miosina cardiaca), tém sido detectadas no coracgdo de individuos sintomaticos e
assintoméaticos (FONSECA et al, 2005), indicando que outros fatores distintos dos
antigenos presentes podem controlar as diferencas na intensidade da inflamacdo e na
progressdao da doenca entre os individuos infectados pelo T. cruzi. Neste contexto, o
entendimento dos mecanismos e produtos da resposta imune do hospedeiro que estdo
relacionados a estes eventos inflamatérios e a sua manutencdo é de grande importancia
para compreender os fatores relacionados ao desencadeamento dos eventos inflamatorios
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cardiacos, contribuindo para elaboracéo de estratégias de tratamento ou para a prevengéo

de alteraces decorrentes da manifestacéo da doenca.

Apesar de 0 modelo murino ser 0 mais utilizado para estudos experimentais da
infeccdo pelo T.cruzi, outros modelos experimentais, como o cdo, tem sido utilizados em
diferentes estudos, em decorréncia da similaridade com a infeccdo humana, especialmente
considerando a cardiopatia chagasica. Um modelo que representa com maior proximidade
as manifestagdes da doenca de Chagas € importante para a melhor compreensdo da
evolucdo da doenca e principalmente sobre 0s mecanismos associados a esta progressao.
Véarios pesquisadores ja demonstraram semelhancas entre ambas as infecgdes
(canina/humana) nas fases agudas e crénica da doenca (ANDRADE, et al. 1984; LANA
et al,1988; BARR et al, 1991; LANA et al, 1992; BAHIA et al, 2002). Utilizando o
cdo como modelo experimental da infeccdo chagasica Caldas e colaboradores (2013),
mostraram que este animal apresenta alteracdes eletrocardiograficas relacionadas a
conducdo do impulso elétrico, ritmos eletrocardiograficos alterados e sobrecarga das
camaras cardiacas compativeis com a doenca humana. Adicionalmente, alteracbes na
funcdo cardiaca sistdlica e diastdlica (reducdo da fracdo de ejecdo e da fracdo de
encurtamento, aumento do volume dos atrios e dos ventriculos) compativeis com aquelas
observadas no homem, foram detectadas em cdes infectados pelo T. cruzi (Santos et al,
2012). Outra contribuicdo importante do modelo canino é na avaliacdo de novas drogas
e/ou estratégias terapéuticas para a doenca de chagas. Diferentes estudos tém demonstrado
que a resposta terapéutica ao tratamento especifico observado em cédes é semelhante ao
observado na doenca humana, tanto quando utilizado o farmaco de referéncia para o
tratamento da doenca de Chagas, o benznidazol (GUEDES et al, 2002), como outros

compostos, como o derivado triazélico ravuconazol (DINIZ et al, 2010).
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Apesar do avango no entendimento coletivo sobre os mecanismos que envolvem a
patogénese da doenca de Chagas e o papel da resposta imune neste contexto, varios
aspectos ainda ndo foram esclarecidos. Desta forma este trabalho pretende contribuir para
0 entendimento dos mecanismos imunes, principalmente em relacdo a expressdo de
algumas citocinas, quimiocinas e fatores de transcricdo e sua relacdo com a miocardite.
Adicionalmente, foi avaliada se a interferéncia do tratamento especifico com benznidazol,
em caso de cura ou falha terapéutica, poderia modular a expressdo destas citocinas,

qguimiocinas e fatores de transcricao.

A fase aguda da doenca de Chagas € caracterizada por intensa destruicdo de
cardiomidcitos resultante da multiplicacdo parasitaria. A lise dos cardiomiocitos
diretamente pela multiplicacdo dos parasitos pode também gerar mecanicamente a
destruicdo de grande numero de fibras cardiacas. Adicionalmente, debris celulares e outros
“fatores” altamente imunogénicos sdo liberados, induzindo intenso processo inflamatorio,
0 que contribui para o aumento da destruicdo de células viaveis (ANDRADE et al, 1994;
TAFURI 1979). Desta maneira, durante a fase aguda da infeccdo, a intensidade da

miocardite estaria diretamente relacionada com a intensa multiplicacéo parasitéaria.

