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Souza, S.M. Resumo

As duas formas de infec¢éo pelo Trypanosoma cruzi, tripomastigota metaciclica
(TM) e sanguinea (TS) sé&o distintas em relacdo ao processo de interagdo com
as células do hospedeiro, devido as moléculas presentes em sua superficie.
Esta diferenca pode desencadear diferente resposta imunolégica. Resposta
esta, que também pode ser alterada com o tratamento pelo farmaco
Azatioprina. Com base nestes aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
resposta imune no coracdo de cées tratados com a Azatioprina ou nao, durante
a fase aguda da infeccédo por formas TM ou TS da cepa Berenice-78 do T.
cruzi. Ao avaliar o parasitismo e a resposta imune no tecido muscular cardiaco
de cées infectados por formas TM, verifica-se que estes apresentaram um
aspecto histopatolégico mais preservado, com baixo parasitismo, um balanco
favoravel, evidenciado pela razdo, da expressdo da IL-12p40 e uma maior
expressao dos receptores TLR2 e TLR4. Em contrapartida, os caes infectados
por formas TS apresentaram destruicdo tecidual, alto parasitismo, intenso
processo inflamatdrio e elevada expressao das citocinas, quimiocinas, CCR5 e
TLR9. Nos animais submetidos a infec¢do por diferentes formas do T. cruzi e
tratados com a Azatioprina, ocorreu um aumento do parasitismo em ambos o0s
grupos (TMA e TSA) e do processo inflamatério no grupo TMA, sendo estes
fatores determinantes na génese das lesdes da fibra muscular cardiaca. Além
disso, pode-se constatar aumento das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10 e
TGF-B1, da quimiocina CCL3/MIP-1a e TLR9 no grupo TMA. Em suma, a agao
da Azatioprina parece conduzir a resposta imune distinta. Esta evidéncia foi
observada em ambas as formas de infec¢cdo, culminando em uma piora dos
aspectos histopatolégicos, principalmente naqueles do grupo TMA. Este fato
pode estar ligado a mecanismos co-estimulatérios, via CD28. Sabe-se que a
Azatioprina pode levar ao bloqueio desta via que € de grande importancia para
desencadear uma resposta imune Thl. Neste sentido, o bloqueio ou mesmo o
desequilibrio desta via e, consequentemente, da resposta imune de cunho
protetora, favorece a replicacdo parasitaria. Sugere-se a possivel importancia
da via CD28 nos mecanismos de defesa contra o T. cruzi e chama-se a
atencdo para a funcdo dos receptores TLR2 e TLR4 na infeccdo chagasica,
pois estes podem desempenhar funcao protetora.



Souza, S.M. Abstract

The two infective forms of Trypanosoma cruzi, metacyclic trypomastigote (MT)
and blood trypomastigote (BT), are distinct with respect to the host cell
interaction process due to molecules present on the surface of the parasite,
which could trigger different immune responses. Therefore, this study clarifies
some aspects inherent of the two major infective forms of T. Thus, investigating
the two forms of infection, this work highlights the aspects related to a possible
imbalance in the immune response by treating the dogs with Azathioprine drug.
Based on these aspects, it was evaluated the immune response in the hearts of
dogs treated with Azathioprine or not, during the acute phase of infection by MT
or BT forms of Berenice -78 strain of T. cruzi. Analysis of the parasitism and
immune response in cardiac muscle tissue of dogs infected MT forms
demonstrated that this group had a more preserved histopathology, lower tissue
parasitism, a favorable cytokine balance, evidenced by the ratio of the
expression of IL-12p40 and increased expression of TLR2 and TLR4 receptors.
In contrast, infected dogs with BT forms have tissue destruction, higher tissue
parasitism, an intense inflammation and increased expression of cytokines,
chemokines, CCR5 and TLR9 receptor. In infected by different forms of T. cruzi
and treated with Azathioprine, it appears that there was an increase of cardiac
parasitism in both groups (MTA and BTA) and inflammation (MTA group), which
are determining factors in the genesis of the cardiac muscle fiber lesions.
Moreover, it was not notice differences in other parameters, such as an
increased on MRNA cytokine expression for instance TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10
and TGF-B1, chemokine CCL3/MIP-1a and TLR9 in MTA Group. In summary,
the action of Azathioprine leads to a distinct immune response, in both forms of
infection, resulting in a worsening of histopathological aspects, especially those
of the MTA group. This may be associated to co-stimulatory mechanisms, via
CD28. It is known that Azathioprine can block this pathway, which is of great
importance to elicit a Thl immune response. In this sense, the block or even the
imbalance of this pathway and of the protective immune response favors the
parasite replication. Finally, this study presents a more severe form of Chagas
infection with BT forms, which could have implications in non-endemic areas,
such as USA and Europe. Moreover, it suggests a possible role and
significance of CD28 pathway in defense mechanisms against T. cruzi and
draws attention to the role of TLR2 and TLR4 receptors in infection, as these
can play a protective role.
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1.1 A doenca de Chagas

Atualmente a tripanossomiase americana ou doenca de Chagas (DC)
(Chagas, 1909), enfermidade causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi,
apresenta distribuicdo geografica nas Américas mais reduzida do que ha duas
décadas. No entanto, ela ainda atinge a populacdo desde o sul dos Estados
Unidos até o sul da América do Sul (Noireau et al., 2009). A reducdo da
incidéncia da DC deve-se principalmente a medidas de controle vetorial,
principal forma de transmissdo da doenca na Ameérica Latina, e controle da via
transfusional, instaladas em muitas areas endémicas (Moncayo, 2006). Essas
acOes reduziram consideravelmente a transmissdo que passou de 16-18
milhdes de individuos infectados pelo T. cruzi na década de 90, para a
estimativa de sete a oito milhées em 2013 (WHO, 2013).

A via transfusional de infeccdo apresenta-se como importante
mecanismo de transmissao da DC, principalmente em paises da Europa (Riera
et al., 2006; Bart et al., 2011) e dos EUA (Gascon et al., 2007). Este fato esta
diretamente associado ao fluxo de migrantes latino-americanos infectados pelo
T. cruzi e a falta de exames para a deteccdo da DC em bancos de sangue,
principalmente na Europa. Nos Estados Unidos, em regides onde ha casos de
transmissao por essa via, 0 controle nos bancos de sangue ja vem sendo
realizado (Leiby et al., 2002; CDC, 2007; Bern et al., 2009; Coura e Dias,
20009).

Além das vias de infeccdo citadas acima, podem ocorrer ainda a
transmissao por via oral (Cardoso et al., 2006; Coura et al., 2006), com elevada
prevaléncia no territério da Amazé6nia Legal (Coura et al., 2002a,b; Valente et
al., 2009), a transmissao através de acidentes de laboratérios ou congénita
(Prata, 2001) e por transplante de 6rgaos (CDC, 2001; 2006; Chin-Hong et al.,
2011).

A infeccdo pelo T. cruzi culmina, em um primeiro momento, na fase
aguda que pode apresentar-se assintomatica ou sintomatica, esta com quadros

clinicos comuns a outras infecgdes o que dificulta o diagnéstico da doenca. A
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presenca de miocardite, alteracBes eletrocardiograficas, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia também podem ocorrer, além de meningoencefalite que
pode levar ao Obito devido as lesdes cerebrais. Este periodo da infeccdo dura
cerca de dois a trés meses, sendo que as lesdes observadas podem estar
diretamente relacionadas a cepa, ao inéculo, as re-infecgbes, bem como ao
status nutricional e imunologico do hospedeiro (Pitella, 1993; Higuchi, 1995;
Parada et al., 1997; Morato et al., 1998; Higuchi et al., 2003; Almeida et al.,
2009).

Quando superada a fase aguda, os sintomas desaparecem e 0s exames
clinicos apresentam-se normais, caracterizando a forma indeterminada da DC.
Alguns individuos desta forma, aproximadamente 20-30%, em um periodo de
10 a 30 anos podem desenvolver sintomas cardiovasculares (Puigh¢ et al.,
1993; Teixeira et al., 1997), elou digestivos, principalmente megacolon e/ou
megaesobfago (Moncayo, 2003), podendo ter como génese 0s danos aos
neurdnios, contribuindo para a denervacdo dos plexos entéricos (Kdberle,
1957; Tafuri et al., 1970; Coura et al., 1983; Silveira et al., 2005).

A resposta imunolégica do hospedeiro frente a infeccao pelo T. cruzi é
constituida predominantemente por células da linhagem mononuclear.
Ressalta-se o fato do principal 6rgdo afetado ser o coragdo, provocando
quadros degenerativos das fibras musculares cardiacas que podem progredir
para morte tecidual e, consequentemente fibrose (Parada, 1997; Andrade et al.,
2000; Caliari et al., 2002a; Higuchi et al., 2003; Machado et al., 2005). A
avaliacdo da miocardite chagasica crénica tem demonstrado o predominio de
linfécitos T CD8* em relacao aos linfécitos T CD4* (Higuchi et al., 1993; Tostes
Junior et al., 1994; Reis et al., 2000). Neste sentido, a presenca dos linfécitos T
CD8* no tecido muscular cardiaco poderia estar associada ndo somente a
protecao, principalmente durante a fase aguda (Tarleton, 1991, 1994; Dutra et
al., 1996; Brener e Gazzinelli, 1997), mas também ao desenvolvimento da
lesdo tecidual, devido a sua agdo imunopatogénica contra as células do
hospedeiro, podendo causar citolise com destruicdo da miofibra cardiaca (Cufia
e Cufia, 1995; Fuenmayor et al., 2005; Silvério et al., 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fuenmayor%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15779849
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1.2 Aspectos imunopatogénicos da doenca de Chagas

Atualmente ainda perduram guestionamentos a respeito dos aspectos
imunolégicos e patolégicos que envolvem a génese da miocardite chagasica.
Estas duvidas tém como principio a consequente exposicao das células do
sistema imune a diversos antigenos do parasito. Inicialmente, as células da
resposta imune inata, principalmente os fagocitos mononucleares e as células
dendriticas, entram em contato com os antigenos do T. cruzi, dando inicio a
uma seérie de eventos imunoldgicos. Neste contexto, ressalta-se os receptores
Toll-like (TLRs) que reconhecem diversos padrdes moleculares associados a
patébgenos (PAMPs), originando alvos que ativam a resposta imune inata via
NF-kB (factor nuclear kappa B), atuando na producdo de citocinas
pré-inflamatérias que subsequentemente ativam a resposta imune especifica,
atuando como importante elo entre as imunidades natural e adaptativa. Os
receptores TLR2, TLR4 e TLR9, tém sido indicados como receptores de
diferentes PAMPs do T. cruzi O TLR2 reconhece GPI
(GlicosilPhosfatidillnositol) mucinas (Campos et al., 2001; Ouaissi et al., 2002),
TLR4 reconhece, possivelmente, GIPLs (GlicolnositolFosfoLipideos) (Oliveira
et al., 2004) e TLR9 estd envolvido no reconhecimento de regides CpG
(citosina guanina dinucleotideos). Camundongos TLR4”- ou TLR9”- mostraram
elevada parasitemia e vieram a 6bito mais precocemente (Oliveira et al., 2004),
enquanto camundongos TLR27 e TLR9” desenvolveram parasitemia
equivalente a camundongos MyD88”- (Bafica et al., 2006; Oliveira et al., 2010).

