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Resumo

A resposta inflamatéria sistémica desencadeada por alguns agentes infecciosos exercem
efeitos pro-aterogénicos via producdo e acdo de mediadores inflamatorios sobre a parede
vascular. Nesse contexto, a infeccdo desencadeada pelo protozoario Trypanosoma cruzi
apresenta um carater inflamatério responsavel pelo desenvolvimento de inimeras
manifestacdes cardiovasculares enquanto a aterosclerose, doenca crdnico-degenerativa,
também € capaz de ocasionar obstrucdo de artérias pelo acumulo de lipideos em suas
paredes através de um evento inflamatorio local. A saber, a apolipoproteina E (apoE) é a
principal glicoproteina responsavel pelo transporte e metabolismo de colesterol e
triglicerideos, sendo uma constituinte das lipoproteinas VLDL, HDL e quilomicrons. Neste
estudo avaliamos a interferéncia da apoE no desenvolvimento das lesbes cardiovasculares
em camundongos C57BL/6 (n=28) e apoE knockout/ " (n=28) com 10 semanas, infectados
pelas cepas Berenice 78 (Be 78) e Colombiana do T. cruzi. Avaliou-se diariamente a
parasitemia e semanalmente o peso dos animais. Antes e apos 30 dias de infeccao, coletou-
se sangue para dosagens bioquimicas (colesterol total, colesterol HDL e triglicérideos) e
imunologicas (CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES). Apdls a eutanasia, o figado e as fezes
foram utilizados para extracdo e quantificacdo dos lipideos totais e o arco adrtico,
juntamente com o tecido muscular cardiaco, para avaliagdes morfométricas. Observou-se
um menor periodo pré-patente nos animais selvagens (dia 9) em relagdo aos apoE™ (dia
12), sendo que nestes ultimos a parasitemia foi menor para ambas as cepas estudadas. Nao
houve diferenca no peso dos animais entre 0s grupos, mas o colesterol total e os
triglicerideos plasméticos mostraram-se elevados no grupo apoE™". Em relagdo & genética
do parasito, a cepa Be 78 nos animais apoE™ mostrou-se associada ao aumento dos lipideos
fecais, enquanto a cepa Colombiana neste mesmo grupo apresentou-se associada a niveis
elevados de triglicérideos plasmaticos. Na analise plasmatica de quimiocinas, verificou-se
elevada producédo de CCL2 e CCL5 em todos os animais infectados, porém apenas com a
cepa Be 78, avaliada em animais apoE™, houve uma reducéo dos niveis séricos de CCLS5.
Observou-se aumento de células inflamat6rias no tecido cardiaco, bem como de parasitos
teciduais, no grupo infectado com a cepa Colombiana. Em relacdo a aterogénese, 0 grupo
apoE™ infectado por esta cepa, apresentou maiores areas de lesdo e alteracdes no contetido
de colageno. Estes dados sugerem que a infeccdo experimental pelo T. cruzi interfere no
desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas em camundongos apoE™, assim como na
producdo de mediadores inflamatérios plasmaticos e de alguns tipos lipidicos. A analise e
compreensdo da interferéncia da apoE na patogénese cardiaca da doenca de Chagas
associado a variabilidade genética do parasito constituirdo importantes elementos para
estudos futuros envolvendo a resposta inflamatdria cardiovascular.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi, aterosclerose, apolipoproteina E.



Abstract

Inflammatory effects induced by photogenic organisms may exert pro-atherogenic effects
thought inflammatory mediators in the vascular walls. In this context, the protozoan
Trypanosoma cruzi is responsible for the development of inflammatory cardiovascular
events while atherosclerosis, a chronic degenerative disease, leads to clogged arteries, by
the accumulation of lipids in their walls, also induced by inflammatory events.
Apolipoprotein E (apoE) is a major glycoprotein responsible for the transport and
metabolism of cholesterol and triglycerides, being a constituent of VLDL, HDL, and
chylomicrons. This study evaluated the interference of apoE in the development of
cardiovascular lesions in C57BL/6 (n = 28) and C57BL/6 Apo E-knockout/”™ (n = 28) at 10
weeks, infected with the Berenice-78 strains (Be 78) and Colombian of T. cruzi. Daily
parasitemia and weekly weight of animals were performed and, before and after 30 days of
infection, blood was collected by biochemical (total cholesterol, HDL cholesterol and
triglycerides) and immune (CCL2/MCP-1 and CCL5/RANTES) assays. After euthanasia,
liver and feces were used for extraction and quantification of total lipids and aortic arch and
cardiac muscles collected to morphometric analysis. There was a lower pre-patent period in
the wild group (9 days) compared to the apoE”"(12 days). There was no difference in
weight between the groups of animals and total cholesterol and triglycerides were elevated
in the group apoE™. Regarding the genetics of parasite strain Be-78 animals in apoE”, it
was associated with increased fecal lipids, while the Colombian strain in this same group
showed elevated levels of plasma triglycerides. In the analysis of plasma chemokines, there
was high production of CCL2 and CCLS5 in all infected animals, but only with the Be 78
strain, evaluated in apoE™ animals, it was detected a reduction in plasma levels of CCLS5.
The inflammatory infiltration and parasites in the infected cardiac tissues was observed
mainly in the group infected with Colombian strain. In relation to atherogenesis, apoE™
group infected with Colombian strain had larger lesions and changes in the collagen
content. These data suggest that the experimental infection with T. cruzi interferes with the
development of atherosclerotic lesions in apoE”™ mice as well as in plasma production of
inflammatory mediators and some types of lipid. The analysis and understanding of the
interference of apoE in the pathogenesis of Chagas heart disease, as well as possible links
with the genetic variability of the parasite, constitute important elements for future studies
involving cardiovascular inflammatory response.

Key words: Trypanosoma cruzi, atherosclerosis, apolipoprotein E.
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Introducao

1.0. Introducéo

1.1. O Trypanosoma cruzi: aspectos biol6gicos e infeccéo

O Trypanosoma cruzi é um protozodrio intracelular flagelado da ordem
Kinetoplastidae, sendo assim classificado por apresentar em sua estrutura interna uma
organela conhecida por cinetoplasto rica em DNA. Este parasito estd entre 0s mais bem
sucedidos protozoarios patogénicos em termos de sua diversidade populacional, viruléncia
e capacidade de infectar vérios tipos celulares (Ramirez et al, 1998).

Seu desenvolvimento pode ser observado no triatomineo e em células do hospedeiro
vertebrado infectado. O processo de adeséo e invasdo da célula hospedeira envolve a
participacdo de diversas moléculas de superficie do parasito ancoradas na membrana por
moléculas de GPI - glicosilfosfatidilinositol (Previato et al, 1985; Yoshida et al, 1989).

A populacdo do T. cruzi é muito heterogénea, o que pode ser observado pela
diversidade de caracteristicas encontradas entre diferentes cepas deste parasito (Brener e
Chiari, 1963; Brener, 1965). O parasito se apresenta com a morfologia caracteristica de
amastigota, epimastigota, formas de transicdo e tripomastigota. Tripomastigotas
metaciclicas sdo as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado. A presenca de
tripomastigotas sanguineos com diferentes morfologias ja havia sido assinalado por Chagas
em 1909, que atribuiu ao fenbmeno o significado de dimorfismo sexual. Essas formas
podem ter influéncia no desenvolvimento da doenga, visto que foi demonstrado que formas
delgadas penetram mais rapidamente nas células do hospedeiro e sdo mais susceptiveis aos
mecanismos imunes, enquanto que as formas largas persistem por mais tempo no sangue
periférico, sendo portanto mais resistentes aos fatores imunoldgicos do hospedeiro (Brener,
1969).

Muitos estudos de caracterizacdo bioldgica demonstram que as cepas do T. cruzi
possuem diferentes comportamentos em animais de laboratério, como niveis de

parasitemia, histiotropismo e inducdo de variadas taxas de mortalidade (Taliaferro e Pizzi
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1955; Deane et al, 1963; Andrade e Magalhdes 1997). A combinacdo de varios fatores
como possivel selecdo de cepas e clones, fatores ambientais e imunoldgicos poderiam
explicar o comportamento biolégico do parasito (Andrade et al, 1970; Bice e Zeled6n 1970;
Magalhdes et al 1996).

O T. cruzi possui uma grande diversidade genética, sendo estudado por diversos
marcadores. Em 1999 especialistas chegaram a um consenso propondo a unificacdo das
vérias classificagfes existentes, dividindo as cepas de T. cruzi em dois grandes grupos, T.
cruzi | e T. cruzi Il, que coincidem com a dicotomia isoenzimatica proposta desde o final
dos anos setenta (Anonymous, 1999). A interacdo do parasita com o hospedeiro, 0S
processos de invasdo e o desenvolvimento intracelular sdo importantes na determinacgdo da
colonizacdo dos tecidos (Andrade et al, 2010). Em estudos com camundongos inoculados
com a cepa Berenice 78, isolada por xenodiagndstico de uma paciente, observou-se
polimorfismo com predominio de formas largas (Lana e Chiari, 1986), sendo atualmente
pertencente a DTU Ilb- “DiscreteTypingUnits” (Brisse, 2000; Zingales, 2009), com
tropismo para células cardiacas e esqueléticas (Tafuri e Brener, 1966). Semelhantemente, a
cepa Colombiana em camundongos (Federici et al, 1964), isolada por meio de hemocultura
de um caso humano na fase cronica da infeccdo na Colémbia, apresenta predominio de
formas largas ao longo da infeccdo, tropismo muscular cardiaco e esquelético; apresenta
também altos picos de parasitemia entre 20 e 30 dias de infeccdo, sendo atualmente
pertencente a DTU | (Brisse, 2000; Zingales, 2009).

A infeccdo pelo T. cruzi € naturalmente iniciada na camada dérmica ou mucosa
conjuntival por tripomastigostas metaciclicas depositadas junto as fezes ou urina de
triatomineos durante o seu repasto sanguineo. Nos hospedeiros vertebrados o curso da
infeccdo é extremamente varidvel, sendo influenciado pelas caracteristicas da populacédo de
parasitas, comportamento do hospedeiro e fatores ambientais (Brener, 1979). Entretanto, o
T. cruzi pode ser transmitido ao homem por mecanismo alternativo, normalmente,
transfusdo sanguinea, transmissdo congénita, infeccdo acidental de laboratorio, transplante

de 6rgdos e transmissao oral (Dias e Brener, 1984; Brener 1984; Brener, 1989; Dias, 1992;
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Dias et al, 2008 e 2009; Nobrega et al, 2009), talvez esta tltima a forma mais primitiva de
transmisséo, ocasionando assim a doenga de Chagas.

1.2. A doenca de Chagas: epidemiologia e caracterizagio

A doenga de Chagas (DC) constitui ainda um sério problema de satde na América
Latina, causando aproximadamente 10 mil mortes por ano. Estima-se que 10 milhdes de
pessoas estejam infectadas em todo o mundo (WHO, 2010). A distribuicdo geogréafica da
infeccdo chagésica, incluindo 0s seus reservatorios e seus vetores (triatomineos
hematdfagos — “barbeiros™), estende-se desde o sul dos Estados Unidos até o sul da
Argentina, onde cerca de 90 milhdes de pessoas encontram-se expostas a infecgdo (Coura e
Dias, 2009).