Neste estudo foi observado que os cdes infectados pelas cepas Berenice-78 e VL-10
do T. cruzi apresentaram miocardite em ambas as fases da infeccdo, aguda e cronica, sendo
0 numero de células inflamatérias detectadas no tecido cardiaco dos animais infectados
significativamente maior do que o detectado naqueles ndo infectados. Porém a intensidade
da miocardite observada nos animais infectados pelas duas cepas do T. cruzi foi menor na
fase cronica da doenca quando comparada a fase aguda (Figura 1). A intensa carga
parasitaria, observada durante a fase aguda, seguida pela reducdo do parasitismo em

decorréncia do estabelecimento da resposta imune adaptativa durante a fase cronica podem
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explicar, pelo menos parcialmente, esta reducdo do processo inflamatorio em uma fase

mais tardia da infeccéo.

Neste estudo também foi avaliada a interferéncia do tratamento especifico com
benznidazol na intensidade da inflamagé@o no tecido muscular cardiaco nas fases aguda e
cronica da infeccdo. Os resultados desta avaliagdo mostraram que, de maneira geral, o
tratamento especifico foi eficaz em alterar os niveis de miocardite no caso de sucesso
terapéutico. Estes resultados corroboram com a hipdtese de que a carga parasitaria esta
ligada a intensidade da miocardite em individuos infectados pelo T. cruzi. Assim, 0 sucesso
ou o fracasso terapéutico do tratamento com benznidazol, determinou a intensidade da
miocardite dos cdes infectados por ambas as cepas do T. cruzi. De acordo com a
caracterizacdo da cepa VL-10 como resistente ao tratamento com benznidazol (FILARDI
& BRENER, 1987, CALDAS et al, 2008), ndo foi detectada cura parasitologica em
nenhum dos animais infectados por esta cepa. Desta maneira, o tratamento ndo foi eficaz
em prevenir ou reduzir a miocardite nestes cées, sendo o nimero de ndcleos celulares
detectados no tecido cardiaco dos animais tratados semelhante ao dos animais infectados
pela mesma cepa e ndo submetidos ao tratamento. Por sua vez, todos os animais infectados
pela cepa Berenice-78, sensivel ao benznidazol (CALDAS et al, 2008), foram curados. A
eficiéncia da terapia, neste caso, determinou a prevencdo da miocardite, pois em todos 0s
animais tratados o nimero de nucleos inflamatérios presentes no tecido cardiaco foi similar

ao observado nos animais ndo infectados.

O tratamento com benznidazol também influenciou, de maneira dependente a
eficacia terapéutica, a expressdo do fator de transcricdo T-bet na fase aguda da doenca
(Figura 3). O fator de transcricdo T-bet esta expresso somente em células do perfil Thl

sendo este fator crucial para a diferenciacé@o de células para este perfil (SZABO et al, 2000;
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SZABO et al, 2002). Ja na fase inicial da infeccdo, células fagocitarias entram em contato
com o parasito e produzem citocinas como TNF-a e IL-12 (ALIBERTI et al, 1996),
sendo estas citocinas capazes de estimular a producdo de IFN-y por células NK. Desta
maneira como o tratamento com o benznidazol ndo foi capaz de curar parasitologicamente
os animais infectados pela cepa VL-10, o contato entre o T. cruzi e células apresentadoras
de antigenos do hospedeiro continuaram acontecendo e consequentemente a producdo de
IFN-y. O IFN-y, citocina caracteristica do perfil Thl, além de estimular macrofagos a
produzir 6xido nitrico (REED et al, 1999), um dos principais responsaveis por danos no
tecido muscular cardiaco de individuos chagéasicos, também é capaz de induzir a expressdo
de T-bet (AFKARIAN et al, 2002; LIGHVANI et al, 2001) e consequentemente a
polarizacdo do perfil Thl. Neste caso, a presenca de miocardite apenas nos animais nao

curados corrobora a elevada expressdo de T-bet nestes animais.