Os componentes da resposta imune inata, expostos a esses eventos,
principalmente os macrofagos podem ser induzidos a producdo de citocinas,
como a interleucina-12 (IL-12), que por sua vez estimula a producédo de
Interferon-y (IFN-y) pelas células da resposta imune inata, as células natural
killer (NK) e/ou por células da resposta imune especifica, como os linfécitos T
(Ropert et al., 2002). O IFN-y age na ativagdo dos macrofagos, amplificando a
resposta imune inata, dando continuidade a sintese de citocinas

pro-inflamatérias, quimiocinas e também desempenhando funcbes efetoras
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através da producdo de intermediarios reativos do nitrogénio, como o 6xido
nitrico (NO). Avaliando este contexto, verifica-se que a IL-12 e o IFN-y séo
citocinas chaves no processo de resposta ao T. cruzi (Michailowsky et al.,
2001). Além destas citocinas, o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) exerce
funcdo importante no processo de recrutamento e ativagdo dos componentes
celulares da resposta imune, mas também pode auxiliar o processo de
internalizacdo do T. cruzi em células ndo fagociticas (Pinto et al.,, 2011).
Evidéncias sugerem o papel ambiguo desta citocina, por se mostrar
relacionada ao controle da replicacdo do T. cruzi (Lima et al., 1997; Aliberti et
al., 2001) e também atua na inducdo da miocardite (Abel et al., 2001; Kroll-
Palhares et al., 2008).

Citocinas consideradas imunomoduladoras como a Interleucina-10 (IL-
10) e o Fator de Crescimento e Transformacao-p (TGF-B), ou ainda, citocinas
da resposta Th2, como a Interleucina-4 (IL-4), podem auxiliar o controle da
resposta imune frente a infeccéo pelo T. cruzi, ndo permitindo que ocorra uma
exacerbacdo da mesma (Soares et al., 2001; Martins et al., 2007). Neste
contexto, estudos de sobrenadante de cultura das células mononucleares do
sangue periférico de caes infectados pelo T. cruzi, e que desenvolveram a
forma cardiaca da doenca durante a fase cronica, apresentaram elevada
producdo de IFN-y e TNF-a com baixa ou nula producédo de IL-10 durante a
fase aguda (Guedes et al., 2009). O TGF-B pode ter um papel importante na
infeccdo pelo T. cruzi, contribuindo para o recrutamento de fibroblastos,
importantes no desenvolvimento da fibrose. Dessa forma, alguns trabalhos
mostraram aumento do TGF-f na circulacdo de pacientes infectados (Silva et
al., 1991; Araujo-Jorge et al., 2002) e ainda, que ha participacdo dessa citocina
no processo de invasao celular pelo T. cruzi (Ming et al., 1996). Além disso, o
TGF-B pode ser considerado modulador da resposta imune (Gazzinelli et al.,
1992; Letterio et al., 1997; Hansen et al., 1998; Martin et al., 2007). A citocina
IL-4 parece ter uma fungdo moduladora da resposta imune na infecgao
chagasica, principalmente associada a IL-10, podendo modular a produgédo do
IFN-y (Abrahamsohn et al., 2000). Estudo que avaliou a funcdo da IL-4

demonstrou, em camundongos IL-47-, um menor parasitismo e menor taxa de
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mortalidade, acompanhado do aumento do processo inflamatério, estando
presentes as células T CD4* ou CD8* (Soares et al., 2001). A IL-4 parece estar
também associada a sinalizacdo e inducdo de células B, e sua diferenciacéo
em células de memdria (Acosta-Rodriguez et al., 2001, 2004).

Além da importancia das citocinas para a resposta imune frente a
infeccdo pelo T. cruzi, algumas quimiocinas sdo apontadas como cruciais
nesse processo. Estas sdo importantes para o recrutamento e migracao de
leucdcitos para o sitio de infeccdo, aléem da ativacdo destes. As quimiocinas
CCL3/MIP-1a e CCL5/RANTES estéao relacionadas a migracdo de macréfagos
e regulacdo/ativacao de linfocitos T, respectivamente. Foi demonstrado que em
leucdcitos de pacientes chagasicos ha expressdo de CCR5, receptor de
CCL3/MIP-1a e CCLS5/RANTES (Calzada et al., 2001; Talvani et al., 2004;
Marino et al., 2004). Em camundongos CCR5” pode ocorrer a inibicdo da
migracdo de células T, aumento da parasitemia, parasitismo cardiaco e
reducdo na taxa de sobrevivéncia, e, consequentemente, aumento da
susceptibilidade a infeccao pelo T. cruzi (Machado et al., 2005; Hardison et al.,
2006). Em ratos, o bloqueio dessas duas quimiocinas e de seu receptor,
aumenta a inflamacéao e fibrose cardiaca (Roffé et al., 2010).

As células T CD4* produzem citocinas como o TNF-a e IFN-y, ambas as
citocinas sdo fundamentais na ativacdo de macréfagos e consequentemente,
auxiliam a inducdo da IL-2 que auxilia na proliferacdo das células T CD8*.
Estes eventos parecem estar relacionados ao controle da infecgdo pelo
T. cruzi, pois camundongos células T CD47 e T CD8”, sdo susceptiveis a
infeccdo (Ferraz et al., 2009). Isso pode ser devido as células T CD8", pois,
uma vez que estdo em maior quantidade no infiltrado inflamatério (Higuchi et
al., 1997), podem agir e eliminar as células infectadas através de mecanismos
apoptéticos, granzima/perforina (Muller et al., 2003) ou produzindo o IFN-y, que
pode estimular a transducao de sinal nos macréfagos iniciando a ativacdo de
enzimas, como a enzima induzivel do o6xido nitrico sintase (INOS) com
posterior producdo do NO, podendo assim controlar o parasitismo durante a
fase aguda da doenca de Chagas (Vespa et al., 1994; Aliberti et al., 1996;
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1999; Hoft et al., 2000; Martin e Tarleton, 2004; Borges et al., 2009; Silvério et
al., 2012).

Em suma, a resposta imune frente a infeccdo pelo T. cruzi, pode ser
conduzida a favor do controle da replicacdo do parasito ou a favor de sua
proliferagcdo. Os aspectos procedentes dessa dicotomia ainda permanecem
obscuros e podem estar relacionados a uma polarizagdo da resposta imune
Thl ou Th2 (Brener e Gazzinelli, 1997; Bahia-Oliveira et al., 1998, 2000;
Guedes et al., 2002; Gomes et al., 2003). Estudos demonstraram que a
presenca dos linfocitos T CD8* associada a persisténcia do parasito e seus
antigenos, sugerem a influéncia direta do parasito no desenvolvimento da
miocardite em pacientes chagasicos cronicos. Além disso, estudos por
imuno-histoquimica (IHQ) e, mais recentemente, por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) apontaram a presenca do T. cruzi como fator decisivo na
génese das lesbes cardiacas (Reis et al., 1993; Higuchi et al., 1997; Vago et al,
1996; Tarleton et al., 1999; Tarleton, 2001; Caldas et al., 2012).

Eventos inflamatorios podem iniciar a morte tecidual e,
consequentemente, um quadro imunopatogénico com a presenca de diversos
mediadores quimicos, tornando o microambiente propicio a substituicdo
tecidual. Logo, no tecido muscular cardiaco pode ocorrer proliferacdo de
fibroblastos e/ou miofibroblastos, que atuam produzindo componentes da
matriz extracelular, como o colageno, laminina e fibronectina, realizando a
substituicdo dos cardiomidcitos lesados por componentes cicatriciais e como
consequéncia deste processo, pode ocorrer perda da funcdo ou de parte da
funcdo do érgdo (Manzullo et al., 1999; Espira e Czubryt, 2009).

A avaliacdo de céaes, durante a fase aguda da infeccdo por formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) ou tripomastigotas sanguineas (TS) da cepa
Berenice-78 (Be-78) do T. cruzi, mostrou predominio de linfécitos T CD8* no
sangue periférico no grupo infectado por formas TM em relacdo ao grupo
infectado por formas TS e também em relagdo ao grupo controle ndo infectado
(NI) (Carneiro et al., 2007). Além disso, a dosagem sérica revelou maiores
niveis de NO neste mesmo grupo, infectado por formas TM. Avaliacdo das

diferentes regides cardiacas, por imuno-histoquimica, indicou maior expressao
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da enzima INOS no grupo infectado por formas TM quando comparado aos
cées do grupo NI. No entanto, no grupo infectado por formas TS ocorreu maior
processo inflamatério cardiaco em relagdo ao grupo infectado por formas TM
(Vieira et al., 2009). Apesar do maior processo inflamatério verificado no grupo
infectado por formas TS, células T CD8* predominaram nos cées infectados
por formas TM (Souza, 2010).

1.3 Principais vias de infeccdo pelo T. cruzi e suas interacfes com as

células hospedeiras

A DC é transmitida, na América Latina, principalmente por vetores
hemat6fagos dos géneros Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius, denominados
triatomineos. Nestes, o parasito apresenta uma plasticidade morfologica,
apresentando formas alongadas designadas epimastigotas, responsaveis pela
multiplicagdo do parasito no inseto vetor, e formas infectantes para o
hospedeiro vertebrado, denominadas tripomastigotas metaciclicas (TM),
encontradas na porcdo posterior do intestino do vetor. Ao realizar o repasto
sanguineo, no hospedeiro vertebrado, os triatomineos defecam nas
proximidades do local da picada e, se infectados, podem liberar o T. cruzi junto
as fezes e/ou urina. Dessa forma, os parasitos podem entrar em contato com
as células do hospedeiro vertebrado, a partir do tecido lesado pela picada ou
das mucosas adjacentes e iniciar a infeccdo (Brener, 1973).

Ao entrar em contato com as células do hospedeiro vertebrado ocorre a
internalizacdo do parasito e a mudanca morfolégica deste para formas
arredondadas, com flagelos “involuidos”, denominadas amastigotas. Estas séo
as formas que se multiplicam no interior das células do hospedeiro vertebrado,
através de sucessivas divisées binarias simples. Apds varios ciclos de
multiplicacédo, as formas amastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas
sanguineas (TS), que sao liberadas no intersticio e na corrente sanguinea
prontas para infectar outras células hospedeiras ou ainda podem ser ingeridas

pelos vetores, durante seu repasto sanguineo, completando assim o ciclo
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evolutivo do parasito. Dessa forma, nota-se um pleomorfismo deste parasito
exibido em suas formas evolutivas, as quais se encontram adaptadas aos seus
respectivos microambientes (Stuart et al., 2008).

As duas formas infectivas do T. cruzi, TM e TS, s&o capazes de infectar
potencialmente todas as células nucleadas dos mamiferos, por meio de
diversas moléculas presentes em sua membrana celular. No entanto, estas
formas apresentam variabilidades em relacdo ao processo de infeccdo, sendo
a forma TM a mais eficiente em penetrar a mucosa oral de camundongos (Hoff,
1996) e por via conjuntival em cées (Bahia et al., 2002).

As formas TM do T. cruzi, que apresentam maior capacidade infectiva,
ligam-se a superficie das células hospedeiras através de moléculas, como as
glicoproteinas gp82, oligopeptidase B, trans-sialidases e cruzipaina (Ramirez et
al., 1993; Burleigh et al.,, 1997). Estas moléculas de superficie induzem a
ativacdo de proteinas tirosina kinases (PTK), acionando mecanismos de
sinalizacao celular envolvendo a ativacdo da fosfolipase C (PLC) e geracéo de
fosfatidilinositol -3,4,5- fosfato (PIPs). Estes eventos principiam a mobilizacao
de Ca?* dos seus estoques intracelulares, tendo importante funcdo no processo
de recrutamento de lisossomos e fusdo na membrana celular. Além disso, gp82
induz o desagrupamento da actina auxiliando o processo de internalizagao
importante para algumas células nao fagociticas. (Araya et al., 1994; Burleigh e
Andrews 1995b; Giordano et al., 1999; Yoshida, 2000; Caler et al., 2000;
Yoshida, 2006).