A incidéncia da DC tem reduzido devido as campanhas de salde publica para
erradicacdo do vetor e do melhor controle de qualidade das transfusdes de sangue e
derivados (Moncayo, 2003 e 2009). Atualmente a questdo prioritaria estd voltada para o
contingente de pessoas ja infectadas pelo T. cruzi (Medei et al, 2008).

A doenca de Chagas € dividida em duas fases, aguda e crénica, podendo ser
sintomatica ou ndo. A fase aguda é marcada pela presenca de tripomastigotas no sangue do
paciente e possui duragdo variavel tanto na infeccdo humana quanto na experimental (Prata,
1994). As manifestaces clinicas da fase aguda da doenca em humanos iniciam 6 a 10 dias
apos a inoculacdo, podendo permanecer por 6 a 8 semanas. Frequentemente, certas
manifestacdes de porta de entrada podem estar presentes na conjuntiva ocular e na pele. As
manifestacdes sistémicas podem incluir febre, edema, linfadenopatia, alteracdes
eletrocardiograficas e aumento da area cardiaca (Brener, 1987). Apés a fase aguda, a
maioria dos individuos infectados pelo T. cruzi é conduzida para uma fase latente da
doenca, também conhecida como forma crdnica indeterminada, permanecendo sem
manifestacdo clinica detectavel por décadas ou pela vida toda. Por outro lado, outros
individuos podem, imediatamente apés a fase aguda ou ap6s a forma cronica

indeterminada, desenvolver sintomas e sinais classicos (aproximadamente 35% dos
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individuos cronicos) como taquiarritmias, bradiarritmias, alteragdes no sistema nervoso
autonémico, alteracdes na motilidade esofagica e intestinal (quadro de megaesofago e
megacolon) e eventos progressivos cardiovasculares levando ao quadro conhecido como
cardiopatia chagasica crénica (Rocha et al, 2007). Essa cardiopatia apresenta um carater
inflamatorio progressivo, fibrosante e debilitante, afetando o arcabougo estrutural e a
funcionalidade do coracdo.

O quadro inflamatério nos diversos érgdos de acometimento apresenta relacdo
direta com a presenca de parasitos (ruptura dos ninhos de amastigotas) e com a
predominancia de células mononucleares proximas das células parasitadas rompidas
(Andrade et al, 2000). A resposta inflamatdria ap6s a infeccdo pelo parasito é essencial para
a resisténcia do hospedeiro (eliminacéo do parasito), mas também torna-se primordial para
a geracdo dos eventos patoldgicos nos diferentes 6rgdos de acometimento, caracteristica

observada durante o curso da doenga.

1.3. Resposta inflamatoria na infeccao pelo Trypanosoma cruzi

A principal resposta do hospedeiro em relacéo a infeccdo pelo T. cruzi é de natureza
inflamatdria. Em estudos utilizando modelos experimentais infectados por diferentes cepas
do T. cruzi, foi determinado o papel de inimeros mediadores inflamatérios potencialmente
capazes de promover protecdo contra o parasito, mas também desencadear uma resposta
inflamatdria condutora do processo de remodelamento cardiaco nesses animais (Guedes et
al, 2010; Paula Costa et al, 2010; Melo et al, 2011). Basicamente, a resposta inflamatoria
inicial a infeccéo pelo T. cruzi é coordenada por células do sistema mononuclear fagocitario
que respondem aos antigenos do parasito através de uma via dependente de receptores do
tipo Toll (TLR)-Myd88 (Campos et al, 2004). Essa ativacdo origina citocinas pro-
inflamatdrias como IL-12 e TNF-alfa que, por sua vez, facilitam a polarizacdo das células
TCD4" e CD8" em produtoras de IFN-gama (Campos et al, 2004; Talvani e Teixeira 2011).
O IFN-gama produzido tanto por células da resposta imune inata (ex. Natural killer cells)

quanto por células T, em concomitancia com o proprio TNF-alfa, induzem a producédo de
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oOxido nitrico por macrdfagos, através da via da L-arginina atuando assim, no controle e na
morte direta desses parasitos (Silva et al, 2003). Durante a fase inicial da doenga, a
participacdo direta das células TCD8", bem como do repertdrio de imunoglobulinas anti-
moléculas do T. cruzi e das citocinas de perfil Thl, Th2 e Th17, parecem ser cruciais para o
inicio do processo inflamatorio gerador da cardiopatia chagasica (Bilate et al, 2008). Por
outro lado, IL-4 e IL-10 apresentam aumento da expressdo no tecido cardiaco durante a
fase crbnica da infeccdo, sugerindo papéis reguladores para estas citocinas na imunidade
mediada por células. Mediante essa interacdo inicial entre parasito e hospedeiro, a resposta
inflamatoria no sitio inflamatério cardiaco podera gerar uma resposta moderada ou grave,

ocasionando em alguns casos faléncia funcional do 6rgdo ou mesmo morte do hospedeiro.

As quimiocinas apresentam um papel importante nesse processo inflamatorio sitio-
dependente por exercer fungdo de recrutamento leucocitario. Recentemente, foi
demonstrado que o T. cruzi é capaz de induzir a producéo de quimiocinas por macrofagos
via receptor Toll (TLR-2), tanto in vitro quanto in vivo (Coelho et al, 2002; Carrera-Silva et
al, 2008). De acordo com o perfil de quimiocinas produzidas durante a infeccdo havera a
formacdo de um infiltrado inflamatério no miocardio com fenotipos celulares especificos
(ex. macréfagos, células T CD8"), controlando dessa forma a replicagdo parasitaria, mas
lesando também o tecido do miocardio. Algumas quimiocinas ja foram bem caracterizadas
para a doenca de Chagas experimental, como MCP-1 (CCL2), RANTES (CCL5), MIP1-
alfa(CCL3); sendo parte dessas proteinas regulada pelo IFN-gama no sitio da resposta
inflamatdria (Talvani et al, 2000; Roffe et al, 2010). Quimiocinas tém a habilidade de
ativar macréfagos e cardiomidcitos a produzir 6xido nitrico para combater o T. cruzi.
Assim CCL5 e CCL3 quando bloqueadas prejudicariam temporariamente o controle da
replicacdo do T. cruzi (Roffé et al, 2010). CC-quimiocinas preferencialmente atraem
células mononucleares para locais de inflamacdo crdnica e estas predominam em lesdes de
pacientes com doenca de Chagas. Em diferentes modelos murinos de infeccdo aguda e
crénica pelo T. cruzi, aumento dos niveis do mRNA de quimiocinas (CCL2/MCP-1,
CCL5/RANTES) foi observado no tecido cardiaco associado a formacdo do infiltrado
inflamatério (Talvani et al, 2000; Paula Costa et al, 2010). Petray et al 2002, utilizando

16



Introducao

anticorpos neutralizantes mostraram que a quimiocina CCL3/MIP1-alfa est4 envolvida no
recrutamento de macréfagos durante a infeccdo aguda. Contudo, sdo necessarios mais
estudos para se compreender o papel das quimiocinas na migragdo diferencial das
populacbes celulares na infeccdo pelo T. cruzi. Multiplos fatores contribuem para 0s
eventos cardiovasculares na doenca de Chagas, mas a resposta imune do hospedeiro e o
padrdo genético do parasito parecem contribuir para a definicdo do prognostico clinico
tanto em humanos, quanto em modelo experimental (Henriksson et al, 1993;Talvani et al,
2000; Rocha et al, 2007).

Estudos em camundongos caracterizando o infiltrado celular e a associacdo da
producdo de citocinas no coracdo na infeccdo experimental pelo T. cruzi, demonstraram
mudancas endoteliais adrticas como elevada expressdo de ICAM-1, IL-6 e TNF-alfa, com
uma associada inflamacdo na adventicia consistindo principalmente de células CD4+ e
CD8+ e macrdfagos (Sunnemark et al, 1996). Esta infeccdo provoca alteracbes na
circulagdo micro e macrovascular e severa cardiopatia e embora alguns estudos em
humanos demonstrem a incidéncia de aterosclerose em pacientes chagasicos, nenhuma
ligacdo ainda foi provada (De Morais et al, 1989; Bestetti et al, 1992; Reis et al, 1995;
Carvalho, 2011).

Efeitos pré-aterogénicos induzidos pela infeccdo experimental pelo T. cruzi, podem
estar relacionados com a inflamacao sistémica e efeitos diretos sobre a parede vascular
(Sunnemark et al, 2000). De acordo com uma importante hipétese, lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas sdo fatores importantes no desenvolvimento da doenca aterosclerotica
(Steinberget al, 1989). O papel da inflamacéo tem despertado bastante atencdo no contexto
da doenca aterosclerotica, desde que esta é uma inflamacdo da parede vascular, na qual
macrofagos /mondcitos e células T sdo abundantes (Ross, 1993). A localizacdo de ambos,
linfocitos e macrofagos, no ateroma humano sugere que a resposta imune possa contribuir
para a patogénese das lesGes ateroscleréticas (Lichtman, 1996; Hansson, 1997; Libby,
2000). Uma detalhada caracterizacdo do ateroma humano tém determinado que estas

células se localizam em lesGes recentes durante a patogénese, sendo tardiamente associadas
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com lesdes instaveis (Libby, 2000). Entretanto a aterosclerose é considerada uma doenca
inflamatoria crénica e infecgbes sistémicas tém um importante papel na inicializacdo e

perpetuacdo da patologia nas lesdes ateroscleréticas (Portugal et al, 2004).

1.4. A aterosclerose: aspectos gerais e caracterizacao

A aterosclerose € uma doenca cronico-degenerativa que se caracteriza pela gradual
diminuicdo da luz vascular, seguida por uma obstrucdo das artérias devido ao acimulo de
lipideos em suas paredes, o que reduz ou impede o fluxo sanguineo (Lefcovitz, 2001)

ocasionado hipdxia ou isquemia ao 6rgao.

Lipideos sdo utilizados “in vivo” para diversos propdsitos como fontes de energia e
moléculas biologicamente ativas, além de serem importantes constituintes das membranas e
outras estruturas celulares (Stryer, 1995). As espécies moleculares de lipideos presentes no
plasma, essenciais do ponto de vista fisiologico e clinico, sdo os &cidos graxos, 0S

triglicerideos, os fosfolipideos e o colesterol (Weiss, 1993; Montgomery, 1996).