De forma interessante, durante a fase crénica da infeccdo dos animais inoculados
com a cepa VL-10 (tratados e ndo curados) foi observada reducdo significativa da
miocardite em relacdo a fase aguda, sendo também observada uma reducéo de cerca de 3
vezes na expressdo de T-bet. E ao contrario da menor expressdo de T-bet na fase cronica
em relacdo a fase aguda, os animais ndo curados apresentaram aumento da producdo de
GATA-3 na fase crbnica da doenca. Este aumento pode estar relacionado a diminuicdo de
T-bet, uma vez que Zhu et al, (2012) demonstraram que a diminuicao de T-bet resulta na
diferenciacdo de células para o perfil Th2. Ja os animais infectados pela cepa Berenice-78
ndo apresentaram aumento na expressao de T-bet e GATA-3 na fase crénica, assim como
na fase aguda, e desta maneira ndo foi observada miocardite nestes cdes, os quais
apresentaram numero de nucleos celulares semelhante ao observado para 0s animais nédo
infectados. Os fatores de transcricdo ROR-yT e FOXP3 associados aos perfis celulares

Th17 e Treg respectivamente, apesar de estarem expressos apenas na fase cronica, parecem
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ndo sofrer influéncia do tratamento especifico. Curiosamente, a expressdao de mRNA para
ROR-yT e FOXP3 foi similar entre os animais infectados e aqueles tratados, independente

do resultado do tratamento.

Cada fator de transcricao esta associado a um perfil celular de linfdcitos T e cada
linfécito que apresenta um destes perfis produz diferentes citocinas e quimiocinas (ZHU et
al, 2008; ZHU et al, 2012). A avaliacdo da expressdo de mMRNA para as citocinas IFN-y,
TNF-o e IL-10 no nosso trabalho, demonstrou que estas citocinas estdo relacionadas a
intensidade da miocardite. Outros trabalhos demonstraram que cdes infectados por
diferentes cepas do T. cruzi apresentam aumento da expressdo de mRNA para IFN-y e IL-
10 além de identificado aumento de TNF-a no soro destes animais (GUEDES et al, 2009;
SOUZA et al, 2014). Em nosso trabalho as citocinas IFN-y ¢ TNF-o estavam aumentadas
em relacdo aos animais ndo infectados, nos grupo infectado e infectado e ndo curado, em
ambas as fases da doenca. Este fato sugere que o tratamento com benznidazol modula a
producdo das citocinas IFN-y e TNF-a nos animais considerados curados, sendo a inibi¢ao
na producdo de citocinas ja demonstrada em experimento in vitro (REVELLI et al, 1999).
A expressdo de IL-10 permaneceu baixa em ambas as fases da doenga nos animais
infectados pela cepa Berenice-78 (curados), porém nos animais infectados pela cepa VL-10
(ndo curados), exclusivamente na fase cronica, houve aumento na expresséo desta citocina
em relacdo a expressdo de mRNA observada no grupo ndo infectado. Este fato corrobora
com os resultados de expressdo de mRNA dos fatores de transcricdo T-bet e GATA-3.
Vérios autores demonstraram que ao contrdrio do que era imaginado anteriormente
(MOSMANN et al, 1986), a citocina IL-10 ndo é produzida exclusivamente por células do
perfil Th2 (ANDERSON et al, 2007; MCGEACHY et al, 2007), porém, este perfil
continua sendo altamente associado a producgédo de IL-10. Assim 0 aumento de expressdo

de mRNA para GATA-3 nos animais ndo curados, durante a fase crénica da doenca, pode
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estar relacionado com o aumento de IL-10 no mesmo periodo, uma vez que este fator de
transcricdo é importante na polarizacdo do perfil Th2. O fator de transcricdo T-bet
apresentou altos indices de expressdo de mRNA nos animais ndo curados e em ambas as
fases da doenca. De maneira semelhante, a expressao de mRNA para IFN-y em ambas as
fases da infecgdo, assim como T-bet, teve indices de expressao maiores que 0s observados

no grupo controle, sugerindo uma relacdo positiva entre a expressdo de T-bet e IFN-y.