Contudo, as formas TM, com menor capacidade de infeccdo utilizam
preferencialmente as glicoproteinas de superficie gp90 e gp35/50, ocorrendo a
interacdo parasito-célula hospedeira de maneira distinta das formas altamente
invasivas (Dorta et al.,, 1995; Malaga e Yoshida 2001). Este grupo ao usar
preferencialmente a gp35/50, ativam mecanismos de sinalizagcédo independente
de PTK e PLC e provavelmente dependente de AMPc (AMP ciclico). O Ca?*
necessario para invasado € liberado para o citosol a partir de vacuolos, os
acidocalciosomas, que contém um sistema de troca i6nica Ca?*/H*; distintos
daquele observado pelas formas TM com maior capacidade de infeccédo, que

sdo oriundos do reticulo endoplasmatico (Burleigh e Andrews, 1995a;



Souza, S.M. Introducdo

Rodriguez et al., 1995; Docampo, 1995; Burleigh et al., 1997; Paiva et al.,
1998; Neira et al., 2002; Yoshida 2006; Ferreira, 2006).

As formas TS do T. cruzi possuem moléculas em suas superficies como
as glicoproteinas da familia da gp85, que contém sitios de ligacdo para a
laminina e citoqueratina 18. As enzimas serina proteinases oligopeptidases
(POP) Tc85 e Tc80 (80kDA) hidrolisam componentes da matriz extracelular
como o colageno (tipo | e IV) e a fibronectina, auxiliando a interacdo celular
mediada principalmente por IP3 (inositol-1,4,5-trifosfato), Akt (serina/treonina
kinase) (Burleigh et al., 1998; Grellier et al., 2001; Araujo-Jorge et al., 2008) e
TGF-B. O processo de internalizacao celular em células epiteliais do pulméao é
altamente dependente do TGF-3, pois o T. cruzi € incapaz de penetrar nestas
células quando estas estdo deficientes nos receptores para o TGF-f,
confirmando a importancia desta citocina (Ming et al., 1996).

A oligopeptidase B auxilia uma importante via de sinalizagdo e interacao
com as células do hospedeiro, pois induz a mobilizacdo de Ca?*
intracitoplasmatico, mediada por IP3, em fibroblastos e cardiomiocitos (Burleigh
et al., 1998). Além desta via, a oligopeptidase B pode utilizar uma glicoproteina
de peso molecular 70 — 200kDA, membro da familia das trans-sialidases, que
conflui na mobilizacdo de Ca?* intracitoplasmatico participando assim do
processo de internalizacdo do parasito. A trans-sialidase gp85 possui ligantes
para laminina e fibronectina e possui relagdo com a via de sinalizacdo PI-3K.
Estudos mostram que tratamentos que visam bloquear a interacdo da gp85
com a laminina ou com a fibronectina, diminuem o processo de penetracéo das
formas TS do T. cruzi na célula hospedeira (Todorov et al., 2000; Yoshida,
2006).

Reconhecendo o0s principais pontos que distinguem as formas
infectantes do T. cruzi e suas interacdes distintas com as células do
hospedeiro, pode-se inferir a respeito das alteracbes provocadas por essas
formas infectantes sobre os parametros parasitolégicos, imunolégicos e

patolégicos, que podem refletir na evolugéo clinica da doenca.
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1.4 A azatioprina e o curso da infec¢cdo chagasica

Dentre os farmacos utilizados no intuito de controlar a resposta imune
frente a uma situacado de transplantes de érgdos, tem-se a Azatioprina (AZA).
Sua principal atividade farmacolégica (Figura 1) deve-se a incorporagdao do
metabolito ativo, 6-tioguanina (6-TGN) ao DNA das células. Este metabdlito
ativo possui estrutura analoga as bases puricas, adenina e hipoxantina. A AZA
€ uma pro-droga de absorcdo oral, que pode ser convertida em
6-mercaptopurina (6-MP) através de uma clivagem néao enzimatica dependente
da glutationa S-transferase (GSTs). A 6-MP € metabolizada pela
tiopurinametiltransferase (TPMT) ao metabdlito inativo 6-metilmercaptopurina
(6-MMP) ou pela xantina oxidase (XO) no metabdlito inativo acido 6-tiourico (6-
TU). A 6-MP, competitivamente, pode ser metabolizada por processo
enzimatico sequencial nos seus potenciais metabdlitos ativos, os nucleotideos
6-TGN (Mahadevan et al., 2002; Neto et al., 2008).

Hepatotoxiciade cD28 X B-TGTP

FN
H,C—H
——na, TAUT » B-TGDP | Mielossupressdo
/IS\ HE T
N G-MeTIMP
" “j N ”“/L"*rNQ‘T B-TGMP
S GaTs l%N/ = TRNT » 1
Sk ationg HPAT
> » BTIMPYEH g e — 2,
l +— X0 HART I
Mitro-imidazol b=y

6-TU

SH
o
S
Alopurinol W ~ 7 N

AZA: azatioprina; GSTs: glutationa S-transferases; 6-MP: 6-mercaptopurina; TPMT: tiopurina metiltransferase; 6-MMP: 6-
metilmercaptopurina; 6-TU: acido 6-tiolrico; XO: xantina oxidase; HPRT: hipoxantina-fosforibosil transferase; 6-TIMP: 6-tioinosina
monofosfato; 6-MeTIMP: 6-metiltioinosina monofosfato; IMPDH: inosina-5-monofosfato desidrogenase; 6-TXMP: 6-tioxantosina
monofosfato; GMPS: guanidina 5-monofosfato sintetase; 6-TGN: 6-tioguanina; 6-TGMP: 6-tioguanina monofosfato; 6-TGDP: 6-
tioguanina difosfato; 6-TGTP: 6-tioguanina trifosfato.

Figura 1: Esquema representativo do metabolismo da Azatioprina. (Extraido do artigo de Neto
et al., 2008).

11



Souza, S.M. Introducdo

Alguns aspectos das fungbes terapéuticas da AZA permanecem
obscuros devido ao seu complexo metabolismo e do polimorfismo genético da
enzima TPMT. Evidéncias sugerem que esses efeitos estejam relacionados a
inibicdo da sintese dos nucleotideos purina, com inibicdo da sintese de DNA e,
consequente, reducdo da divisao e proliferacdo celular. Estes eventos
induziriam a inibicdo da reacdo linfocitaria através dos antigenos de
diferenciacdo de célula T, o receptor B7 (antigeno CD80) o qual modula a
ativacdo de célula T, e, consequentemente a reducdo da citotoxicidade
dependente de linfécitos (pode atuar também sobre as células NK). Mais
recentemente, relatou-se que os analogos da purina induzem também a
apoptose de células T, mecanismo responsavel pelo uso desse farmaco para o
tratamento de doencas inflamatorias como a doenca de Crohn (Huibregtse et
al., 2007; Neto et al., 2008).

Os mecanismos também podem estar relacionados ao sitio de
co-estimulacdo CD28, sendo que esse ligante pode aumentar no recrutamento
de PI3K levando a ativacdo da proteina kinase atk/PKB (proteina quinase B).
Outro mecanismo de acao pode estar relacionado a regido YMNM e CD28, que
medeiam a interagdo com GRB (receptor do fator de crescimento), sendo que a
interacdo GRB e CD28 ativa GTPase Racl via troca de fator Vav (fator de troca
de nucleotideo guanina para as GTPases Rac e Rho) e adaptador de proteina
SLP-76 (proteina de leucdcitos de 76kD). A ligacdo ao CD28 leva ao aumento
do fator de transcricdo NF-kB e do fator nuclear de ativagdo de células T
(NFAT) (Maltzman e Koretzky, 2003; Visse et al.,, 2003). Estudos com
camundongos transgénicos CD287 tém mostrado que a regido YMNM é
importante para regulacdo do gene Bcl-xl (linfoma de células B — extragrande)
e estimulacdo do CD28/TCR (receptor de células T) (Burr et al., 2001;
Okkenhaug et al., 2001).

Dessa forma, os efeitos da AZA podem levar a um desequilibrio da
resposta imune celular promovida pelas células T, gerando na infeccdo pelo
T. cruzi, o favorecimento da proliferacdo parasitaria e, consequentemente, uma

piora clinica no individuo acometido por esse parasito.
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Os fatores que levam as alteragBes no sistema imune sdo diversos, e
alguns podem facilitar a disseminacdo do T. cruzi e seu estabelecimento,
podendo assim agravar o quadro clinico do individuo infectado. O quadro de
infeccdo associado a alteracdes imunes pode ocorrer através de uma
variedade de condi¢des, incluindo o tratamento com drogas para a prevencgao
de rejeicbes em individuos transplantados (Almeida et al., 1996; Couto et al.,
2001; Campos et al.,, 2008), doencas imunossupressoras, tais como a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e leucemia (Sartori et al.,
1998a,b) ou individuos submetidos a quimioterapias (Ferreira et al., 1997).
Nestas situacdes, individuos na fase cronica da infec¢cdo chagasica, podem
apresentar sinais caracteristicos de fase aguda (Amato et al., 1997a,b; Ferreira,
1999; Ramos Jr et al., 2010).

1.5 O modelo canino no estudo da doenca de Chagas

Uma das grandes dificuldades no estudo da DC estava relacionada a um
modelo que reproduzisse 0os mecanismos patogénicos observados em seres
humanos. Neste contexto, o cdo (Canis familiaris) demonstrou ser um bom
modelo para este estudo, pois este animal apresenta diversos aspectos
relacionados a doenca humana, como susceptibilidade a infeccdo e
manifestacfes de fase aguda e crénica, sendo possivel reproduzir as formas
anatomoclinicas aguda sintoméatica, indeterminada e crbnica cardiaca e
descompensada fibrosante (Andrade e Andrade, 1980; Tafuri et al., 1987; Lana
et al., 1992; Caliari et al., 1995; Bahia et al., 2002; Veloso et al., 2008; Guedes
et al., 2004, 2007, 2008, 2009), como observadas em humanos (Chagas, 1909;
Laranja, 1953; Bambirra, 1982).

A cardiopatia chagasica é um dos principais fatores que leva o individuo
ao Obito. Um modelo que reproduza este quadro é de suma importancia para
elucidar os mecanismos imunopatogénicos da DC. Lana et al. (1992 e 1998)
observaram cardiopatia em todos os cdaes infectados pela cepa Be-78 do
T. cruzi, necropsiados entre 92 e 864 dias apds o indculo. Dessa forma, o céo

se mostrou como excelente modelo para o estudo da DC, além de apresentar
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resposta semelhante a humana frente ao tratamento com o benzonidazol
(Guedes et al., 2002).

Dessa forma, os resultados desses trabalhos tém colaborado com a
pesquisa em DC, como forma de sugerir proximidades entre a imunopatologia
do cdo e a humana, fomentando o conhecimento, j& que o cao se consolidou

como um excelente modelo para o estudo da infeccdo chagasica.
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Nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa tem buscado esclarecer
alguns aspectos da DC modelo canino por diferentes formas de infeccdo do T.
cruzi. Resultados de amostras do sangue periférico de cées infectados com as
formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi, analisadas por citometria de fluxo,
mostraram aumento no percentual dos linfocitos T CD8* no sangue periférico
dos animais infectados pelas formas TM (Carneiro et al., 2007). Avaliacado do
perfil de imunoglobulinas constatou maiores niveis séricos das imunoglobulinas
no grupo infectado por formas TS em relacdo ao grupo infectado por TM
(Coura Vital et al., 2008). Analises destes mesmos grupos de animais
evidenciaram maior producdo de Oxido nitrico sérico e maior expressdo da
enzima induzivel do 6xido nitrico (iNOS) no tecido muscular cardiaco do grupo
infectado por formas TM (Vieira et al., 2009). Enquanto que resultados por IHQ
no étrio direito (AD) e septo interventricular (Sl) dos cées infectados por formas
TM, mostraram aumento de células T CD8* no coracdo destes animais em
comparacao aos grupos TS e NI (Souza, 2010).