Os é&cidos graxos podem ser saturados, mono ou poliinsaturados, os triglicerideos
sdo as formas de armazenamento energético mais importantes no organismo, 0S
fosfolipideos tém, entre outras fungdes, formar a bicamada lipidica que é a estrutura basica
das membranas celulares e o colesterol é precursor dos hormdnios esterdides, dos acidos
biliares e da vitamina D, além de ter importantes fungfes nas membranas celulares,
influenciando a sua fluidez e o estado de ativacdo de enzimas ligadas a membranas. As
lipoproteinas plasmaticas sdo moléculas formadas de lipideos (principalmente
fosfolipideos, colesterol livre, ésteres de colesterol e triglicerideos) e proteinas especificas
denominadas de apolipoproteinas. Estas particulas estdo em constante estado de sintese,
degradacdo e remocdo no plasma, tendo uma grande importancia biolégica, ndo somente no
transporte de lipideos, mas também no envolvimento em processos diversos como reagoes

imunes, coagulacdo sanguinea e reparo de tecidos (Ross, 1995). A apolipoproteina E

18



Introducao

(apoE) é a principal glicoproteina responsavel pelo transporte de lipideos no organismo,
sendo uma constituinte das lipoproteinas VLDL, HDL e quilomicrons (Stryer, 1995).

O aumento das lipoproteinas (LDL, IDL, VLDL e quilomicrons remanescentes) no
plasma causa turbuléncias hemodinamicas ocasionando uma disfungdo endotelial com
aumento da permeabilidade da camada intima as lipoproteinas plasmaticas favorecendo a
retencdo destas no espaco subendotelial. Uma vez retidas, as particulas de LDL sofrem
oxidacdo causando a exposicao de diversos neo-epitopos imunogénicos.

Assim, devido a uma ativacdo endotelial ocorre um recrutamento de leucdcitos e,
conseqlentemente, a formagdo de um centro de desenvolvimento e progressdo de placas
ateroscleroticas resultando em complicacdes clinicas (Petrovan et al, 2007). A ingestdo
inadequada de nutrientes, com baixos niveis de colesterol HDL e altos de LDL dentre
outros fatores, sdo importantes fatores de risco para doengas cardiovasculares, onde a dieta

tem importante papel na determinacdo dos niveis lipidémicos (Cervato et al, 1997).

Os eventos da aterosclerose tem sido muito esclarecidos por estudos em modelos
animais, incluindo coelhos, porcos, primatas ndo-humanos e roedores. Camundongos
deficientes em apoE ou ainda a lipoproteina de baixa densidade (LDL) podem desenvolver
lesbes avancadas e sdo os modelos mais usados em estudos geneticos e fisiologicos
(Pelluzio et al, 2001; Daugherty et al, 2002; Resende et al, 2011; Ye et al, 2011; Rong et al,
2012) . A primeira mudanca identificada na parede da artéria € o acimulo de particulas de
lipoproteinas e seus agregados na intima das artérias, em locais de predilecdo da lesdo.
Neste processo, 0s mondcitos podem se aderir a superficie do endotélio e entdo migrar
através da monocamada endotelial para a intima, onde eles proliferam, se diferenciam em
macrofagos e fagocitam principalmente a LDL oxidada, formando células espumosas. A
morte dessas células pode levar a necrose e secrecdo de elementos fibrosos pelas células do
musculo liso, placas oclusivas fibrosas podem se desenvolver e aumentar de tamanho.
Inicialmente, as lesdes crescem em direcdo a adventicia até que um ponto critico é atingido,
depois disso comecam a se expandir e invadir o limen. As lesdes continuam a crescer pela

migracdo de novas células mononucleares do sangue, que é acompanhada por proliferacdo
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celular, producdo de matriz extracelular e do acUmulo de lipidios extracelulares. A
aterogénese pode ser vista como uma "resposta a lesdo"”, com lipoproteinas, células

inflamatorias e outros fatores de risco como agentes prejudiciais (Lusis, 2000).

A maioria dos fatores de risco classicos para aterosclerose tém sido relacionados a
mudangas nas concentracdes de diferentes biomarcadores de matriz extracelular e nos
critérios do escore de Framingham (tabela de avaliacdo de risco cardiovascular)
(Sundstrom et al (1 e 2), 2004). Apesar dos mecanismos causadores por esse processo nao
estarem claros, os fatores de risco poderiam modular a estrutura vascular e a estabilidade de
placas, que por sua vez influenciariam as concentracbes de MMP (matriz metaloproteinase)
e TIMP (inibidores de metaloproteinases), ou através de modificacfes na producdo de
colageno (Rodriguez et al, 2007). Defeitos na sintese e na separagdo da matriz extracelular
sdo processos chave no desenvolvimento da aterosclerose e complicagBes trombdticas.
Correlagdes tém sido observadas entre niveis circulantes de biomarcadores de matriz
extracelular, manifesta¢fes clinicas e fatores de risco para aterosclerose (Rodriguez et al,
2007).

1.5 A aterosclerose na doenca de Chagas

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte no mundo ocidental,
sendo que no Brasil ocasionam 27,22% dos 0Obitos registrados na populacdo. Dos pacientes
chagasicos, estudos mostram que aproximadamente 56% da populagdo possuem algum

nivel de lesdo aterosclerdtica, levando ao 6bito 30 a 40% dos pacientes (Marin-Neto, 2007).

A maioria das doencas cardiovasculares é resultante de complicacbes da
aterosclerose, embora parte da populacdo acabe ndo desenvolvendo a doenca. Nos
sintomaticos ela pode ter sido iniciada nos primeiros anos de vida, desenvolvendo-se
lentamente e podendo culminar, posteriormente, em graves complicacdes clinicas, como
ulceracdes e rupturas, que podem evoluir para oclusbes agudas tromboticas, contribuindo
com alta morbidade e mortalidade. Embora o processo aterosclerotico seja caracteristico da

camada intima das grandes e médias artérias, inUmeras alteracbes ocorrem também na
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microcirculagdo, primariamente decorrentes de alterages na fungéo endotelial (Witzum e
Steinberg, 1991; Shimokawa, 1999).

Além dos fatores ja estabelecidos para a aterosclerose, como hiperlipidemia,
tabagismo, hipertensdo, o estilo de vida e a genética do individuo (Strocker et al, 2004),
ttm se demonstrado a importancia de agravantes como infecgbes paralelas com
acometimento vascular (Portugal et al, 2004). Os eventos inflamatorios e as infeccGes
causadas por virus, bactérias e/ou protozoarios aparecem também como importantes fatores
de risco para doenca aterosclerdtica (Sunemark et al, 2000; Portugal et al, 2004 e 2006).
Um exemplo de doenca inflamatéria causada por protozoario é a doenga de Chagas, que
afeta principalmente o sistema cardiovascular (Marin-Neto et al, 2007).

No entanto, é notavel que nas ultimas décadas o intenso processo de urbanizagédo
progressivo mudou habitos e costumes da populacdo brasileira. Além dos riscos
ocasionadas pela infeccdo pelo T. cruzi ao organismo do hospedeiro, ocorreram ainda
profundas modificacGes de estilo de vida que levou a exposi¢do dos pacientes chagasicos
aos mesmos fatores de risco para a aterosclerose que esta sujeita o restante da populacéo.
Portanto, é plausivel supor que a doencga coronaria aterosclerdtica tenha tornado frequente
em pacientes com doenca de Chagas (Marin-Neto et al, 1995). Um estudo com 136
pacientes chagasicos que foram submetidos a cateterismo cardiaco por causa de uma
cardiopatia associada, encontrou obstrucées coronarias hemodinamicamente significativas
em 51 destes (37%), o que reforca o conceito de que grande parte da populacdo chagasica

frequentemente é afetada pela aterosclerose (Garzon, 1985).

A regido apical do ventriculo esquerdo é uma regido critica no coracdo chagasico
onde aneurismas, trombos ou ambos ocorrem com freqiiéncia (Albanesi-Filho et al, 1991;
Viotti et al, 2004). Na cardiopatia chagasica crénica descrita em individuos ndo idosos, as
alteracbes macroscopicas variam de um coracdo aparentemente normal com dilatacdo da
auricula direita até aumento do peso, dilatacdo global do coragdo associada com hipertrofia,
fibrose endocéardica na ponta do ventriculo e musculos papilares, espessamento

endocardico, lesdo vorticilar com ou sem trombose intracardiaca, cardiomegalia extrema

21



Introducao

com peso acima de 1.000g e alteragdes na aorta, como dilatacdo supravalvar e formacéo de
aneurismas (Andrade Z e Andrade SG, 1955; Lopes, 1981).

Lesdo vorticilar e trombose intracardiaca no ventriculo esquerdo associada a leséo
vorticilar foram encontradas somente em idosos com cardiopatia chagasica cronica. Esse
fato esta de acordo com a literatura, que descreve a lesdo vorticilar como tipica da
cardiopatia chagésica, sendo considerada uma das alteracbes macroscopicas mais
importantes para o diagnéstico da cardiopatia, que, por sua vez, predispde a formacdo de
trombose intracardiaca (Menezes e Koberle, 1965).

Estudos mostraram que aproximadamente 56% de ataques subitos em chagésicos
sdo causados por cardioembolismo, portanto aneurisma apical, insuficiéncia cardiaca e
arritmia mostram ser importantes fatores de risco na génesis do ataque isquémico
relacionado com a DC (Landim et al, 2009). A presenca de fatores de risco para doenca
cardiovascular, principalmente no contexto da doenga aterosclerética, induz mudancgas nos
aspectos tanto funcionais quanto morfologicos do endotélio, facilmente levando a
inflamacéo, trombose e vasoconstricdo (Vita e Keaney, 2002; Carod-Artalet al, 2005). Um
endotélio disfuncional pode ser detectado por um desequilibrio entre fatores de dilatacéo e
constricdo, fatores pro-coagulantes e anticoagulantes, atividades estimulantes e inibitorias,
relacionadas com o desenvolvimento e proliferacdo celular (Landim et al, 2009; Rubanyi et
al, 1993).

Os paralelos entre a resposta inflamatoria descrita durante a infeccéo peloT. cruzi e
a resposta inflamatoria envolvida na patogénese da aterosclerose geraram questionamentos
sobre a interferéncia do parasito no desenvolvimento e progressdo das lesGes arteriais em
chagasicos. Assim, além de ampliar o entendimento de como a infeccdo pelo T. cruzi pode
interferir no perfil patoldgico da aterosclerose, este estudo permitird também compreender a
interferéncia da variabilidade genética do parasito junto a seu hospedeiro, elementos

essenciais para estudos futuros envolvendo a resposta inflamatéria cardiovascular.
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2.0. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a interferéncia de diferentes cepas do
Trypanosoma cruzi no desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas em camundongos

selvagens e knockout(”) para apolipoproteina E.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a interferéncia da apoE na infec¢do pelo T. cruzi (quantificacdo de parasitos
circulantes), mortalidade e a variacdo do peso dos animais;

e Verificar os niveis hepaticos de lipideos totais e de colesterol, apos a infeccdo pelo
T. cruzi em animais apoE™ e selvagens.

e Verificar os niveis de lipideos totais e de colesterol presentes no contetdo fecal dos
camundongos apoE™" e selvagens apés a infecgéo pelo T. cruzi;

e Determinar os niveis sanguineos de colesterol total, triglicerideos e colesterol HDL,
em camundongos apoE™ e selvagens por meio da dosagem enzimatica;

e Avaliar por ensaio imunoenzimatico as quimiocinas CCL2 e CCL5 em associa¢do
com a infeccéo pelo T. cruzi em camundongos apoE™ e selvagem;

e Avaliar, por histologia, os parametros inflamatérios cardiovasculares (quantificacéo
do infiltrado celular e ninhos de amastigota) e avaliacdo do arco adrtico (presenca

de ateromas e deposicao de colageno).
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3.0. Material e métodos

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados 56 camundongos machos e fémeas C57BL/6, com 10
semanas de idade, peso de aproximadamente 21g. Sendo, 28 animais apoE * e 28
selvagens. Estes animais foram alocados em gaiolas coletivas de polipropileno, em salas
climatizadas e sem distin¢do de alimentacdo (ragdo comercial para camundongo), sendo a
oferta de agua livre. Durante todo o periodo experimental os animais permaneceram em
condigdes controladas de luminosidade (12h claro-escuro) e temperatura (22,0+2 °C). Os

animais foram pesados semanalmente.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UFV, os quais foram
mantidos no biotério do Laboratério de Nutricdo Experimental tambem da UFV. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Vigosa, protocolo nimero 08/2011.