Tao importante quanto a polarizacédo da resposta celular para os diferentes perfis e a
producéo de citocinas como TNF, IFN-y e IL-10, a migragdo de células leucocitarias para
sitios inflamatorios e sitios da resposta imune tem papel fundamental no estabelecimento
da resposta imune. As quimiocinas e Seus respectivos receptores associados sdo 0s
responsaveis por esta migracdo para sitios especificos (EBERT et al, 2005; GERARD et
al, 2001; MOSER et al, 2001; DEVAUX et al, 1997). As quimiocinas pertencem uma
familia de pequenas glicoproteinas (8 a 15 kd) subdivididas em 4 subfamilias (CXC, CC,
C e CX30C), sendo classificadas de acordo com a posi¢cdo de seu residuo de cisteina em
relacdo a sua sequéncia aminoterminal (ROLLINS, 1997). As quimiocinas controlam o
trafego leucocitario através de interacdo com seus respectivos receptores nas células alvo.
Estes receptores sdo compostos por sete dominios transmembrana, acoplados a proteina G
e frequentemente um mesmo receptor é capaz de interagir com quimiocinas diferentes
(MURPHY et al, 2000). A interacdo quimiocinas/receptor é capaz de desencadear o
aumento de calcio intracelular e consequentemente a migracéo das células alvos para sitios

especificos.

Varios autores ja demonstraram que diversos tipos de doengas inflamatorias estéo
relacionados a presenca de quimiocinas e receptores cognatos relacionados ao perfil Thl.

Quimiocinas da subfamilia CC como CCL5 foram associadas a gravidade da doenca em
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pacientes com falha cardiaca, sendo os niveis de quimiocinas maiores nos pacientes com
quadros mais graves segundo a classe funcional New York Heart Association e de maneira
independente da causa deste quadro (AUKRUST et al, 1998). Outro estudo realizado em
humanos demonstrou que a expressdo de mRNA para a citocina CCL5 e dos receptores
CCR5 e CXCR3 estavam aumentados nos pacientes com cardiopatia chagasica cronica e
este aumento estava relacionado a presenca de miocardite nestes pacientes (NOGUEIRA et
al, 2012). Estudos utilizando o modelo canino também corroboram a participacdo de
quimiocinas e receptores na manifestacdo da forma cardiaca da doenca. Guedes et al,
(2010) demonstraram que em cées infectados por diferentes cepas do T. cruzi, a expressao
de mRNA da quimiocina CCL5 e o receptor CXCR3 estavam aumentados nos animais
diagnosticados com a forma cardiaca da doenca de Chagas. Souza e colaboradores (2014)
também observaram exacerbacdo na expressdo de mRNA para CCL5 e CCR5 em caes

infectados pela cepa Berenice-78.

Neste trabalho foi possivel observar que na fase aguda da doenca, especificamente
nos cdes ndo curados, a expressdao de mRNA para a quimiocina CCL5 e dos receptores
CCR5 e CXCR3, todos relacionados a células do perfil Thl, foi semelhante a observada no
grupo infectado ndo tratado. Este perfil de expressdo de mRNA para quimiocinas condiz
com a expressdao de mRNA para citocinas inflamatorias observadas neste mesmo grupo,
pois estudos demonstraram relacdo positiva entre producdo de citocinas de perfil Thl e
quimocinas e receptores deste mesmo perfil (TALVANI et al, 2000). Além disso, o perfil
Th1 esta relacionado a intensidade da cardiopatia humana e experimental (ABEL et al
2001; GOMES et al 2003; GUEDES et al 2009), corroborando os resultados que
demonstraram intensa miocardite no grupo de cdes ndo curados, ou seja, aqueles que
apresentavam expressdo de varias citocinas e quimiocinas caracteristicas do perfil Thl.

Além da expressdo de mRNA para as quimiocinas do perfil Thl, os cdes infectados pela
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cepa VL-10 (ndo curados) também apresentaram expressdo de CCR4, receptor encontrado
em células dos perfis Th2, Thl7 e Treg (BROMLEY et al, 2008). Apesar do receptor
CCRA4 ter sido expresso em indices elevados e estar associado a células responsaveis pela
regulacdo da resposta inflamatoria, nenhuma quimiocina cognata a este receptor (dentre as
quimiocinas avaliadas neste trabalho) apresentou expressao de mRNA, o que pode explicar
a ineficiéncia em prevenir a miocardite nestes animais. Além disso, somente a expresséo
deste receptor pode ter sido insuficiente para manter o balanco entre as respostas Thl e
Th2. Os animais infectados pela cepa Berenice-78 e posteriormente curados, néo
apresentaram indices elevados de nenhuma das quimiocinas e receptores avaliados, com
excecdo de CCL24. Apesar de ndo observarmos expressdo de mRNA para nenhum
receptor cognato a CCL24 é sabido que varias quimiocinas sdo capazes de se ligar a
diferentes tipos de ligantes (KOELINK et al, 2012). Desta maneira juntamente com o fato
de os animais curados expressarem baixos niveis de mRNA para moléculas do perfil Thl a
expressao de CCL24 parece ter conferido aos animais curados um efeito protetor em