O conhecimento sobre a infec¢cdo chagésica associada ao efeito de
farmaco que alterem a resposta imune no modelo cao é escasso e os dados
referentes as alteracdes imunoldgicas promovidas por farmacos sao oriundos
de relatos de cassos de individuos submetidos a transplantes de érgaos e,
consequentemente, submetidos a protocolos imunossupressivos (Amato et al.,
1997). Dessa forma, ha necessidade da realizacdo de estudos para desvendar
0s quadros inerentes as alteracfes imunoldgicas em relacdo as diferentes
formas de infeccdo pelo T. cruzi, e em paralelo mostrar a identificacdo das
alteracbes que porventura possam ser evidenciadas através do uso de
farmacos que levem a alteracbes do sistema imune. Este estudo, por sua vez,
auxiliard o melhor entendimento dos aspectos intrinsecos as respostas e as
alteracdes imunes frente a infeccdo chagésica, principalmente em pacientes
que fazem uso da Azatioprina ou mesmo em casos de co-infeccbes entre
T. cruzi e quaisquer outras enfermidades que possam levar a quadros que

alterem o sistema imune, como a leucemia e AIDS.

16



3. Objetivos



Souza, S.M. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imunopatoldgica cardiaca durante a fase aguda da
infeccdo de cades por formas tripomastigotas metaciclicas ou sanguineas da

cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, frente ao efeito da Azatioprina.

3.1.1 Objetivos especificos

3.1.1.1 Qual o perfil imunopatoldgico cardiaco na infec¢cdo de cdes por formas
tripomastigotas metaciclicas e sanguineas?

3.1.1.2 Quais as alteragBes no perfil imunopatolégico cardiaco relacionadas a
infeccdo de cédes por formas tripomastigotas metaciclicas e sanguineas
submetidos ao tratamento com a Azatioprina?

3.1.1.3 Qual o impacto do tratamento com a Azatioprina sobre o curso da
infeccdo de caes por formas tripomastigotas metaciclicas e sanguineas?
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Para responder 0os questionamentos anteriores, realizou-se:
Avaliacao qualitativa e quantitativa no tecido muscular cardiaco do (a):
Parasitismo;
Processo inflamatorio;
Fibrose.
Quantificacdo da expressdo relativa de mRNA no tecido muscular
cardiaco das (0s):
Citocinas:
Pré-inflamatérias: IL-12p40, TNF-a e IFN-y;
Th2: IL-4;
Imunomodulatérias: TGF-B1 e IL-10;
Enzima: INOS;
Quimiocinas: CCL3/MIP-1a e CCL5/RANTES;

Receptores: CCR5 e Toll-like (TLR2, TLR4 e TLR9).
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Material e métodos

Obtencéo da ninhada
Vacinacéo séxtupla 30, 50, 70 e 90 dia
Vermifugagéo 15, 30 e 45 dias

Cées Nao Infectados (NI) n=8

Cées infectados por formas
[Tripomastigotas Metaciclicas (TM) n=8

Cées infectados por formas
Tripomastigotas Sanguineas (TS) n=8

Azatioprina Azatioprina Azatioprina
n,\i|4 NIA I_’\fl TMA :_54 TSA
B n=4 - n=4 B n=4

]
Necropsia e coleta do tecido muscular cardiaco (Atrio Direito)
42 dias ap6s inéculo (tratamento com a Azatioprina)
]
(gRT-PCR: Carga parasitaria
|

Morfometria: Processo inflamatério e Fibrose

gRT-PCR:
Citocinas: IL-12p40, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10 e TGF-B1
Enzima: iINOS
Quimiocinas: CCL3/MIP-1 e CCL5/RANTES

Receptores:CCR5, TLR2, TLR4 e TLR9

Andlises estatisticas

Figura 2: Delineamento experimental contendo a distribuicdo dos animais nos seis
grupos experimentais e metodologia utilizada. NI: N&o Infectado, TM: infectado por formas
Tripomastigotas Metaciclicas, TS: infectado por formas Tripomastigotas Sanguineas, NIA: Nao
Infectado e tratados com a Azatioprina, TMA: infectado por formas Tripomastigotas
Metaciclicas e tratados com a Azatioprina e TSA: infectado por formas Tripomastigotas
Sanguineas e tratados com a Azatioprina.
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4.1 Atividades previamente realizadas

4.1.1 Animais

Foram utilizados 24 cées jovens sem raca definida, de ambos 0s sexos
(doze machos e doze fémeas), procedentes do Setor de Criacdo de Cées do
Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

Durante o periodo de amamentacéo realizou-se o controle de endo e
ectoparasitoses. Aos 30, 50, 70 e 90 dias de idade os animais foram vacinados
pela via subcutanea no dorso anterior, com a vacina Vanguard HTLP5/CV-L
Laboratério Pfizer LTDA, contra Parvovirose, Cinomose, Leptospirose canina,

Coronavirus, Adenovirus Tipo 2 e Parainfluenza.

4.1.2 In6culo

Aos quatro meses de idade, os animais foram distribuidos em seis
grupos experimentais: nao infectados (NI, n=4), ndo infectados e tratados com a
Azatioprina (NIA, n=4), infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM,
n=4), infectados por formas tripomastigotas metaciclicas e tratados com a
Azatioprina (TMA, n=4), infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS,
n=4) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas e tratados com a
Azatioprina (TSA, n=4) (Figura 02). Para o inéculo dos animais, foram utilizadas
2000 formas TM ou TS por quilograma (kg) de massa corporal dos caes.

Formas TM foram obtidas de ninfas de Triatoma infestans, e as formas
TS foram obtidas de camundongos. Ambas as formas de infec¢éo séo oriundas da
cepa Be-78 do T. cruzi. Esta cepa foi isolada por xenodiagnéstico em 1978 (Lana e
Chiari, 1986) da paciente Berenice, considerada o primeiro caso humano da

doenca descrito na literatura (Chagas, 1909).
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4.1.3 Tratamento com a Azatioprina

Os céaes dos grupos NIA, TMA e TSA receberam AZA 2mg/Kg pela via
oral (Rinkardt et al., 1999), todos os dias a partir do dia do in6culo, até o 42° dia,

culminando com a necropsia dos caes.

4.1.4 Necropsia, coleta e fixacao

Apébs 42 dias do in6culo, os cées foram eutanasiados (0,5 ml/Kg por via
endovenosa de tiopental sédico — 0,03g/ml de solugéo salina 0,8%) com posterior
necropsia e coleta dos fragmentos de diferentes tecidos, sendo estes fixados em

formol a 4% em pH 7,2 - 7,4 ou criopreservados em freezer -80°C.

4.2 Atividades realizadas neste estudo

4.2.1 Extracao de DNA

Os fragmentos do AD, previamente armazenados a -80°C, foram
cortados com auxilio de lamina de bisturi, pesados, obtendo-se fragmentos de
aproximadamente 30 mg. As amostras foram transferidas para tubos de 1,5 ml e
em seguida foram realizados os procedimentos de extracdo do DNA utilizando o kit
Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), seguindo
as recomendacfes do fabricante com algumas modificacGes: foram adicionadas
aos tubos, contendo os tecidos, 500 uL de solugao de lise nuclear e mantido em
gelo por 2 minutos. Apés homogeneizacéo por inversdo dos tubos, foi adicionado
30 uL de Proteinase K (Sigma-Aldrich®, USA) na concentracdo de 20 mg/ml. Estes
foram mantidos overnight em banho seco a 55°C. Apds este periodo, foram
adicionados 3 uL de RNAse e as amostras foram incubadas por 30 minutos em
banho seco a 37°C. ApoGs incubacgéo, os tubos foram mantidos em temperatura
ambiente por 5 minutos e foram adicionados 200 uL de solugao de precipitagcéo de
proteinas. Com o auxilio do vortex (Vision Scientific®, Korea), as amostras foram

homogeneizadas por 20 segundos e posteriormente centrifugadas por 5 minutos a
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16.000 g (Microcentrifuga Eppendorf®- Modelo 5418, NY, USA). Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 600 pL de isopropanol
(Merck®, Darmstad, Alemanha). Esse tubo foi entdo homogeneizado e
centrifugado por 1,5 minutos a 16.000 g. Ap6s centrifugacéo, foi descartado o
sobrenadante e adicionado 200 yL de solugdo de etanol 70% (Merck®, Darmstad,
Alemanha). Posteriormente foi realizada uma nova centrifugacdo a 16.000 g, e
novamente descartado o sobrenadante. Os tubos foram mantidos abertos para
evaporacao do etanol 70% remanescente e em seguida foram adicionados 100 pL
de solucdo de hidratagdo. O DNA permaneceu reidratando por 24h a temperatura
ambiente e posteriormente foi realizada a dosagem do DNA em
nanoespectrofotdmetro (Nanodrop®, GE Healthcare, USA). Apdés a dosagem as

amostras foram armazenadas a -20°C até o momento da analise por qRT-PCR.

4.2.2 Curva padréo e determinacao da carga parasitaria por gRT-PCR

Para realizar a quantificacdo dos parasitos por qRT-PCR, fez-se
necessario realizar uma curva padrao para determinar o nimero de copias do DNA
do parasito. Para tal, utilizou-se epimastigotas da cepa Y do T. cruzi, crescidas em
meio de cultura, até atingir o nimero de 1 x 108 parasitos, os quais foram
submetidos ao protocolo de extracdo de DNA (conforme descrito acima). Em
seguida, a concentracdo e a qualidade do DNA obtido foram determinadas por
espectrofotometro (Nanodrop, a GE Healthcare Products) e em cada reacao de
gRT-PCR foram utilizados 10 yL da amostra extraida, contendo 50 ng de DNA
gendmico e 5 yL de SYBR Green PCR Mastermix (Applied Biosystems). Os
iniciadores para o DNA do T. cruzi foram: TCZ - F 5 -
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC - 3 ', em que M = Aou C, e TCZ - R 5" -
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3'; amplificando um fragmento de 182 pb
(Cumming e Tarleton, 2006). Cada placa de reacdo de 96 pocos continha a curva
padrao, criada a partir de uma solugéo obtida pela extragdo na concentracdo de 1
x 108 epimastigotas da cepa Y do T. cruzi. Dessa solugcdo, procederam-se
diluicdes seriadas em agua (1:10) para obter os pontos da curva, que € medida a

partir de DNA equivalente a 1 x 10° até um parasito. A placa continha controles
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hY

negativos que foram submetidos & reacdo com os iniciadores especificos do
T. cruzi e AD de cdo NI; também foram utilizados como controle negativo da
reacdo pocgos com iniciadores especificos do T. cruzi e Agua, sem a presenca de

DNA. Cada amostra de DNA foi quantificada em triplicata.

4.2.3 Técnicas histoldgicas

4.2.3.1 Coloracéo pela Hematoxilina Eosina

Para a quantificagdo do processo inflamatoério, os cortes histologicos do
AD foram desparafinizados em duas trocas de xilol, hidratados em concentracfes
decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e entdo lavados em agua corrente. Em
seguida, foram corados pela Hematoxilina de Harris por 10 minutos e lavados em
agua corrente, para retirada do excesso do corante. Os cortes foram diferenciados
em alcool acidulado (100 ml de &lcool absoluto e 10 gotas de acido cloridrico) e
novamente lavados em &gua corrente para evitar acidificacdo excessiva.
Posteriormente, foram corados pela Eosina, por 30 segundos. Apés a Ultima
lavagem em A&gua corrente, foram desidratados em dois banhos de 4alcool
absoluto, levados a estufa a 56°C para secagem e montados com laminula e

Entellan.

4.2.3.2 Coloragéao pelo Tricromico de Masson

Para a quantificacdo do tecido conjuntivo fibroso, as laminas contendo
os cortes histolégicos do AD foram desparafinizados em duas trocas de xilol,
hidratados em concentracdes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e entdo
lavados em agua corrente. Em seguida, foram corados pela Hematoxilina de Harris
por 30 segundos e lavados em agua corrente (5 minutos) para retirada do excesso
do corante. Os cortes foram corados pela solugdo numero | (Sudam Il — em
solucéo alcodlica a 1% - mais fucsina acida — solucdo aquosa a 1% - e acido
acético glacial) por 1 minuto e em seguida foram lavados em agua corrente por 30

segundos. Gotejou-se a solugdo numero |l (acido fosfotangstico, acido

25



Souza, S.M. Material e Métodos

fosfomolibdico e agua destilada) sobre os cortes histolégicos por 10 minutos,
seguidos de lavagem em agua corrente por 30 segundos. Aplicou-se a solucao
namero 1l (azul de anilina, agua destilada e acido acético glacial) por 5 minutos,
com posterior lavagem em agua corrente por 30 segundos, os quais foram
desidratados, em dois banhos de &lcool absoluto e levados a estufa a 56°C para

secagem e montados com laminula e Entellan.