3.2. Infec¢do e parasitemia

Foram inoculados, intraperitonealmente com 100 formas tripomastigotas o0s
seguintes grupos experimentais: (i) 20 animais com a cepa Berenice 78 (10 apoE™ e 10
selvagens) e (ii) 20 animais com a cepa Colombiana (10 apoE™ e 10 selvagens). Foram
utilizados 16 animais como controle ndo infectado (8 apoE” e 8 selvagens). Apds
confirmacdo da infeccdo destes animais foi realizada a parasitemia diariamente atraves da
coleta de 5ul de sangue pela seccdo de veias superficiais da cauda (Brener, 1962) e
contagem direta dos parasitos circulantes em lamina/laminula e a mortalidade entre os

animais observada.
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3.3. Quantificagdo dos niveis de colesterol total, triglicerideos e HDL
plasmaticos

Foram dosados os niveis de colesterol total, triglicerideos (TG) e HDL dos animais
antes e 30 dias apds a infeccdo, no plasma, tecido hepético e fezes. As determinacGes de
colesterol total, TG e HDL foram realizadas baseando no método enzimético colorimétrico
utilizando os Kits enzimaticos colesterol total, TG e HDL (Liquiform, Labtest — Belo
Horizonte).

3.4.Quantificacdo dos niveis de lipideos totais hepaticos, colesterol total e
triglicerideos hepaticos

Os animais foram submetidos a eutanasia com 14 semanas de idade por inalacédo de
gas CO?. Durante a eutanésia o figado dos animais foi removido, lavado em solugéo salina
fisiologica, seco em papel de filtro e pesado. Foi entdo colocado em papel aluminio e

mantido a —80 °C até a realizacdo das dosagens.

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos de acordo com o método de Folch et al.
(1957). Em sintese, foram pesados 100 mg de figado em tubos de plastico previamente
identificados e posteriormente triturados com 1900 pL de solugdo contendo
cloroférmio:metanol (2:1) homogeneizando por 3 minutos a uma velocidade 10000 rpm.
Apos a adicdo de 400 pL de metanol, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3000
rpm e o sobrenadante transferido para novos tubos de vidro com peso conhecido.
Posteriormente foram acrescentados 800 uL de cloroférmio, 640 pL de solucdo de NaCl a
0,73% e as amostras foram novamente centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm, sendo

desprezada a fase superior. A parede interior de cada tubo foi lavada trés vezes com 600 pl
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de solucdo de Folch (solucdo de 3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de é&gua
destilada e 2% de NaCl a 0,29%) e os lipideos assim extraidos foram secos em estufa
overnight a 37° C. Ap6s verificar que os tubos estavam totalmente secos, eles foram
pesados e a quantidade de lipideos extraida foi dada pela diferenca dos tubos de vidro antes
e depois de secos. Posteriormente a pesagem dos tubos, os mesmos foram armazenados em
freezer — 80°C para a dosagem do colesterol hepatico. Para tal, as amostras foram
descongeladas e ressuspendidas em 500 pL de isopropanol e homogeneizadas até a
completa solubilizacdo dos lipideos. Os niveis de colesterol e derivados foram

determinados da mesma forma como descritos anteriormente para o plasma.

3.5.Quantificacédo dos niveis de lipideos totais e colesterol total fecal

Apos a eutanasia as fezes foram retiradas do ceco dos animais e foi armazenada em

freezer —80 °C até a realizago das dosagens.

A quantificacdo dos lipideos cecais foi realizada pelo método de Folch et al. (1957)
e 0s niveis de colesterol foram determinados da mesma forma como descritos

anteriormente.

3.6.Ensaio imunoenzimatico — ELISA

Os ensaios imunenzimaticos foram realizados utilizando-se plasma dos
camundongos infectados ou ndo pelo T. cruzi. Para o ensaio foram utilizados Kits para
deteccdo das quimiocinas CCL2 e CCL5 (R&D Systems Inc, Minneapolis, USA). Para a
sensibilizacdo das microplacas de 96 pocos foram adicionados 100ul/pogo dos anticorpos
monoclonais contra a proteina a ser dosada, diluidos em PBS contendo 0.1% de albumina

de soro bovino - BSA (SIGMA), sendo estas placas incubadas overnight a temperatura
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ambiente. Anticorpos ndo adsorvidos pelas placas foram descartados, por inversdo e
sucessivas lavagens em PBS-Tween e as placas blogueadas com 300ul/poco de uma
solucdo contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a 37°C. A seguir as placas foram
novamente lavadas. Ap6s o bloqueio foram adicionados 25ul das amostras de plasma e de
100ul dos padrdes respectivos para CCL2 e CCL5 (R&D Systems Inc, Minneapolis, USA).
Apb6s 2 horas de incubacdo realizou-se novamente o processo de lavagem e foram
adicionados 100ul dos anticorpos biotinilados de deteccdo, anti-CCL2 e anti- CCLS5,
usando diferentes diluicbes em PBS, pH 7,4 com 1% de albumina bovina e incubadas duas
horas a temperatura ambiente, seguindo-se a lavagem. Em seguida forma adicionados
100ul/poco de estreptoavidina HRP (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) em diluicao
de 1:200 em PBS com 1% de albumina bovina e posterior incubacdo a temperatura
ambiente durante 20 min. As placas foram novamente lavadas e adicionado 100ul da
solugdo substrato por poco (mistura diluida 1:1 de peréxido do hidrogénio e
tretrametilbenzidina), seguido de incubacdo por 20-30 min em temperatura ambiente. A

reacdo foi interrompida acrescentando-se 50ul de H,SO,4 1M por pogo. A densidade Optica

foi determinada utilizando leitor de microplacas com filtro de 450nm. A quantificacdo das

citocinas presentes nas amostras foi determinada utilizando a densidade Gptica obtida com a
curva padrdo de concentragcbes conhecidas das citocinas e analisadas pelo software
SOFTmax PRO 4.0.

3.7.Histologia

3.7.1. Anadlise histopatoldgica e morfométrica do coracao

Durante a eutandsia, o coracdo e a se¢do proximal da aorta dos animais foram
removidos, lavados em solucdo salina fisioldgica e secos em papel de filtro. Estes 6rgaos

foram preservados em formol tamponado 10%.
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Para contagem dos parasitos teciduais (ninhos de amastigota) e para a mensuragéao
da inflamacdo, o tecido cardiaco foi processado e avaliado através de histologia
convencional. Secgdes com 4um de espessura foram desparafinizados em dois banhos de
xilol, 30 minutos cada, hidratados em soluc6es alcodlicas de concentragdes decrescentes de
alcool (100%, 90%, 80% e 70%) 5 minutos em cada e lavados em &gua corrente por 5
minutos. Em seguida, os cortes foram corados pela Hematoxilina por 1 minuto e 30
segundos, lavados em &gua corrente por 30 minutos e corados pela Eosina durante 40
segundos. Posteriormente foram mergulhados rapidamente 3 vezes em alcool absoluto e 3
vezes em &gua. ApoOs o ultimo processo as laminas com os cortes, foram colocadas na
estufa a 56°C para secagem. Ao final, as laminas foram montadas com laminulas e

Etellan® e submetidos a analise em microscopia optica.

Posteriormente foi realizada a quantificacdo da inflamacéo na area cardiaca. Todos
0s nucleos celulares presentes no fragmento cardiaco foram quantificados em 20 imagens
(campos) aleatérios (area total percorrida igual a 1,49 x 10°um?). As imagens visualizadas
pela objetiva de 40X foram digitalizadas pela microcamera Leica DM 5000 B (Leica
Application Suite, versdo 2.4.0R1) e analisados por meio do programa analisador de

imagens Leica Qwin V3.

3.7.2. Area de ninhos de amastigota

O parasitismo cardiaco foi determinado pela quantificacdo da area dos ninhos de
amastigota. Assim, 0s ninhos presentes no fragmento cardiaco foram quantificados em 30
imagens (campos) aleatérias (area total percorrida igual a 1,49 x 10°um?). As imagens
visualizadas pela objetiva de 40X foram digitalizadas através da microcdmera Leica DM

5000 B (Leica Application Suite, versdo 2.4.0R1). As imagens assim capturadas foram
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visualizadas e gravadas para posterior utilizacdo com o programa de analise de imagem
“Imagel)” (ImageJ versdo 1.44), onde foram obtidas as mensurac6es, cujos valores foram

expressos em pm.

3.7.3 Analise histopatoldgica e morfométrica das lesdes adrticas

Os coracdes ja fixados foram cortados transversalmente sob visdo estereoscopica,
ao nivel da borda atrial inferior direita, de modo a separar a regido dos atrios e dos
ventriculos. O fragmento contendo a porcdo proximal do coracdo e a raiz da aorta foi
separado em trés partes denominadas de proximal, medial e distal, tomando-se como
referéncia a por¢do proximal do coracdo. Estas partes foram processadas para inclusdo em
parafina, de forma orientada no mesmo bloco para obtencéo de cortes histoldgicos de 5um

de espessura. As laminas foram enumeradas em serie e coradas em Hematoxilina e Eosina.

O tamanho da lesdo aterosclerotica foi avaliado em 30 cortes por animal;a cada
50um, 2 cortes sequenciais eram selecionados para a medida num total de 6 cortes por
lamina (contendo 2 cortes proximais, 2 mediais e 2 distais) segundo tecnica modificada de
Paigen et al 1987 e Portugal et al 2004. As areas foram medidas por meio da analise
morfometrica, pelo programa Image J. O calculo do tamanho da lesdo de cada animal foi
feito pela soma das areas dos 30 cortes e valor meédio por grupo foi utilizado para

comparacdes estatisticas.