relacdo a miocardite.

Na fase cronica da infeccdo foi detectada a expressdo de um maior nimero de
quimiocinas e receptores em relacdo a fase aguda. Os animais ndo curados, assim como na
fase aguda, apresentaram expressdo de mMRNA para CCL5 e CCR5 semelhantes ao grupo
controle. Porém a expressao de CXCR3 foi semelhante entre todos 0s grupos
experimentais. Outro receptor de quimiocinas associado a resposta Thl e Th2, CCR3,
apresentou alto indice de expressdo na fase crénica dos animais ndo curados, o que sugere
sua importancia nesta fase da doenca de Chagas. Apesar da expressdo de CCL5 e CCR5
permanece na fase crénica da doenca houve uma reducdo na expressdo de mRNA para
estas citocinas durante este periodo, podendo desta maneira ter influenciado na diminuigéo

da miocardite observada na fase cronica em relacéo a fase aguda da doenca. Alem disso, a
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expressao da quimiocina CCL17 e seu receptor cognato CCR4 (Th2, Th17 e Treg), além
do receptor CCR6 (Treg, Th17), também parecem ter contribuido para a diminui¢do na
intensidade da miocardite nos cées infectados pela cepa VL-10 (ndo curados), durante a
fase cronica. O aumento na expressdo de mMRNA para CCR4 e CCL17 e a expressao de
CCR®6, durante a fase cronica, justamente o periodo quando a miocardite diminuiu,
corrobora com trabalhos que relacionam o aumento deste receptores e quimiocina na forma
indeterminada, em relacdo a forma cardiaca da doenca de Chagas experimental (Guedes et

al, 2010).

Em relacdo aos animais infectados pela cepa Berenice-78, tratados com
benznidazol e curados, a expressao de mRNA relativo as quimiocinas e receptores
descritos anteriormente foi menor ou semelhante ao indice de normalidade. Comparando
estes resultados com a expressao das mesmas citocinas nos animais infectados pela mesma
cepa (Berenice-78), porém ndo tratados, é possivel observar que houve reducdo na
expressao de todas estas moléculas. Estes dados sugerem que o tratamento com
benznidazol é capaz de modular a expressdo de quimiocinas e receptores, assim como a
expressao de mRNA de fatores de transcricdo e citocinas quando o tratamento conduz a

cura parasitologica dos animais.
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6- Conclusoes

De forma geral, 0s nossos resultados permitem concluir:

- Aintensa inflamacdo no tecido muscular cardiaco observada durante a fase aguda de
caes infectados pelas cepas Berenice-78 e VL-10 do é associada a resposta tipo Thl
predominante.

- A evolucdo para a fase cronica da infeccdo de cées infectados pelas cepas Berenice-78 e
VL-10 do T. cruzi foi associada a uma reducdo significativa da inflamacao, que pode ser
relacionado com a alteracdo no perfil de resposta imune, sendo detectados mRNA para
fatores de transcri¢do, quimiocinas e seus receptores relacionados as respostas Thl, Th2 e
Th17.

- O tratamento especifico induz, no caso de cura parasitologica, reducdo da inflamacao
associada com a auséncia de deteccdo de fatores relacionados a resposta Thl, mostrando
que estas avaliacbes podem ser importantes para o controle de cura da infeccdo pelo T.
cruzi.

-O tratamento especifico, no caso de falha terapéutica, ndo alterou a intensidade da
miocardite, e tampouco o perfil da resposta imune nos animais infectados pela cepa VL-10

do T. cruzi.
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