4.2.3.3 Quantificacdo morfométrica do processo inflamatério e do

tecido conjuntivo fibroso

Os fragmentos do AD dos cédes foram avaliados através da analise
morfométrica das laminas submetidas as técnicas de coloracédo pela Hematoxilina
e Eosina (HE) ou Tricromico de Masson. As imagens foram visualizadas e
capturadas através da objetiva de 40x e ocular de 10x do microscopio Leica
DM5000B, e foram digitalizadas pela camara Leica DFC340 FX e o programa
Leica Application Suite (Versdo 2.4.0 R1). Para a andlise das imagens obtidas
utilizou-se o programa Leica QWin V3. Para analise do processo inflamatoério
foram capturadas 15 imagens (campos) aleatérias em uma area total percorrida
igual a 1,125 x 10° um? as quais foram submetidas a quantificacdo semiautomatica
dos nucleos celulares (Maltos et al.,, 2004; Pacheco et al., 2007). Para a
neoformacédo de colageno (tecido conjuntivo fibroso) foram utilizadas 20 imagens
em uma area de 1.5 x 108 ym?, sendo que a area ocupada pelo tecido conjuntivo
fibroso dos cortes histoldgicos corados pelo Tricromico de Masson foi quantificada
através dos pixels contendo tons de cor azul, os quais foram selecionados para a
criacdo de uma imagem binaria e estes tons azuis foram posteriormente utilizados

para o célculo da area total ocupada por fibrose, conforme equacgfes abaixo:

Area do colageno
Porcentagem de colageno = - - - - X 100
Area do colageno + Area do tecido
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Percentual do colageno x Area do
100

Colageno acertado =

4.2.3.4 Reacdo de Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) foi utilizada para a analise
qualitativa do parasitismo no AD dos cées infetados por formas TM ou TS da cepa
Be-78 do T. cruzi. Para tal, as laminas foram desparafinizadas em duas trocas de
xilol, hidratadas em concentracfes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e
entdo lavadas em agua corrente. Apés hidratacdo (5 minutos), as laminas foram
imersas por 5 minutos em PBS (Phosphate Buffer Saline) pH 7,2 - 7,4. Em
seguida, procedeu-se o0 bloqueio da peroxidase enddgena por imersdo dos cortes
histolégicos por 30 minutos em PBS/Peréxido de Hidrogénio 30% (1:10) a
temperatura ambiente, e em seguida as laminas foram imersas em 3 banhos de
PBS (5 minutos cada). Realizou-se bloqueio dos sitios inespecificos com soro
normal de cabra diluido em PBS na propor¢éo de 1:50, sendo os cortes incubados
em camara Umida a temperatura ambiente (30 minutos).

AplOs essa etapa, os cortes foram incubados com o0s anticorpos
primarios (Anti-T. cruzi — produzido pelo Laboratério de Imunopatologia, na diluicdo
de 1:1000 em PBS/Albumina 0,1%) durante 16-18 horas em camara Umida (2—
8°C) e posteriormente receberam 3 banhos em PBS (5 minutos cada). Em
seguida, adicionou-se o anticorpo secundario (Anti-IgG de coelho, produzido em
cabra e diluido em PBS/Albumina 0,1% na proporcédo de 1:200) por 30 minutos em
camara Umida a 37°C, seguido de 3 banhos em PBS (5 minutos cada). Aplicou-se
entdo o complexo peroxidase-antiperoxidase (PAP — SIGMA - diluido na
proporcao de 1:250 em PBS/Albumina 0,1%) onde os cortes foram incubados em
camara umida por 30 minutos a 37°C, seguido de 3 banhos em PBS (5 minutos
cada).

A marcacado celular foi revelada pela acdo da enzima peroxidase, que

age sobre o seu substrato 3.3’-diaminobenzidine (DAB), formando um precipitado
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sobre a célula que contém o epitopo alvo da marcacdo do anticorpo primario,
usado na imunomarcagéo. Para tal reacéo, utilizou-se 500 ml de PBS (phosphate
buffer saline — pH 7,2 - 7,4) para 100 mg de DAB, a solucéo foi filtrada em papel
filtro e acrescida de 1 ml de peroxido de hidrogénio 30% na cuba usada para a
revelacdo. Os cortes foram imersos nesta solugdo (5 minutos) a temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas permaneceram (5 minutos) imersas em agua
corrente com o objetivo de bloquear a acédo da enzima peroxidase. Para contraste,
utilizou-se Hematoxilina de Harris (5 segundos) e novamente os cortes foram
imersos em &gua corrente (5 minutos), imersos em alcool absoluto (1 minuto),
levados a estufa de secagem (56°C) e montados com Entellan e laminula. As
laminas foram entdo analisadas e regifes representativas foram visualizadas e
capturadas através da objetiva de 40x e ocular de 10x do microscopio Leica
DM5000B, e foram digitalizadas pela camara Leica DFC340 FX e o programa
Leica Application Suite (Versao 2.4.0 R1).

4.2.4 Analise da expressao génica pela qRT-PCR

4.2.4.1 Extracao e purificacdo do RNA total das amostras de tecido

Fragmentos do AD, de massa entre 20-30 mg, foram imersos em 1,0 ml
de TRIzol® Reagent (Invitrogen Sado Paulo, SP, Brasil) em tubo de 1,5 ml e
macerados utilizando o aparelho Politron (Modelo OV5, VELP) até total
fragmentacdo do tecido. Para assegurar a pureza do material, os instrumentos
utilizados no processo de maceracao foram lavados com agua tratada com Dietil-
Pirocarbonato (DEPC) e posteriormente limpos com gaze embebida em removedor
de nucleases (RNAses) RNAse Away (Invitrogen, Sdo Paulo).

Apés a maceracao, o conteudo foi transferido para tubos de 1,5 ml e
incubado por 30 minutos a temperatura ambiente para permitir a completa
dissociacdo dos complexos de nucleoproteinas. Em seguida, foram adicionados

0,2 ml de cloroférmio (Sigma, St. Louis, MO, USA) para cada 1,0 ml de TRIzol nos
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tubos contendo o homogeneizado. Subsequentemente foram fechados e agitados
vigorosamente por 15 segundos e incubados por 7 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 g em
Microcentrifuga (Centrifuga 5418, Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a temperatura
ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml, seguido da
adicdo de 450 pL de etanol 95% v/v (preparado com agua tratada com DEPC) e
homogeneizado para que ocorresse a precipitacdo do RNA total.

Utilizou-se o kit de extracdo de RNA total (SV total RNA Isolation System
- Promega, Madison, WI, USA) para purificagdo do RNA total contido na amostra,
no entanto procederam-se algumas adequacdes descritas a seguir: a fase aquosa
que foi homogeneizada com etanol, contendo o RNA foi transferida para o spin
basket acoplado ao tubo coletor de 2,0 ml e centrifugado a 12.000 g por 2 minutos
em Microcentrifuga. Foram adicionados 600 pL de solucéo de lavagem (SV RNA
Wash Solution) e em seguida centrifugado a 12.000 g por 2 minutos. Em seguida,
as amostras de RNA foram tratadas com DNase, assegurando a auséncia de
contaminacédo por DNAg (DNA genémico). Posteriormente, foram adicionados 200
uL de SV DNAse Stop Solution para inibir a atividade enzimatica da DNAse. O
tubo foi entdo centrifugado a 12.000 g por 2 minutos e o liquido contido no tubo
coletor foi descartado. Foram adicionados 600 pL de solugéo de lavagem (SV RNA
Wash Solution) e centrifugados por 12.000 g por 2 minutos. Foram acrescentados
250 pL da solucéo de lavagem (SV RNA Wash Solution) seguido de centrifugacao
a 14.000 g por 3 minutos. O spin foi transferido para um tubo de eluicdo e foram
adicionados 100 uL de agua livre de nuclease, seguido de centrifugacéo a 12.000

g por 2 minutos. Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer -80°C.

4.2.4.2 Dosagem, avaliacdo do grau de pureza e integridade do RNA

As amostras de RNA extraidas foram dosadas no equipamento
Nanovue® (GE Healthcare, Reino Unido) utilizando 2 yL de RNA e o grau de
pureza em relacdo a presenca de proteinas foi avaliado utilizando a relagdo dos
valores de absorbancia obtidos a 260 e 280 nm. O grau de contaminacé&o por fenol

foi avaliado pela absorbancia a 320 nm. As amostras que apresentaram
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absorbancia 260/280 nm acima de 1,8 foram consideradas com grau de pureza
satisfatorio. Em seguida, procedeu-se a realizacdo do gel de agarose a fim de

verificar a integridade das amostras de RNA extraido (Figura 3).

™ NI TS

28s b b b B W

18s :

Figura 3: Gel de agarose a 1,2%, representativo da integridade das amostras de RNA
extraidos. Verificam-se as bandas integras referentes as subunidades ribossémicas 28s e 18s,
respectivamente.

4.2.4.3 Sintese da 12 fita de DNA complementar — cDNA

Para a sintese da primeira fita de cDNA, utilizou-se do kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Adicionou-se em tubol,0 ug de RNA total presente em um volume final maximo de
10 pyL. Em seguida, foram adicionados 10 yL do mix de transcricdo reversa em
todos os tubos contendo RNA, e estes foram colocados no termociclador Veriti™
Termal Cycler (PE Applied Biosystems) nas seguintes condi¢c@es: um ciclo de 10
minutos a 25°C, um ciclo de 120 minutos a 37°C, um ciclo de 15 segundos a 85°C
e um ciclo de 5 minutos a 10°C, sucessivamente. Finalizado, os tubos foram

armazenados a temperatura de -20°C.
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4.2.4.4 Deteccéo dos niveis de citocinas, iINOS, quimiocinas, CCR5 e
receptor Toll-like por gRT-PCR

Para avaliar a expressdo génica no AD, foram utilizados 3 pL dos
primers na concentracdo de 2,5 pM, cinco yL de SYBR™ Green, 2 uL de cDNA
diluido 5 vezes com &gua livre de DNAse, totalizando o volume final de 10 pL.

O experimento foi realizado em triplicata para todos os genes, com a
presenca do gene constitutivo, o Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
na mesma placa que os genes avaliados. Os resultados seréo expressos pelo
método 2-4Ct = 2-(Ct Gene alvo - Ct GAPDH) - g valores obtidos pelo método 2-2Ct foram
multiplicados por 1000. Dessa forma, impetramos numeros inteiros e positivos,

auxiliando a visualizacéo e analise dos resultados.