O colageno extracelular presente nas lesdes aterosclerdticas foi visualizado
utilizando-se o corante Tricromico de Gomori, 0 qual apresenta coloracdo esverdeada, e
contra-corados com Hematoxilina. Foram analisados 3 cortes ndo consecutivos em
intervalo aleatério por animal (Gupta et al., 1997; Daugherty e Rateri, 1994) e os resultados

foram expressos como porcentagem de coladgeno/area de lesdo.
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3.8. Analise estatistica dos dados:

Os parametros avaliados foram representados pela média de seus valores e
respectivo erro médio padrdo. Utilizou-se o programa GraphPad Prism e os dados foram
analisados pelo teste OneWay ANOVA para multiplas comparagdes (Turkey test). As
diferencas foram consideradas significativas se o P foi igual ou menor que 0,05.
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4.0. Resultados
4.1. Mortalidade e parasitemia

As cepas Colombiana e Be 78 apresentaram diferencas significativas nos
parametros biolégicos quando inoculadas em camundongos C57BL6 selvagem e apoE -/-.
Foram observados perfis diferentes de curvas de parasitemia nos animais inoculados com
estas cepas do T. cruzi (Figura 1). Ao se avaliar a cepa Be 78 inoculada nos animais
selvagens e apoE -/-, estes apresentaram menores niveis de parasitemia em relacdo a cepa
Colombiana. No grupo apoE -/- infectado com a cepa Colombiana foi observada diferenca
significativa nos dias 19, 25 e 26 p6s infec¢do em relacdo aos demais grupos infectados. O
mesmo foi observado para o grupo selvagem inoculado por esta cepa. O periodo pre-
patente foi menor nos animais selvagens (9 dias), em relacdo aos animais infectados apoE -
/- (12 dias).
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—6— Col apoE -/- x|
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7004
600+
5004

4004

3004

2004
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Figura 1. Curva de parasitemia. A contagem de tripomastigotas circulantes foi realizada diariamente
através da avaliacdo sanguinea (veia caudal). Be 78 apoE'/': Knockout para apolipoproteina E infectado com
Berenice 78; Col apoE'/ " Knockout para apolipoproteina E infectado com Colombiana; Be 78: tipo selvagem

infectado com Berenice 78; Col: tipo selvagem infectado com Colombiana. Os dados acima foram
apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay ANOVA (Tukeytest), sendo significativo o
p<0.05
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As taxas de mortalidade foram determinadas para cada grupo de animais (Figura 2).
A sobrevivéncia foi de 100% nos grupos nao infectados selvagem e apoE -/-. Também nos
animais infectados pela cepa Be 78, tanto selvagens quanto apoE -/-, ndo houve
mortalidade. Detectou-se mortalidade apenas nos grupos infectados pela cepa Colombiana,
sendo que no grupo selvagem ocorreu no 9° dia de infeccéo e no grupo apoE -/- ocorreu no
25° dia.

y
@ 1 —o— CNI
g —O— CNI apoE -/-
(g 501 —=— Be 78
2 —- Be 78 apoE /-
S 257 —e— Caol
7 —O— Col apoE -/-
0 T T ' . . .
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia. A sobrevivéncia foi acompanha em todos os grupos durante 25 dias de
infeccdo. CNI: Controle ndo infectado; CNI apoE -/-: Controle néo infectado knockout para apolipoproteina
E; Be 78 apoE -/-: Knockout para apolipoproteina E infectado com Berenice 78; Col apoE -/-: Knockout para
apolipoproteina E infectado com Colombiana; Be 78: tipo selvagem infectado com Berenice 78; Col: tipo
selvagem infectado com Colombiana. Os dados acima foram apresentados como média+/- SEM e analisados
por OneWay ANOVA (Tukeytest), sendo significativo o p<0.05.
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4.2. Variacéo do peso corporal

Na tabela 1, encontra-se relatado a variacdo de peso dos animais. N&o observou-se
diferencas entre 0s grupos.

Tabela 1. Média de peso de animais da linhagem C57BL6 selvagem ou apoE -/~ ndo infectados,

infectados com as cepas Berenice 78 (Be 78) e Colombiana do Trypanosoma cruzi durante quatro

Seémanas.
Semanas (Média £ SEM)
18 22 32 42

CNI 24,5 + 0,89 234041 23,7 +0,72 23,2+0,40
Be78 24,2 +0,91 24,3+0,93 23,9+£0,96 23,6 +0,89
Col 23,3+ 0,95 24,1 + 0,40 24,9 + 0,46 21,7 £ 0,56
CNI apoE -/- 219+0,81 23,8+0,78 24,7 0,74 25,0+ 0,76
Be78 apoE -/- 21,1+0,87 21,8 +0,87 22,9+ 0,96 24,2 + 0,96
Col apoE -/- 20,8 £ 0,56 21,9 +£0,65 23,4+0,76 22,6 £0,91

Os dados abaixo foram apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay ANOVA (Turkey test),
sendo significativo o p<0.05.

CNI: Controle ndo infectado  Col: cepa Colombiana Be78: cepa Berenice 78

CNI apoE -/-: controle ndo infectado knockout para apolipoproteina E

Be78 apoE -/-: infectado com Berenice 78 knockout para apolipoproteina E

Col apoE -/-: infectado com Colombiana knockout para apolipoproteina E
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4.3. Relacao entre o peso do figado e o peso corporal

Na tabela 2, encontra-se descrita a média da relacdo entre o peso do figado e o peso
corporal dos animais na 42 semana de experimento. No grupo de animais infectados com
cepa Colombiana foram observados valores estatisticamente mais elevados desta relagéo,

sendo que nos demais grupos essa relacdo foi similar.

Tabela 2. Média da relacdo entre o peso do figado e o peso corporal dos animais da linhagem
C57BL6 selvagem ou apoE -/- ndo infectados, infectados com as cepas Berenice 78 (Be 78) e

Colombiana do Trypanosoma cruzi durante quatro semanas.

Valores (Média £ SEM) Valores (Média £ SEM)
Grupos Grupos
CNI® 0,048 + 0,001 CNI ApoE-/-° 0,053 + 0,001
Be78%" 0,058 + 0,002 ApoE-/- Be78? 0,044 + 0,006
Col® 0,062 0,003 ApoE-/- Col® 0,057 0,004

Os dados abaixo foram apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay ANOVA (Turkey test),
sendo significativo o p<0.05. Letras diferentes significam diferenca entre os grupos.CNI: Controle ndo
infectado; Col: cepa Colombiana; Be78: cepa Berenice 78; CNI apoE -/-: controle ndo infectado knockout
para apolipoproteina E; Be78 apoE -/-: infectado com Berenice 78 knockout para apolipoproteina E; Col apoE
-/-: infectado com Colombiana knockout para apolipoproteina E
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4.4. Dosagem de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos plasmaticos.

Avaliamos os niveis de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos plasmaticos
dos animais apoE -/- e selvagens, antes (tabela 3) e apo6s 27 dias de infec¢do pelo T. cruzi
(figura 3). Ao se avaliar os niveis de colesterol total, observamos que quando a apoE esta
ausente estes valores estavam mais elevados (Figura 3A), tanto antes quanto apés a
infeccdo. Ao contrario em relacdo aos niveis de colesterol HDL, na presenca da apoE,
observamos valores menores em comparacdo aos animais selvagens (Figura 3B), sendo
menores antes da infeccdo. J& quando comparamos os niveis de triglicerideos encontramos
diferenca significativa apenas no grupo apoE -/- infectado pela Colombiana, quando
comparados aos demais grupos (Figura 3C).

Tabela 3. Média dos niveis de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos dos animais da linhagem

C57BL6 selvagem ou apoE -/- antes da infec¢ao.

Resultados (Média + SEM)

Grupo
Parametros apoE -/- Selvagem
Colesterol total inicial 276,50 + 29,13 83,48 = 6,04
Colesterol HDL inicial 13,71 £ 0,26 28,39 £ 2,96
Triglicérideos iniciais 71,51 £ 4,26 76,16 £ 4,06

apoE -/-: animais knockout para apolipoproteina E
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Figura 3. Avaliacdo do colesterol total, triglicérideos e HDL plasmaticos. Colesterol total (A), HDL (B) e
triglicerideos (C) no soro dos animais Knockout para apoE e selvagem, na fase aguda da infeccdo pelo T.
cruzi. Os dados acima foram apresentados como média +/- SEM e analisados por OneWay ANOVA (Turkey
test), sendo significativo o p<0.05. Letras diferentes significam diferenca entre os grupos. CNI: controle ndo
infectado; Be 78: infectado com Berenice 78; Col: infectado com Colombiana; apoE -/-: camundongo
knockout para apolipoproteina E.

4.5. Dosagem de lipideos totais, colesterol total e triglicerideos hepaticos.

Ao se avaliar os lipideos hepéticos totais observou-se uma reducdo de sua
concentracdo nos animais apoE -/- infectados com ambas as cepas do T. cruzi quando
comparados com o animais apoE -/-"ndo infectados (Figura 4A). Por outro lado, quando se

avaliou o colesterol total hepatico nesses animais, observou-se que a presenca da cepa Be78
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no grupo apoE -/- foi capaz de reduzir sua concentracdo plasmatica (Figura 4B), sendo que
0 grupo de apoE -/- infectados com a cepa Colombiana do T.cruzi permaneceu com Sseus
niveis similares aos animais apoE -/- ndo infectados. Finalmente, a presenca de ambas as
cepas do parasito reduziram drasticamente os niveis de triglicérideos hepaticos nos animais
apoE -/-, sendo os valores menores encontrados associados a cepa Colombiana do T. cruzi
(Figura 4C).
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Figura 4. Avaliacdo de lipideos totais, colesterol total e triglicerideos hepaticos. Lipideos totais (A),
colesterol total (B) e triglicerideos (C) no figado de animais C57BL6 selvagens e apoE -/- (knockout). Os
dados acima foram apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay ANOVA (Turkey test),
sendo significativo o p<0.05. Letras diferentes significam diferenca entre os grupos. CNI: controle ndo
infectado; Be 78: infectado com Berenice 78; Col: infectado com Colombiana; ApoE -/-: camundongo
knockout para apolipoproteina E.
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4.6. Dosagem de lipideos totais e colesterol total fecal.

Foi realizada a avaliacdo de lipidios e colesterol total fecal nos animais C57BL6
apoE -/- e selvagens nédo infectados e infectados pelas cepas Berenice 78 e Colombiana do
T. cruzi (Figura 5). Ao se avaliar os lipideos totais fecais, nos animais ndo infectados
observou-se maiores valores no grupo apoE -/- em relagdo ao selvagem (Figura 5A). A
cepa Berenice 78 elevou os niveis de lipideos totais fecais nos animais selvagens e a cepa
Colombiana nos animais apoE -/- (figura 5A). Em relacdo ao colesterol total fecal
observamos diferenca significativa apenas no grupo apoE -/- infectado pela cepa
Colombiana do T. cruzi (Figura 5B).
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Figura 5. Avaliacdo de lipidios e colesterol total fecal. Lipideos totais (A) e colesterol total (B) nas fezes
dos animais Knockout para apolipoprotina E e selvagem, na fase aguda da infec¢do pelo T. cruzi. Os dados
acima foram apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay ANOVA (Tukeytest), sendo
significativo o p<0.05. Letras diferentes significam diferenca entre os grupos.CNI: controle néo infectado; Be
78: infectado com Berenice 78; Col: infectado com Colombiana; ApoE KO: camundongo knockout para
apolipoproteina E.
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4.7. Dosagem plasmatica de MCP-1(CCL2) e RANTES(CCLJ5).