4.2.4.5 Sequéncia dos primers

Para realizar a gRT-PCR, foram empregados primers (Tabela 1)
desenhados nas sequéncias Forward (F) e Reverse (R) (software Gene Runner -
versao 3.05, 1994).
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Tabela 1. Sequéncias dos primers forward e reverse referente aos genes
avaliados, contendo sua respectiva funcao

Gene Sequéncia de nucleotideos (5’ — 3’) Funcéo
GAPDH F: 5 —CTA CCC ACG GCAAATTCC -3 Constitutivo
R: 5 — ACT CAG CAC CAG CAT CAC -3
IL-12p40 F: 5 — CAG CAG AGA GGG TCAGAG TGG -3 Citocina
R: 5 - ACG ACC TCG ATG GGT AGG C -3
TNF-a F:5 -CGTCCATTCTTG CCC AAAC-3 Citocina
R: 5 — AGC CCT GAG CCCTTAATTC-3
IFN-y F:5 -TCAACC CCT TCT CGC CACT -3 Citocina
R:5 -GCT GCC TACTTG GTCCCTGA-3
IL-10 F:5 - AGAACC ACG ACCCAGACATC-3 Citocina
R: 5 —-CCACCGCCTTGCTCTTATTC -3
TGF-B F: 5 - AGG ATC TGG GCT GGAAGT G -3 Citocina
R:5 - CGG GTT GTG CTG GTT GTA-3
L4 F:5 — CAC CTC CCAACT GATTCCAA-3 Citocina
R:5 —CTC GCT GTG AGG ATG TTC AA-3’
iINOS F: 5 — GCCCTGTGCCTCGGATAATC — 3’ Enzima
R: 5 — CCACGGAAGAAGTTAAAGTTG -3’
CCL3/MIP-1a F: 5 -GTC TCCAAGC AGATTCCA-3 Quimiocina
R:5 - CTG GTC TCAAAG CAGTC -3
CCL5/RANTES F: 5 —TTC TAC ACC AGC AGC AAG -3 Quimiocina
R: 5 —TTC TAC ACC AGC AGC AAG -3’
CCR5 F:5-TCCTTCTCC TGAGACCCTT -3 Receptor
R: 5 — CCC GAC GAA AGC ATAGAT-3%
TLR2 F:5 - CCT CTC GGT GTC GGAATGTC -3 Receptor Toll-like
R: 5 — ATG GAA ACG GTG GCACAG -%
TLR4 F:5-CTCCTGTGGTGCTTCTTGC-3 Receptor Toll-like
R: 5 — TGA ATC ATC CGC CCT TAG -3
TLR9 F:5 -TGC GGC GTCTCAATCTCA-3 Receptor Toll-like
R: 5 - AGG AAG GTGTTGGGC TCAA-3
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5. Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote de software
Prism 5.0 (Software Prism, Irvine, CA, EUA). Kruskal-Wallis e pés-teste de
Dunn foram utilizados para comparar os diferentes grupos. O teste de Mann-
Whitney foi utilizado para determinar as diferencas em relacdo ao parasitismo
tecidual entre os grupos infectados e/ou infectados e tratados com a
Azatioprina, sendo que a andlise de correlacdo foi realizada através da
correlacdo de Spearman para investigar o0 parasitiSmo versus processo
inflamatorio e parasitismo ou o processo inflamatério versus expresséao relativa
de mRNA de citocinas, quimiocinas e receptor CCR5 assim como dos
receptores Toll-like. Os valores foram expressos como mediana + erro padrao.
Em todos os casos as diferengcas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p < 0,05.
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6.1 Aspectos qualitativos e quantitativos do parasitismo no Atrio Direito
por IHQ e gRT-PCR

Os aspectos qualitativos e quantitativos do parasitismo no fragmento AD
dos cées infectados por formas TM ou TS, da cepa Be-78 do T. cruzi estédo
mostrados na Figura 4. Em A tem-se fotomicrografias de cortes histologicos
submetidos a técnica de imuno-histoquimica, como forma de mostrar o0s
aspectos qualitativos observados entre as duas formas de infeccao,
ressaltando o maior nimero de parasitos nos cées infectados por formas TS
em relacdo aos caes infectados por formas TM. A quantificacdo da carga
parasitaria foi determinada através do numero de copias de DNA do T. cruzi
utilizando gRT-PCR. Na Figura B, observa-se 0 maior niumero de coOpias do
DNA do T. cruzi nos cdaes infectados por formas TS comparado aos cées
infectados por formas TM (p < 0,05), o que corrobora o observado na analise

qualitativa do parasitismo tecidual.
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Figura 4: Analise qualitativa e quantitativa do parasitismo no Atrio Direito (AD) de caes
infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, eutanasiados com a
mesma faixa etdria durante a fase aguda. (A) Fotomicrografias de cortes histoldgicos do
tecido muscular cardiaco submetido a técnica de imuno-histoquimica evidenciando os aspectos
qualitativos. (B) Quantificacdo do nimero de cépias dos parasitos em 50ng de DNA detectado
por gqRT-PCR. Linhas conectoras indicam diferengas significativas (p<0,05). Os valores séo
expressos como mediana * erro padrao.
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6.2 Aspectos qualitativos e quantitativos do processo inflamatério no
atrio direito em cortes histolégicos corados pela hematoxilina e eosina

Estdo apresentadas na Figura 5 as analises, qualitativa e morfométrica,
do processo inflamatorio no AD de cortes histolégicos corados pela HE de caes
NI, infectados por formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi. Na Figura 5A,
observam-se os aspectos histologicos compativeis com quadro de normalidade
no grupo NI, assim como nos cortes histoldgicos dos cées infectados por
formas TM. Entretanto, nos cées infectados por formas TS, nota-se destruicao
das fibras musculares cardiacas, isso devido ao elevado niumero de células
inflamatoérias. A Figura 5B apresenta o resultado obtido pela quantificacao
morfométrica dos ndcleos celulares, onde se evidencia o processo inflamatorio
presente nos cortes histolégicos. Dessa forma, constata-se o aumento do
processo inflamatorio nos cées infectados por formas TS em relacdo aos caes

infectados por formas TM e também em comparac¢éo aos caes do grupo NI.

A B
28
n'a 6007
C_U\S  —
>
38 ==
.© 3007
S E ] i
°9
(O]
E 0
ég NI TM TS

Figura 5: Avaliagdo qualitativa e quantitativa do processo inflamatorio no Atrio Direito
(AD) de caes Nao Infectados (NI) e infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas
(TM) ou Tripomastigotas Sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi,
eutanasiados com a mesma faixa etaria durante a fase aguda. (A) Nas fotomicrografias,
observa-se padrao histolégico compativel com quadro de normalidade no grupo NI, semelhante
ao observado no grupo TM, bem como intenso processo inflamatério nos cées infectados por
formas TS. (B) Nota-se alto processo inflamatério nos cées infectados por formas TS em
comparacao aos caes infectados por formas TM e ao grupo NI. Linhas conectoras indicam
diferencas significativas entre os grupos (p<0,05). Os valores sdo expressos como mediana +
erro padréo. Hematoxilina Eosina (HE).
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6.3 Analise de correlagdo entre o parasitismo e o processo inflamatério

Os resultados da correlacdo entre o parasitismo e 0 processo
inflamatorio no AD de cées infectados por formas TM ou TS da cepa Be-78 do
T. cruzi estdo mostrados na Figura 6. Verifica-se que ha correlagcéo positiva (r =
0,8095 p = 0,0218) entre esses parametros, evidenciando que o aumento do
processo inflamatério esta diretamente relacionado ao elevado namero de

parasitos, principalmente nos animais infectados por formas TS.

r=0,8095 p = 0,0218
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Figura 6: Correlacdo entre o parasitismo e o processo inflamatério no Atrio Direito (AD)
de cdes infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM;@) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TS;@) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. A Correlagdo de Spearman e
os indices s&o mostrados no gréfico.
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6.4 Aspectos qualitativos e quantitativos da fibrose no atrio direito em

cortes histolégicos corados pelo tricrémico de masson

A analise qualitativa e morfométrica da fibrose no AD dos cées NI,
infectados por formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi esta apresentada na
Figura 7. A Figura 7A mostra o quadro histologico sem diferencas na formacéo
do tecido conjuntivo fibroso nos animais do grupo NI, infectados por formas TM
ou TS, respectivamente. Em 7B, observa-se 0s resultados obtidos através da
quantificacdo morfométrica dos pixéis em tons de azul a fim de obter a
quantificacdo da &rea ocupada pelo tecido conjuntivo fibroso (area de
coldgeno) nos cortes histolégicos. Dessa forma, aspectos qualitativos sdo

confirmados, nao havendo diferenca quantitativa entre os trés grupos

avaliados.
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Figura 7: Avaliacdo qualitativa e quantitativa da neoformac&o de colageno de no Atrio
Direito (AD) em cées N&o Infectados (NI) e infectados por formas Tripomastigotas
Metaciclicas (TM) ou Tripomastigotas Sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi, eutanasiados com a mesma faixa etaria durante a fase aguda. (A)
Observa-se padrao histologico similar nos trés grupos avaliados quanto a neoformacédo de
colageno. (B) Na andlise morfométrica da area ocupada por fibrose (area de colageno),
constata-se que nao ha diferencas entre os trés grupos avaliados. Linhas conectoras indicam

diferencas significativas entre os grupos (p<0,05). Os valores séo expressos como mediana +
erro padrdo. Tricrémico de Masson.
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6.5 Anélise da expresséo relativa de mRNA das citocinas por gRT-PCR

A Figura 8 apresenta os graficos referentes as analises da expressao
relativa de mRNA das citocinas pro-inflamatorias (IL-12p40, TNF-a e IFN-y),
Th2 (IL-4) e imunomodulatorias (IL-10 e TGF-B1) por qRT-PCR. Os dados
foram obtidos do AD de céaes NI, infectados por formas TM ou TS da cepa
Be-78 do T. cruzi.

Em 8A estéd apresentado o resultado obtido para expressdo relativa de
MRNA da citocina IL-12p40. A anélise revelou maior expressao desta citocina
nos caes infectados por formas TS em relacdo ao grupo NI. Os niveis da
expresséo relativa de mRNA do IFN-y e TNF-a estdo mostrados na Figura 8C e
E, respectivamente; onde observa-se maior expressao nos caes infectados por
formas TS em relacdo ao grupo NI e em comparacdo aos animais infectados
por formas TM, para ambas as citocinas.

Os resultados da expresséo relativa de mRNA das citocinas IL-4, IL-10 e
TGF-B1 estdo mostrados na Figura 8B, D e F, respectivamente. Observa-se
maior expressdo destas citocinas nos cées infectados por formas TS, em

relacdo aos animais infectados por formas TM e ao grupo NI.
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Figura 8: Analise da expressao relativa de mRNA das citocinas IL-12p40, TNF-a, IFN-y,
IL-4, IL-10 e TGF-B1 em amostras no Atrio Direito (AD) de cies N&o Infectados (NI),
infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Linhas conectoras indicam
diferencas significativas (p<0,05), Os valores sédo expressos como mediana +* erro padréo.
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6.6 Andlise da expresséo relativa de mRNA das quimiocinas CCL3/MIP-1a
e CCL5/RANTES e do receptor destas quimiocinas CCR5 por gRT-PCR

As analises da expresséao relativa de mRNA das quimiocinas CCL3/MIP-
1a, CCL5/RANTES e do receptor de ambas as quimiocinas, o0 CCR5 de cées
NI, infectados por formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi, estdo
mostradas na Figura 9. Observa-se aumento da expressédo de CCL3/MIP-1a e
CCL5/RANTES (Figuras 9A e B) e também do receptor CCR5 (Figura 9C) nos

cées infectados por formas TS em comparacao ao grupo NI.
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Figura 9: Andlise da expressdo relativa de mRNA das quimiocinas CCL3/MIP-1a,
CCL5/RANTES e do receptor CCR5 em amostras no Atrio Direito (AD) de cdes N&o
Infectados (NI), infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM) ou
Tripomastigotas Sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Linhas
conectoras indicam diferencas significativas (p<0,05). Os valores sdo expressos como mediana
+ erro padrao.
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6.7 Andlise da expresséo relativa de mRNA dos receptores Toll-like e da
enzima iNOS por gRT-PCR

Os resultados obtidos das analises da expressao relativa de mRNA dos
receptores Toll-like (TLR2, TLR4 e TLR9) e da enzima iNOS no AD de caes NI,
infectados por formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi sdo mostrados na
Figura 10. Observa-se aumento da expressdo de TLR2 e TLR4 nos animais
infectados por formas TM em relacéo ao grupo NI (Figura 10A e B). No entanto,
verifica-se aumento da expressao relativa de TLR9 nos cées infectados por
formas TS em comparagao ao grupo NI (Figura 10C). Nenhuma diferenca foi
observada na analise da expresséo da enzima iNOS no AD (Figura 10D).

TLR2 TLR4
1507 A 1507 B
30-: 100-
15- ‘ 50-
0- — 0- —

Expresséo relativa de mRNA 2-(CT Gene Alvo-CT GAPDH) 3,

TLR9 iINOS
1509 C 67 D
4 —
3 —

2 — h— —

— 0 =
0

NI ™ TS NI ™ TS
Grupos >

Figura 10: Andlise da expresséo relativa de mRNA de receptores Toll-like (TLR2, TLR4, e
TLR9) e da enzima iNOS em amostras no Atrio Direito (AD) de cdes N&o Infectados (NI),
infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Linhas conectoras indicam
diferencas significativas (p<0,05). Os valores sédo expressos como mediana + erro padrao.
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6.8 Andlise de correlacdo entre o parasitismo e a expressdo relativa de
MRNA do IFN-y, IL-10, CCL5/RANTES, CCR5 e TLR9

A andlise de correlagdo entre citocinas, quimiocinas e 0s receptores

mostrada na Figura 11, revelou correlagcéo positiva ente o parasitismo e IFN-y,
IL-10, CCL5/RANTES, CCR5 e TLR9 no AD de cées infectados por formas TM

ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi.
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Figura 11: Correlagéo entre o parasitismo e IFN-y, IL-10, CCL5/RANTES, CCR5 e TLR9 no
Atrio Direito (AD) de cées infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM; @) ou
Tripomastigotas Sanguineas (TS;@) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Correlacdo
de Spearman e os indices sdo mostrados nos gréaficos.
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6.9 Andlise de correlacdo entre o processo inflamatério e a expressao
relativa de mRNA das citocinas

A Figura 12 mostra correlacao positiva entre o processo inflamatério e as
citocinas IL-12p40, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-B1 no AD de caes NI,
infectados por formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi. Estes resultados

indicam que o aumento do processo inflamatério € seguido de forma

concomitante a expressao relativa de mRNA destas citocinas.
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Figura 4: Correlagao entre o processo inflamatério e as citocinas (IL-12p40, TNF-a, IFN-y,
IL-4, IL-10, TGF-B1) no Atrio Direito (AD) de cdes N&o Infectados (NI;O), infectados por
formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM; @ ) ou Tripomastigotas Sanguineas (TS; @) da cepa
Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Correlacdo de Spearman e os indices sao mostrados nos
gréficos.
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6.10 Analise de correlacdo entre o processo inflamatério e expressao

relativa de mRNA das quimiocinas e receptores

A correlacdo entre o processo inflamatério e CCL3/MIP-1aq,
CCL5/RANTES, CCRS5 e receptores Toll-like (TLR2, TLR4 e TLR9) no AD de
cdes NI, infectados por formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi, é positiva
e esta mostrada na Figura 13. Esses achados revelam que o aumento do
processo inflamatério estd associado ao aumento da expressado relativa de
MRNA destes parametros.
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Figura 5: Correlacdo entre o processo inflamatério e CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES, CCR5
e receptores Toll-like (TLR2, TLR4 e TLR9) no Atrio Direito (AD) de cdes N&o Infectados
(NI, O), infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM; O) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TS;@) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Correlacdo de Spearman e os
indices sdo mostrados nos gréficos.
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6.11 Razao da expresséo relativa de mRNA das citocinas

pro-inflamatdrias e imunomodulatorias

As razdes entre a expressdo relatva de mRNA das citocinas
pré-inflamatérias versus imunomodulatérias do AD de cdes NI, infectados por
formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi estdo mostradas na Tabela 2.
Observa-se aumento da expressao da IL-12p40 em relacdo as citocinas
imunomodulatérias, IL-10 e TGF-B1 em cées infectados por formas TM. Em
caes infectados por formas TS, ha aumento da expressdo do TNF-a em
comparacdo a IL-10 e TGF-B1. J4 a razdo observada para o IFN-y ocorreu
aumento apenas em relacdo ao TGF-B1 nos animais do grupo TS. Destaca-se
o balanco favoravel a IL-12p40 no grupo infectado por formas TM e de TNF-a
no grupo infectado por formas TS, ambos os casos em relagdo a citocina

imunomodulatéria IL-10.

Tabela 2: Razdo entre a expressao relativa de mRNA das citocinas pro-
inflamatorias em relagdo as citocinas imunomodulatoérias no Atrio Direito
(AD) de céaes Nao Infectados (NI), infectados por formas Tripomastigotas
Metaciclicas (TM) ou Sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi.

Razéo NI ™ TS
IL-12p40/IL-10 0.341 +0.049 1.183 + 0.504% 0.811+0.476
IL-12p40/TGF-p1 0.02 £ 0.003 0.210 £+ 0.112° 0.159 £ 0.112
TNF-a/IL-10 0.384 +£0.116 0.827 £ 0.377 1.633 £ 0.757¢
TNF-a/TGF-B1 0.029 + 0.008 0.148 + 0.091 0.313 +0.185°
IFN-y/IL-10 0.377 £ 0.236 0.369 + 0.154 0.481 +0.104
IFN-y/TGF-B1 0.029 +0.017 0.059 +0.024 0.093 + 0.033¢

b: diferenca (p < 0.05) entre os grupos TM versus NI
c: diferenca (p < 0.05) entre os grupos TS versus NI
* Balanco das citocinas nos grupos TMA e TSA em comparacgdo ao grupo NI
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7.1 Aspectos qualitativos e quantitativos do parasitismo no atrio direito
por IHQ e gRT-PCR de caes tratados com Azatioprina

A Figura 14 mostra os aspectos qualitativos e quantitativos do
parasitismo no AD de caes tratados com a AZA e infectados por formas TM
(TMA) ou TS (TSA) da cepa Be-78 do T. cruzi. A Figura 14A mostra
fotomicrografias de cortes histologicos do AD submetidos & técnica de IHQ,
revelando os aspectos qualitativos referentes ao parasitismo, mostrando um
quadro similar em ambos os grupos. A Figura 14B apresenta o resultado da
quantificacdo da carga parasitaria, a qual foi determinada através do numero
de copias de DNA do T. cruzi utilizando gRT-PCR. Verifica-se que nao ocorreu

diferenca em relagéo ao parasitismo entre os cédes dos grupos TMA e TSA.
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Figura 14: Anélise qualitativa e quantitativa do parasitismo no Atrio Direito (AD) de cies
infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TMA) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TSA) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, tratados com a
Azatioprina e eutanasiados com a mesma faixa etaria durante a fase aguda. (A)
Fotomicrografias de cortes histoloégicos submetidos a técnica de imuno-histoquimica mostrando
0s aspectos qualitativos semelhantes entre os grupos. (B) Quantificagdo do nimero de copias
dos parasitos em 50ng de DNA detectado por gRT-PCR. Linhas conectoras indicam diferencas
significativas (p<0,05). Os valores sdo expressos como mediana + erro padrao.
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7.2 Aspectos qualitativos e quantitativos do processo inflamatdrio no
atrio direito em cortes histolégicos corados pela hematoxilina e eosina de

caes tratados com Azatioprina

A analise qualitativa e morfométrica do processo inflamatorio em cortes
histolégicos do AD, corados pela HE de cédes nao infectados: NI (NIA), e
infectados por formas TM (TMA) ou TS (TSA) da cepa Be-78 do T. cruzi e
tratados com a AZA, estdo mostradas na Figura 15. Na Figura 15A sao
mostradas fotomicrografias dos aspectos histolégicos compativeis com quadro
de normalidade no grupo NIA e intenso processo inflamatério nos grupos TMA
e TSA. A Figura 15B apresenta o resultado da quantificagdo morfométrica dos
nacleos celulares, onde verifica-se a presenca de processo inflamatério nos

grupos TMA e TSA (p < 0,05) em relacéo ao grupo NIA.
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Numero de células por
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Figura 15: Avaliacdo qualitativa e quantitativa do processo inflamatério de no Atrio
Direito (AD) de cédes Na&o Infectados (NIA), infectados por formas Tripomastigotas
Metaciclicas (TMA) ou Sanguineas (TSA) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi,
tratados com a Azatioprina, e eutanasiados com a mesma faixa etaria durante a fase
aguda. (A) Nas fotomicrografias, observa-se padrao histol6gico compativel com quadro de
normalidade no grupo NIA. Nos cdes dos grupos TMA e TSA ha um intenso processo
inflamatério, confirmado também pela quantificacdo das células inflamatérias (B). Linhas
conectoras indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05). Os valores sé&o
expressos como mediana + erro padrdo. Hematoxilina Eosina (HE).
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7.3 Andlise de correlacédo entre o parasitismo e o processo inflamatorio de
caes tratados com Azatioprina

Na Figura 16 € mostrado o resultado da correlagdo entre o parasitismo e
o processo inflamatério no AD de cées tratados com a AZA e infectados por
formas TM (TMA) ou TS (TSA) da cepa Be-78 do T. cruzi. Os dados mostram

valores de r = 0,2381 e p = 0,5821 entre esses parametros.
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Figura 6: Correlacdo entre o parasitismo e o processo inflamatério no Atrio Direito (AD)
de cées infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TMA; @) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TSA®) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados com a Azatioprina.
Correlagao de Spearman e os indices sdo mostrados no grafico.
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7.4 Aspectos qualitativos e quantitativos da fibrose no éatrio direito em
cortes histoldgicos corados pelo tricromico de masson de cées tratados

com Azatioprina

A Figura 17 mostra a andlise qualitativa e morfométrica da fibrose em
cortes histoldgicos do AD corados pelo Tricromico de Masson de cées néo
infectados: NI (NIA), infectados por formas TM (TMA) ou TS (TSA) da cepa Be-
78 do T. cruzi e tratados com a AZA. A Figura 17A mostra o quadro histologico
sem alteracdes na formacédo de tecido conjuntivo fiboroso no AD de cades dos
grupos NIA, TMA e TSA, respectivamente. Em B, s&o mostrados os resultados
obtidos através da quantificacdo morfométrica dos pixéis de tons de azul,
utilizados para obter a quantificacdo da area ocupada pelo tecido conjuntivo
fiboroso (area de colageno) nos cortes histoldgicos. Dessa forma, aspectos
qualitativos sao certificados através da analise quantitativa, mostrando que nao
h& diferenca entre os trés grupos avaliados.
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Figura 17: Avaliagdo qualitativa e quantitativa da neoformac&o de colageno no Atrio
Direito (AD) de cades N&o Infectados (NIA), infectados por formas Tripomastigotas
Metaciclicas (TMA) ou Tripomastigotas Sanguineas (TSA) da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi, tratados com a Azatioprina e eutanasiados com a mesma faixa etéria
durante a fase aguda. (A) Observa-se padrdo histolégico correlato nos trés grupos avaliados,
guanto a neoformacao de colageno. (B) Nao ha diferengas entre os trés grupos avaliados.
Linhas conectoras indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05). Os valores sdo
expressos como mediana * erro padrdo. Tricrbmico de Masson.
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7.5 Analise da expresséao relativa de mRNA das citocinas por qRT-PCR de

caes tratados com Azatioprina

Estédo apresentados na Figura 18 os resultados referentes as analises da
expressao relativa de mRNA das citocinas pré-inflamatoérias (IL-12p40, TNF-a e
IFN-y), Th2 (IL-4) e imunomodulatéria (IL-10 e TGF-B1) por gRT-PCR. Os
dados foram obtidos do fragmento AD do coracdo de cades nao infectados: NI
(NIA), infectados por formas TM (TMA) ou TS (TSA) da cepa Be-78 do T. cruzi
e tratados com a AZA.