Ensaios imunoenziméticos foram realizados no plasma dos animais C57BL6
selvagens e apoE -/- para as quimiocinas CCL2 e CCL5. Verificamos que a producéo de
CCL2 foi elevada nos animais infectados para ambas as cepas ( Figura 6A). Do mesmo
modo, ao se avaliar a producdo de CCL5, observamos maiores niveis nos grupos infectados
em comparac¢do aos nao infectados (Figura 6 B). Na auséncia da apoE observamos menores
valores para o grupo infectado pela cepa Be 78 do T. cruzi, quando comparado ao infectado

pela cepa Colombiana nas dosagens tanto de CCL2 quanto CCL5.
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Figura 6. Sintese de MCP-1-CCL2 e RANTES-CCL5. Ensaios imunoenzimaticos foram realizados no
plasma para CCL2 (A), e CCL5 (B) em animais C57BL6 knockout (-/-) para apolipoproteina E e selvagens.
Os dados acima foram apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay ANOVA (Turkey test),
sendo significativo o p<0.05 para letras diferentes. CNI: controle ndo infectado; Be 78: infectado com

Berenice 78; Col: infectado com Colombiana; ApoE -/-: camundongo knockout para apolipoproteina E.
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4.8. Andlise morfométrica e morfoldgica do coragéo

A analise histopatoldgica dos tecidos cardiacos dos animais apoE -/- e selvagens foi
realizada para os grupos nédo infectados, infectados pelas cepas Berenice 78 e Colombiana
do T.cruzi (Figura 7). A fase aguda da infec¢do revelou um intenso infiltrado inflamatorio,
sobretudo perivascular, com predominio de células mononucleares e presenca de ninhos de
amastigota. Ao se avaliar os animais infectados pela cepa Colombiana observamos que o
grupo selvagem apresentou maior numero de nucleos celulares (Figura 7A), quando
comparados aos animais apoE -/- infectado pela mesma cepa (Figura 7B). No entanto o
grupo selvagem infectado pela cepa Be 78 apresentou menor predominio de infiltrado
inflamatdrio (Figura 7C), assim como o0s animais apoE -/- com a mesma cepa (Figura 7D).
Tanto os animais apoE -/- (Figura 7E) quanto os selvagens (Figura 7F) ndo infectados

apresentaram tecido cardiaco preservado.
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Figura 7. Analise histopatologica do coragdo. Cortes histolégicos de tecido cardiaco de camundongos
C57BL/6 selvagens e knockout para apolipoproteina E foram corados com hematoxilina e eosina. As amostras
foram obtidas de todos os grupos, infectados ou ndo pelo T. cruzi. Sendo os grupos infectados com a cepa
Colombiana: (A) grupo selvagem e (B) grupo apoE -/-(knockout), presencga de ninho de amastigota (seta) e
miocardite difusa com infiltrado inflamatério mononuclear; grupos infectados com a cepa Berenice: (C) grupo
selvagem e (D) grupo apoE -/-, presenca de ninho de amastigota (seta); e grupos ndo infectados: (E) grupo

selvagem e (F) grupo apoE -/-.
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A presenca de inflamagdo no tecido cardiaco de todos os grupos foi determinada
pela quantificacdo de nucleos celulares (Figura 8). O nlimero de ndcleos presentes no
coracgdo dos animais infectados foi maior quando comparado a seus respectivos controles
ndo infectados, independentemente da genética do hospedeiro. O grupo selvagem infectado
com a cepa Colombiana apresentou diferenca significativa de P<0,001, em relacdo aos
demais grupos, apresentando os maiores valores.
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Figura 8. Anélise morfométrica da celularidade cardiaca.O numero de células inflamatérias foi avaliado
através da contagem de nucleos presentes no tecido cardiaco. As amostras foram obtidas dos grupos C57BL/6
selvagens (Selvagem) e knockout para apolipoproteina E (ApoE -/-), infectados ou nédo pelo T. cruzi. Os dados
acima foram apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay ANOVA (Turkey test), sendo
significativo o p<0.05. * o grupo selvagem infectado com a cepa Colombiana apresentou p<0.001. Letras
diferentes significam diferenca entre os grupos. CNI: controle ndo infectado; Be 78: infectado com Berenice
78; Col: infectado com Colombiana;
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4.9. Andlise do parasitismo cardiaco

O parasitismo tissular foi avaliado pela contagem da area dos ninhos de T. cruzi no
miocardio nos grupo apoE -/- e selvagens, infectados pela cepa Berenice 78 e Colombiana,
em laminas coradas com Hematoxilina e Eosina (Figura 9). No grupo selvagem infectado
com a cepa Be 78 foi observado um numero estatisticamente menor de ninhos de
amastigotas em relagdo aos animais selvagens infectados com a cepa Colombiana. De
forma semelhante o grupo apoE -/- infectado cepa Be 78 apresentou valores mais baixos em
relagdo ao grupo apoE -/- infectado com a cepa Colombiana. Sendo que este Gltimo grupo

apresentou maiores valores sendo estatisticamente diferente de todos 0s outros grupos.
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Figura 9. Parasitismo cardiaco. Ninhos de Trypanosoma cruzi no tecido cardiaco de camundongos
Knockout para apolipoproteina E (ApoE -/-) e selvagens (Selvagem), infectados pela cepa Berenice 78 (Be78)
e Colombiana (Col).Os dados acima foram apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay
ANOVA (Turkey test), sendo significativo o p<0.05. Letras diferentes significam diferenca entre os grupos.
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4.10. Aspectos histoldgico da aorta

O aspecto histopatoldgico da aorta foi verificado para analise da presenca de lesGes
aterosclerdticas nos animais apoE -/- e selvagens, infectados ou ndo pelas cepas Be 78 e
Colombiana do T. cruzi (Figura 10). Ao se observar as aortas dos animais selvagens nao
infectados (Figura 10A), selvagens infectados pelas cepas Be 78 (Figura 10C) e
Colombiana (Figura 10D), ndo foi encontrada presenca deste tipo de lesdo, embora o0s
grupos infectados apresentassem ninhos de amastigota e infiltrado inflamatorio na camada
muscular e serosa da aorta. O grau de inflamacdo foi considerado leve no grupo infectado
pela cepa Be 78 e moderado no grupo infetado pela cepa Colombiana (Dados ndo

mostrados.

Na analise dos grupos apoE -/- ndo infectados (Figura 10B), trés dos animais
analisados apresentaram lesdo com presenca de macréfagos espumosos, sendo que em um
animal foi observado a deposicdo de cristais de colesterol. No grupo infectado pela cepa Be
78 (Figura 10 D), cinco animais apresentaram lesdo, sendo estas de area menor que 0S
infectados cepa Colombiana. Nestes animais observou-se presenca de macrofagos
espumosos, sendo que trés animais tambem possuiam deposicdo de cristais de colesterol;
todos possuiam inflamacéo leve da camada serosa e muscular da aorta, com pouca presenca
de ninhos (Dados ndo mostrados). No grupo infectado pela cepa colombiana (Figura 10F),
as lesGes foram estatisticamente significativas, sendo maiores que o grupo nao infectado e o
infectado pela cepa Be 78. Macrofagos espumosos foram encontrados em quatro animais,
sendo que trés apresentaram também deposicdo de cristais de colesterol. Neste grupo, todos
0s animais apresentaram inflamacdo moderada da camada serosa e muscular da aorta

(Dados ndo mostrados).
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Figura 10. Aspecto histopatolégica da aorta.Os cortes histolégicos foram corados com Eosina e
hematoxilina, aumento de 200X. Sendo os grupos ndo infectados: (A) selvagem e (B) apoE -/- (knockout),
com presenga de macréfagos espumosos (seta); grupos infectados com a cepa Berenice 78: (C) grupo
selvagem e (D) grupo apoE -/-, com presenga de macréfagos espumosos e cristais de colesterol (seta); e
grupos infectados com a cepa Colombiana: (E) grupo apoE -/- e (F) grupo selvagem, com presenga de

macréfagos espumosos e cristais de colesterol (seta).
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A érea da lesdo nos animais apoE -/- foi quantifica nos grupos nao infectados e
infectados pelas cepas Be 78 e Colombiana do T. cruzi na aorta (Figura 11). A infeccdo
pelo T. cruzi foi capaz de aumentar a area das lesdes ateroscleréticas, quando comparado ao
grupo ndo infectado. Sendo estas mais elevadas nos animais infectados pela cepa
Colombiana.
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Figura 11 - Area da lesdo aterosclerdtica na aorta. A lesdo aterosclerdtica foi quantificada nos grupos
animais knockout para apolipoproteina E ndo infectado e infectados pelo Trypanosoma cruzi ao final de
quatro semanas de infeccdo. CNI: controle ndo infectado; Be78: animais infectados pela cepa Berenice 78;
Col: grupo infectado pela cepa colombiana. Os dados acima foram apresentados como média+/- SEM e
analisados por OneWay ANOVA (Turkey test), sendo significativo o p<0.05.Letras diferentes significam
diferenca entre os grupos. * p<0,001.

4.11. Quantificacao de colageno nas lesbes aorticas

O conteudo de colageno foi utilizado como parametro para avaliar a estabilidade das
lesGes ateroscleroticas presentes aorta (Figura 12). Os animais selvagens ndo infectados
(Figura 12A), infectados pelas cepas Be 78 (Figura 12C) e Colombiana (Figura 12E)
apresentaram aspecto normal da estrutura da aorta. Do mesmo modo os animais apoE -/-
ndo infectados verificamos que a estrutura da aorta estava normal (Figura 12B). Em
contrapartida, os grupos apoE -/- infectados pelas cepas Be 78 (Figura 12D) e Colombiana
(Figura 12F) infectados, apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle ndo

infectado apoE -/-, com maior area de deposicdo de colageno.
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Figura 12 — Aspecto Histologico do conteido de coldgeno.Os cortes histoldgicos foram corados com
Tricdmico de Gomori, onde as fibras colagenas coram em verde, aumento de 400X. Sendo 0s grupos nao
infectados: (A) selvagem e (B) apoE -/- (knockout); grupos infectados com a cepa Berenice 78: (C) grupo
selvagem e (D) grupo apoE -/-; e grupos infectados com a cepa Colombiana: (E) grupo apoE -/- e (F) grupo
selvagem.
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A deposicdo de coldgeno na area da lesdo foi quantificada nos grupo apoE -/-
infectados e ndo infectados (Figura 13). Observou-se diferenca estatistica entre 0s grupos
infectados pela Colombiana e Be 78, em comparagédo ao nédo infectado. O que mostra que a
infecgdo pelo T. cruzi é capaz de provocar maior dano no tecido adrtico. Os valores foram

similares entre os grupos infectados por ambas as cepas.
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Figura 13. Quantificacdo de colageno das lesdes na aorta. Andlise da quantidade de coldgeno nas lesGes
adrticas de animais knokcout para apolipoproteina E infectados e ndo infectados pelo Trypanosoma cruzi.
Resultados expressos como média da porcentagem de colageno da area total da lesdo aterosclerética.CNI:
controle ndo infectado; Be78: animais infectados pela cepa Berenice 78; Col: grupo infectado pela cepa
colombiana. Os dados acima foram apresentados como média+/- SEM e analisados por OneWay ANOVA

(Tukeytest), sendo significativo o p<0.05.Letras diferentes significam diferenga entre 0s grupos.
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5.0. Discussao

A aterosclerose é uma doenga de carater inflamatério, na qual a parede vascular é
infiltrada por células do sistema imune, com progressivo acimulo de lipideos (Ross, 1993).
Diversos estudos indicam que agentes infecciosos, como Chlamydia pneumoniae (Chen et
al, 2010), Cytomegalovirus (Burnett et al, 2004) e Toxoplasma gondii (Portugal et al, 2004)
apresentam envolvimento na doenca e possivelmente induzem uma inflamagéo sistémica

causando alteracdes locais no epitélio das artérias.

Dentre componentes importantes no processo aterosclerético temos a
apolipoproteina E (apoE), que é a principal transportadora de alguns tipos lipidicos no
organismo (Stryer, 1995). A apoE, glicoproteina sintetizada principalmente no figado e
cérebro € um importante componente estrutural de algumas lipoproteinas e desempenha
um papel funcional no clearence das lipoproteinas plasmaticas. Adicionalmente, ela afeta a
homeostase do colesterol e contribui para reacdes inflamatérias locais presentes no

processo da aterosclerose (Meir et al, 2004).

O camundongo apoE knockout (-/-) € um modelo animal muito utilizado nos estudos
de aterosclerose e hiperlipidemia (Portugal et al, 2004; Peluzio et al, 2003; Burnett, 2004).
Este animal apresenta uma disfuncdo endotelial inata, com propensdo a aterosclerose,
apresentando altos niveis de colesterol circulante e formacdo de placa ateromatosa.
Algumas doencas cronicas e/ou infeccBes que predispdem lesdes vasculares encontram
nesse modelo animal um potencial campo de estudo, a citar as alteracdes microvasculares
desencadeadas apo0s a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, protozoario causador da doenca de

Chagas.

Como alteracBes patologicas que caracterizaram o0 primeiro registro de
comprometimento microvascular na doenca de Chagas, temos alteragcdes na permeabilidade
dos capilares cardiacos, congestdo, estase, infiltracdo por células mononucleares e
vasoconstricdo. Pequenos e grandes vasos podem ser afetados e microscopicamente

associados a uma resposta inflamatoéria predominantemente mononuclear observa-se focos

49



Discussao

de necrose e degeneragdo miocardica com concomitante fibrose intersticial (Rossi et al,
2010; Prado et al, 2011). Além disso, agregados plaquetéarios e trombos oclusivos sao
encontrados em pequenos vasos (Rossi et al, 1985). Neste contexto torna-se importante
entender as alteragdes conseqientes da doengca de Chagas na patogénese das lesdes

vasculares presentes na aterosclerose.

Em nosso trabalho, demonstrou-se pela primeira vez o estudo da relacdo entre a
infeccdo experimental pelo T. cruzi e o desenvolvimento de lesdes vasculares
aterosclerdticas em camundongos apoE-/-. Verificamos que o T. cruzi ndo somente foi
capaz de agravar o desenvolvimento das lesdes adrticas em camundongos apoE-/-, mas
também sua presenca contribuiu para a uma elevada deposicdo de coldgeno na intima das

artérias nestes animais.

As alteracdes microvasculares associados ao T. cruzi s@o apenas representacdes da
capacidade imunopatogénica desse parasito no hospedeiro mamifero. De fato, seu exato
papel na patogenia da doenca de Chagas humana ou experimental ainda ndo esta bem
estabelecido, mas admite-se que a imunogenicidade de seus produtos (moléculas de
superficie, por exemplo) seja o grande responsavel pela geracdo do processo inflamatorio
associado a doenca. Cepas de T. cruzi que induzem uma fase aguda com alta viruléncia
(alta parasitemia e alta mortalidade) em camundongos induzem também uma miocardite
mais grave com intensa inflamacéo e fibrose (Brener, 1985). A cepa Colombiana apresenta
cardiomiotropismo e é altamente virulenta, provocando este tipo de patologia no modelo
murino. De forma similar, a cepa Be 78, descrita por Lana e Chiari em 1986, apresenta
nitido tropismo para células cardiacas e muscular esquelética. Esta ultima é considerada de
baixa viruléncia, com parasitismo sempre escasso. Nos tecidos afetados o infiltrado
inflamatério é intenso e acompanhado de grande destruicdo de fibras. A parasitemia é
baixa, sendo o periodo pré-patente e patente longos. A mortalidade é ausente, mesmo ap0s
um longo tempo de infec¢do. Esses dados corroboram nossos resultados onde observamos
um pequeno nimero de parasitos circulantes nos animais infetados pela cepa Be 78, seja

eles apoE -/- ou ndo. O periodo pré-patente foi maior nos animais apoE-/-, quando
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comparados aos animais selvagens, independentemente da cepa, 0 que nos ressalta a

importancia do hospedeiro na infeccéo experimental pelo T. cruzi.

Existe uma forte relacdo entre os niveis plasmaticos de colesterol e mortalidade por
doenca aterosclerdtica, sendo que o risco para o desenvolvimento da aterosclerose aumenta
progressivamente em fungdo de niveis mais elevados de colesterol na corrente sanguinea
(Lusis, 2000; Navarro, 2002). Devido a deficiéncia na producéo de apoE, os camundongos
knockout para esta lipoproteina apresentam alteracGes no metabolismo lipidico. A analise
do colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos torna-se um importante instrumento para
a avaliagdo funcional de doengas como a aterosclerose. Souza et al, 2009, ao submeter ratos
a uma dieta hipercolesterolémica observou que 0s animais apresentavam altos niveis de
colesterol total e baixos niveis de colesterol HDL, com reduzidos niveis de triglicerideos.
Similar aos nossos animais predispostos a hipercolesterolemia devido a auséncia do gene
apoE, observamos altos niveis de colesterol total com diminui¢do do colesterol HDL. No
entanto, podemos ressaltar que somente a infeccdo pela cepa Colombiana influenciou os
niveis lipidicos de triglicerideos no plasma dos animais apoE-/-. Em relacdo aos demais

parametros a genética do hospedeiro foi predominante.

O comprometimento hepéatico na fase aguda da doenca de chagas tem sido
apresentado tanto em humanos quanto em modelos animais. Na clinica coube ao proprio
Carlos Chagas em 1916 descrever a hepatomegalia como manifestacdo integrante do
quadro da tripanossomiase americana por ele descoberta. Assim os primeiros trabalhos
descrevendo esta patologia j& chamavam a atencdo para as principais alteracGes
histopatoldgicas decorrentes da agressao hepatica pelo T. cruzi, como infiltracdo gordurosa,
hipertrofia das células de Kupfer, areas de necrose, infiltracdo linfomonocitaria dos
capilares intralobularares e periportais (Vianna, 1911; Pinheiro-Chagas, 1920). No modelo
experimental, camundongos com elevada parasitemia teriam uma reducdo na atividade da
citocromo-oxidase e elevacdo do célcio no tecido hepatico (Mercato, 1972) enquanto em
seres humanos (fase aguda) foram registrados hipoproteinemia com hipoalbuminemia e

hipocolesterolemia (Laranja et al 1948). Para verificar se a infeccdo pelo T. cruzi
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interferiria no metabolismo lipidico hepatico em animais apoE -/- e selvagem avaliou-se 0s
lipideos totais, colesterol total e triglicerideos no figado. Os animais apoE-/- apresentaram a
relacdo peso do figado versus peso corporal maior, enquanto os lipideos totais e
triglicérideos em animais infectados apresentaram menores valores. Bouzahzah et al, 2006,
ao fazer analises histopatoldgicas do figado de camundongos infectados pelo T. cruzi na
fase aguda, observou danos no tecido conseqiientes a infeccdo pelo parasito como intensa
vasculite, células inflamatérias e microabcessos, apesar de no estagio crénico ndo se
observar fibrose. Ainda segundo este autor, a infeccdo pelo T. cruzi resultaria na ativacédo
de proteinas kinases extracelulares reguladoras de sinal e ciclinas que estdo envolvidos na
proliferacdo celular e podem contribuir para os processos de reparacao apés lesdo hepatica,
observados na fase cronica. No entanto, 0s mecanismos envolvidos na regulagdo do ciclo
celular, reparo e remodelacdo apos a infec¢do por T. cruzi nos hepatocitos ainda ndo foram

identificados.

Como falado anteriormente, na fase inicial da infeccdo chagéasica ocorre uma
agressdo hepatica bem caracterizada, a qual se atenua na fase crénica, 0 que sugere que as
lesbes de natureza inflamatdria e degenerativa presentes na fase aguda, alterariam pouco as
principais funcdes hepéticas na fase tardia da doenca de Chagas (Brener, 1979). Na
avaliacdo do colesterol total, os valores apresentaram-se maiores no grupo apoE-/-. E
conhecido que a concentracdo do colesterol hepatico depende da absorcdo no figado de
lipoproteinas (via receptores de LDL e LRP), da sintese de colesterol (via atividade da
enzima HMG CoA redutase) e da sintese de acido biliar. Nossa hipotese € de que a infeccao
pelo T. cruzi afetaria a estrutura celular hepéatica e consequentemente interferiria no

metabolismo e na liberacao de lipoproteinas.

A maior parte do colesterol sintetizado endogenamente e oriundo da dieta é
convertido em é&cidos biliares e excretado nas fezes. Em nosso experimento observamos
que a infeccdo pela cepa Be 78 nos animais selvagens, mostrou-se associada a0 aumento
dos lipideos fecais, assim como no grupo infectado pela cepa Colombiana no grupo apoE-/-

. Sendo que neste Gltimo grupo observou-se também niveis elevados de colesterol total.
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Diferentemente dos nossos resultados, Portugal et al 2004 e 2006, ndo encontraram
diferenca nos niveis de colesterol fecal em camundongos apoE -/- infectados pelo T. gondii
e colonizados pela bactéria Lactobacillus delbrueckii, respectivamente. Uma elevacdo na
excrecdo fecal pode indicar uma menor absor¢do ou assimilacdo de colesterol no intestino
(Manzoni et al, 2008), mas mais estudos sdo necessarios para se entender o envolvimento

do T. cruzi neste processo.

Uma vez mostrada que a infeccdo pelo T. cruzi pode interferir no metabolismo de
alguns tipos lipidicos importantes na aterosclerose, iniciaram-se as investigacdes sobre a

sua participagdo na resposta inflamatoria em nossos modelos animais.

O aparecimento de células inflamatorias no epitélio vascular no local da lesdo € um
dos primeiros fatores observados nos danos causados pela aterosclerose. A localizacéo de
células T ativadas e macréfagos em lesdes ateroscleroticas recentes e maduras sugerem que
a imunidade celular tém um papel importante na patogenia aterosclerética (Hansson, 1997;
Lusis, 2000; Song, 2001). Em modelos animais de infec¢cdo pelo T. cruzi ja foi descrita a
participacdo de algumas citocinas como IFN-gama, TNF-alfa, IL-10 e quimiocicinas como
CCL2/MCP1, CCL3/MIP1-alfa, CCL5/RANTES no plasma e coracdo de camundongos
infectados (Talvani et al, 2000; Roffe et al, 2010). Esses mediadores inflamatérios podem
contribuir para o intenso infiltrado inflamatorio atraves do recrutamento de células TCD8+
e CD4+ e, portanto, para o estabelecimento da miocardite. Em nosso trabalho observamos
uma elevacdo nos niveis das quimiocinas CCL2 e CCL5 nos animais infectados pelas cepas
Be 78 e Colombiana do T. cruzi, tanto para os animais apoE-/- quanto selvagens. Dentre 0s
animais infectados, apenas os apoE-/- inoculados com a cepa Be 78 mostraram menores
niveis séricos desses mediadores. Corroborando os nossos resultados, Guedes 2010, ao
estudar cées infectados pelo T. cruzi, observou um aumento significativo de citocinas no
soro e tecido cardiaco destes animais, estas apresentando niveis variados para as diferentes
cepas estudadas. Em conjunto, estes dados reforcam uma estreita relagcdo entre a populacao

de T. cruzi e a resposta imune do hospedeiro frente a infeccéo.
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O tropismo diferenciado em camundongos ja foi assinalado na literatura para as
diferentes cepas do T. cruzi, determinando o parasitismo preferencial de determinados
6rgdos, sendo um fator que influencia a manifestacdo da patologia da doenca de Chagas
(Brener, 1965; Lana e Chiari, 1986). A producdo de citocinas durante a fase aguda da
infeccdo € alterada tanto nos linfonodos cervicais quanto no coragdo, havendo um aumento
na sintese de algumas citocinas. Isto pode ser correlacionado com as manifestacdes clinicas
e 0s niveis de citocinas detectados no coracao dos animais infectados (Guedes et al, 2010).
Em nosso estudo o grupo de animais infectados com a cepa colombiana apresentou maior
infiltrado inflamatdrio no tecido cardiaco que aqueles infectados pela cepa Be 78. Ja é
sabido que a cepa Colombiana apresenta tropismo muscular cardiaco e esquelético, com
grande inflamacdo tecidual, levando a altas taxas de mortalidade (Talvani et al, 2000;
Paula-Costa et al, 2010). Em relacdo a cepa Be 78, Guedes et al 2010 observou que durante
a fase cronica, cdes infectados por esta cepa que ndo possuiam fibrose e inflamagéo
apresentavam maiores niveis de IL-10, o que poderia contribuir para uma melhor regulagao

entre a producéo de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias.

Em nosso estudo, as analises histopatologicas da aorta indicaram que as lesées dos
camundongos apoE-/- infectados pela cepa Colombiana apresentaram-se maiores e
continham inflamacao mais intensa que em camundongos nao infectados ou infectados pela
cepa Be 78. Portugal et al, 2004 ao infectar camundongos apoE-/- com 0 protozoario
Toxoplasma gondii observaram lesdes aterosclerdticas maiores e com mais intenso
infiltrado inflamatério corroborando com nossos achados com a infeccéo pelo T. cruzi. Do
mesmo modo, Sunnemark et al, 2000, ao submeter camundongos CBA/J,
considerados  resistentes a aterosclerose, a uma dieta hipercolesterolémica
concomitantemente a infeccdo experimental pelo T. cruzi, observou vasculite em alguns
destes animais com presenca evidente de células inflamatorias na camada adventicia ao
longo da aorta. Estes dados reforcam nossos achados onde também encontramos
inflamacdo mais intensa em animais infectados pelo T. cruzi. O dano vascular se mostrou
diferente entre os animais infectados pelas cepas Be 78 e Colombiana sendo mais

pronunciada nesta Gltima. Nestes animais havia um predominio de macréfagos espumosos
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na inflamacdo vascular e em alguns, havia ainda deposicdo de cristais de colesterol na
intima, caracterizando as lesdes como recentes. Lesdes iniciais da aterosclerose consistem
de acumulagdes subendoteliais de colesterol e macréfagos espumosos “foam cells” na
camada intima vascular (Lusis, 2000). A longo prazo estas lesdes sdo precursoras de lesdes
mais avancgadas caracterizadas pela acumulacdo de residuos necroticos e células de masculo
liso. As placas podem se tornar cada vez mais complexas, com calcificacdo, ulceracdo na
superficie luminal, hemorragia e consequente formacdo de um coagulo ou trombo
sanguineo, podendo resultar em infarto do miocérdio ou acidente vascular cerebral (Lusis,
2000; Ross, 1993). Ja no modelo animal apoE-/-, que desenvolvem lesbes semelhantes as
encontradas em humanos, estes com aproximadamente 10 semanas de idade, quando
alimentado com dieta comercial desenvolvem estrias gordurosas, lesdes caracterizadas
fundamentalmente por macrdfagos ricos em lipideos. Estas lesdes progridem para um
estagio intermediario com a adicéo de células musculares lisas podendo ser visualizadas em
animais com 15 semanas de idade. Nestes camundongos, apos 20 semanas de idade, ja é
possivel visualizar lesdes avancadas com presenca de capa fibrosa e centro necrotico
(Meyer, 2004; Maeda, 2011). Nestes estagios, a progressao da placa esta associada a
producdo de mediadores inflamatorios, estresse oxidativo, migracdo de macréfagos e
influxo de linfocitos (Binder et al, 2002).

O T. cruzi tem capacidade de invadir qualquer célula nucleada do hospedeiro
vertebrado e uma importante questdo acerca do nosso estudo era avaliar se uma
interferéncia direta deste parasito na parede vascular, iniciaria um processo de injdria
tecidual, com recrutamento de células inflamatdrias e desenvolvimento da aterosclerose em
animais apoE -/-. Em nossas andlises foram encontrados ninhos no tecido cardiaco em areas
proximas da aorta na maioria dos animais, mas em apenas um animal foi encontrado um
ninho de amastigota na camada muscular da aorta. A nossa hipotese é de que nos animais
apoE -/- infectados por ambas as cepas, a aceleracdo da aterosclerose nao foi induzida pela
presenca direta do parasita na parede vascular e sim indiretamente pela resposta
inflamatéria em consequiéncia da presenca do parasito no organismo do hospedeiro.

Antigenos e DNA do T. cruzi ja foram encontrados no infiltrado inflamatério do miocéardio
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(Higuchi et al, 1993; Jones et al, 1993), e estudos mostraram que este poderia liberar
ativadores policlonais, nos quais favoreceriam o desenvolvimento de autoimunidade (Gao
et al, 2003). Alternativamente, durante a infeccdo a semelhanca entre componentes do
parasito e a miosina faria com a mesma ndo fosse reconhecida como prdpria pelos
linfécitos do hospedeiro (Cunha-neto et al, 1995). Por outro lado a interacdo entre
procariotos que atuam frequentemente como simbiontes e sdo encontrados frequentemente
em grandes quantidades em coragOes afetados por desordens cronicas, estariam envolvidos
na ruptura de placas ateroscleréticas (Higuchi et al, 2000).

Para avaliar se a infeccdo pelo T. cruzi seria suficiente para alterar a parede
vascular e interferir na estabilidade das placas ateroscleréticas (quando presentes),
analisamos a quantidade de células inflamatorias e o teor de colageno na aorta. Observamos
maior inflamacdo nos animais infectados tanto selvagens quanto apoE-/- (dados néo
mostrados), sendo determinada como leve nos animais infectados pela cepa Be-78 e
moderada nos grupos infectados pela Colombiana. Em relacdo as placas ateroscleroticas
que s6 foram observadas nos animais apoE-/-, a inflamacéo se deu de forma semelhante. Ja
foram demonstrados que em infeccdes recentes existem infiltrados focais exsudativos em
torno de células parasitadas em desintegracdo e um componente difuso, mononuclear, ao
lado de intensa dilatacdo vascular, congestdo e edema. Assim quando O processo
inflamatdrio se intensifica ocorre deposicao de coldgeno que pode levar a fibrose ou mesmo
processos degenerativos como necrose (Brener, 1979; Higuchi et al, 2000). Portanto em
relacdo ao colageno, em nossos animais apoE-/- infectados pelo T. cruzi observamos maior
deposicédo na area aortica lesionada, sendo mais pronunciada no grupo infectado pela cepa
Colombiana. Este fato correlaciona-se com a alta parasitemia sanguinea e maior presenca
inflamatdria tecidual cardiaca e vascular. A cepa Colombiana elevou dentre outros o0s
parametros ja citados, os niveis de quimiocinas e o parasitismo cardiaco, levando a uma
resposta inflamatdria mais exacerbada do sistema imune nesses animais (Talvani et al,
2000; Paula Costa et al, 2010). Isto ocorreu diferentemente da cepa Be 78, que nos remete
as diferencas genéticas existentes entre estas duas cepas, como tropismo, viruléncia e

patogenicidade ja& citadas neste trabalho.
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6.0. Conclusao

Neste trabalho correlacionamos pela primeira vez a infeccdo experimental pelo T.
cruzi e a interferéncia do gene da apolipoproteina E (apoE) no desenvolvimento das les6es

aterosclerdticas, concluindo que:

o Na auséncia da apoE os animais infectados pelo T. cruzi tém diminuicdo da

parasitemia com aumento do periodo pré-patente.

o Os niveis de colesterol total plasmético mostraram-se elevados nos animais apoE™",
independentemente da cepa de T.cruzi; o que ocorre também com o colesterol HDL, que

mostram-se diminuido nestes animais.

o A infeccdo pelo T.cruzi reduz os niveis hepaticos de lipideos totais e triglicerideos

em animais apoE™".

o A cepa Colombiana interferiu nos niveis de colesterol total fecal, elevando-os nos

animais apoE™".

o Verificamos que na auséncia da apoE, a sintese de CCL5 e CCL2 é reduzida na

infeccdo com a cepa Be78, mas ndo com a cepa Colombiana.
o A infeccdo pelo T. cruzi aumenta a deposicdo de colageno em animais apoE™".

o A infeccdo pelo T. cruzi agrava as lesdes ateroscleréticas em animais apoE™,

agravando assim o processo aterogénico.
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