A Figura 18A mostra o resultado obtido referente a expresséo relativa de
MRNA da citocina IL-12p40, onde nédo ha diferencas entre os grupos avaliados.
A expressao relativa de mRNA do TNF-a, IFN-y, IL-4 e TGF-B1 estd mostrada
na Figura 18B, C, E e F. Observa-se maior expressdo nos cées do grupo TMA
em relacdo ao grupo NIA.

A expressao relativa de mRNA da citocina IL-10 esta mostrada na Figura
18D. Observa-se maior expressdo desta citocina nos caes do grupo TSA em

comparacao ao grupo NIA.

52



Souza, S.M. Resultados-II

IL —12p40 IL-4
104 A 404 B

TNF - a IL -10
1047 C 409 D

201

Expresséo Relativa de mRNA 2~ (CT Gene Alvo - CT GAPDH)

NIA TMA TSA

Grupos >

Figura 18: Andlise da expressdao relativa de mRNA das citocinas IL-12p40, TNF-a, IFN-y,
IL-4, IL-10 e TGF-B1 em amostras no Atrio Direito (AD) de cées N&o Infectados (NIA),
infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TMA) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TSA) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados com a
Azatioprina. Linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0,05). Os valores sao
expressos como mediana + erro padréo.

53



Souza, S.M. Resultados-II

7.6 Analise da expresséao relativa de mRNA das quimiocinas CCL3/MIP-1a
e CCL5/RANTES e do receptor dessas quimiocinas CCR5 por qRT-PCR de
caes tratados com Azatioprina

Os resultados das analises da expressdo relativa de mRNA das
quimiocinas CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES e do receptor de ambas as
quimiocinas, o CCR5 de cées néo infectados: NI (NIA) e infectados por formas
TM (TMA) ou TS (TSA) da cepa Be-78 do T. cruzi e tratados com a AZA estéo
mostrados na Figura 19. Observa-se aumento da expressdo de CCL3/MIP-1a e
CCRS5 (Figuras 19A e C) nos caes do grupo TMA em comparagao ao grupo
NIA.
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Figura 19: Andlise da expressao relativa de mRNA das quimiocinas CCL3/MIP-1q,
CCL5/RANTES e do receptor CCR5 em amostras no Atrio Direito (AD) de cdes N&o
Infectados (NIA), infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TMA) ou
Tripomastigotas Sanguineas (TSA) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e
tratados com a Azatioprina. Linhas conectoras indicam diferengas significativas (p<0,05). Os
valores sdo expressos como mediana + erro padrao.
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7.7 Andlise da expresséo relativa de mRNA dos receptores Toll-like e da
enzima iNOS por qRT-PCR de céaes tratados com Azatioprina

Os dados referentes as andlises da expressao relativa de mRNA dos
receptores Toll-like (TLR2, TLR4 e TLR9) e da enzima iNOS no AD de caes
tratados com a AZA: NI (NIA), infectados por formas TM (TMA) ou TS (TSA) da
cepa Be-78 do T. cruzi estdo mostrados da Figura 20. Observa-se aumento da

expressdo de TLR9 nos animais do grupo TMA em relacdo ao grupo NIA
(Figura 20C).
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Figura 20: Andlise da expresséo relativa de mRNA de receptores Toll-like (TLR2, TLR4, e
TLR9) e da enzina iNOS em amostras no Atrio Direito (AD) de cdes N&o Infectados (NIA),
infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TMA) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TSA) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados com a
Azatioprina. Linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0,05). Os valores sao
expressos como mediana + erro padréo.
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7.8 Andlise de correlacédo entre o processo inflamatorio e expressao
relativa de mRNA das citocinas de caes tratados com Azatioprina

A Figura 21 mostra correlacao positiva entre o processo inflamatorio e as
citocinas pro-inflamatorias  (IL-12p40, TNF-a, IFN-y), Th2 (IL-4), e
imunomodulatérias (IL-10, TGF-B1) no AD de caes nao infectados: NI (NIA),
infectados por formas TM (TMA) ou TS (TSA) da cepa Be-78 do T. cruzi e
tratados com a AZA. Esses resultados indicam que o aumento do processo

inflamatorio € acompanhado pela expresséo relativa de mRNA das citocinas.
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Figura 21: Correlagdo entre o processo inflamatério e as citocinas (IL-12p40, TNF-a,
IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-B1) no Atrio Direito (AD) de cdes N&o Infectados (NIA; ),
infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TMA; @ ) ou Tripomastigotas
Sanguineas (TSA;@ ) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados com a
Azatioprina. Correlacao de Spearman. Os indices sdo mostrados nos graficos.
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7.9 Razao da expresséao relativa de mRNA das citocinas pré-inflamatorias
e imunomodulatdrias de cées tratados com Azatioprina

As razbes entre a expressdo relativa de mMRNA das citocinas
pro-inflamatodrias versus imunomodulatérias do AD do coragdo dos cées dos
grupos NIA, TMA ou TSA estdo mostradas na Tabela 3. Observa-se balanco
favoravel as citocinas IL-12p40 e IFN-y, nos grupos infectados e tratados,
(adicionado TNF-a no grupo TMA) em comparacaoa citocina IL-10, em relagcéo
ao grupo NI. Porém, sem diferenca estatistica. Neste sentido, parece que a
razao mostra que ocorre uma alteracdo no padrdo de resposta imune destas
citocinas, fato que pode estar vinculado a resposta imune exacerbada nestes
grupos, visto a importancia da IL-10 perante o processo de imunomodulacéo.
Pois quando nos remetemos ao grupo NI, prevalece o balanco da expressao da
IL-10. Ressalta-se o balanco favoravel ao TNF-a no grupo TMA, pois este fator
pode estar relacionado ao maior processo inflamatorio neste grupo, assim

como o observado no grupo TS (Tabela 2).

Tabela 3: Razao entre a expressao relativa de mRNA das citocinas pré6-
inflamatérias em relagdo as citocinas imunomodulatérias no Atrio Direito
(AD) dos caes Na&o Infectados (NIA), infectados por formas
Tripomastigotas Metaciclicas (TMA) ou Sanguineas (TSA) da cepa
Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados com a Azatioprina

Razao NIA TMA TSA

IL-12p40/1L-10 3,716 £ 5,510 0,337 £0,141* 0,431 + 0,266*
IL-12p40/TGF-p1 0,743 + 1,335 0,122 + 0,040 0,178 + 0,108
TNF-a/IL-10 1,691 + 2,243 0,670 + 0,155* 1,034 + 1,070
TNF-a/TGF-B1 0,329 + 0,554 0,245 + 0,037 0,363 + 0,240
IFN-y/IL-10 1,337 +1,355 0,667 £ 0,133* 0,328 + 0,424*
IFN-y/TGF-B1 0,230 + 0,352 0,245 + 0,032 0,117 + 0,115

b: diferenca (p < 0.05) entre os grupos TM versus NI
c: diferenca (p < 0.05) entre os grupos TS versus NI
* Balanco das citocinas nos grupos TMA e TSA em comparacao ao grupo NI
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8.1 Impacto do efeito da Azatioprina sobre o parasitismo

A Figura 22 mostra os resultados quantitativos do tratamento com a AZA
sobre o parasitismo no AD do coracao de cées infectados por formas TM ou
TS, da cepa Be-78 do T. cruzi. As Figuras 22A e 22B mostram os dados da
quantificacdo da carga parasitaria, a qual foi determinada através do numero
de cépias de DNA do T. cruzi, utilizando gRT-PCR. Observa-se maior nimero
de copias de DNA dos parasitos no grupo TMA comparado a sua respectiva
forma de infeccdo, TM e também em TSA em relacdo a sua respectiva forma
de infecgéo, TS (Figuras 22A e B).
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Figura 22: Avaliacdo do impacto da Azatioprina sob o parasitismo através do namero de
copias de DNA em 50ng das amostras no Atrio Direito (AD) detectado por qRT-PCR. Em
(A) sdo mostrados os resultados dos cdaes infectados por formas Tripomastigotas
Metaciclica (TM) comparado ao grupo TMA (tratados com a Azatioprina). Em (B) cées
infectados por formas Tripomastigotas Sanguineas (TS) comparado ao grupo TSA
(tratados com a Azatioprina), Ambas as formas infectantes s&o oriundas da cepa
Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Linhas conectoras indicam diferencas significativas
(p<0,05). Os valores sdo expressos como mediana + erro padrao.
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8.2 Impacto do efeito da Azatioprina sobre o processo inflamatério e

fibrose

A Figura 23 mostra os resultados quantitativos referentes ao efeito da
AZA, nos grupos TMA e TSA, sobre o processo inflamatorio e a formacao de
colageno no AD de cées infectados por formas TM ou TS, da cepa Be-78 do T.
cruzi.

Os resultados da analise morfométrica do processo inflamatério e da
formacdo de colageno no AD foram obtidos a partir de fotomicrografias de
cortes histolégicos corados pela HE e Tricrémico de Masson de caes dos
grupos: TM, TMA, TS e TSA. A Figura 23A e 23B apresentam os resultados
obtidos através da quantificacdo morfométrica das células e na Figura 23C e
23D os dados referentes a quantificacdo morfométrica da area ocupada pelo
tecido fibroso (area de colageno), mostrando que ndo houve diferencas entre

ambos os parametros avaliados.
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Figura 23: Avaliacdo do impacto da Azatioprina sob o processo inflamatério (A e B) e da
fibrose (C e D) em laminas no Atrio Direito (AD) corados pela Hematoxilina e Eosina e
Tricrdbmico de Masson, respectivamente. Os resultados sdo de caes infectados por
formas Tripomastigotas Metaciclica (TM) comparado ao grupo TMA (tratados com a
Azatioprina). Em (B) cédes infectados por formas Tripomastigotas Sanguineas (TS)
comparado ao grupo TSA (tratados com a Azatioprina), ambas as formas infectantes séo
oriundas da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Linhas conectoras indicam diferencas
significativas (p<0,05). Os valores sdo expressos como mediana + erro padréo.
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8.3 Impacto do efeito da Azatioprina sobre a expresséo relativa de mRNA

das citocinas pré-inflamatorias

A Figura 24 mostra os resultados do impacto do efeito da AZA sobre a
expressao relativa de mRNA das citocinas pré-inflamatoérias (IL-12p40, TNF-a e
IFN-y). Os dados foram obtidos dos fragmentos do AD do coragdo de cées
pertencentes aos grupos TM, TMA, TS e TSA.

Nota-se um aumento da expresséo relativa de mRNA das citocinas TNF-

a e IFN-y nos animais do grupo TMA em comparacédo a TM.
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Figura 7: Avaliacdo do impacto da Azatioprina sobre a expresséo relativa de mRNA das
citocinas pré-inflamatérias em amostras no Atrio Direito (AD) de cdes dos grupos:
infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM), infectados por formas
Tripomastigotas Metaciclicas — tratados com a (TMA); por formas Tripomastigotas
Sanguineas (TS), infectados por formas Tripomastigotas Sanguineas — tratados com a
Azatioprina (TSA). Linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0,05). Os valores
s&0 expressos como mediana * erro padrao.
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8.4 Impacto do efeito da Azatioprina sobre a expresséo relativa de mRNA
das citocinas Th2 e imunomodulatérias

A Figura 25 mostra os resultados do impacto do efeito da AZA sobre a
expressao relativa de mRNA das citocinas Th2 (IL-4) e imunomodulatéria (IL-10
e TGF-B1). Os dados séo oriundos dos fragmentos do AD do coragcao de caes
dos grupos TM, TMA, TS e TSA.

Ha um aumento da expressao relativa de mRNA das citocinas IL-4, IL-10

e TGF-B1 nos cées do grupo TMA em comparagéao a TM.
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Figura 8: Avaliacdo do impacto da Azatioprina sobre a expresséo relativa de mRNA das
citocinas do Th2 e imunomodulatérias em amostras no Atrio Direito (AD) de cdes dos
grupos: infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM), infectados por formas
Tripomastigotas Metaciclicas - tratados com a Azatioprina (TMA); por formas
Tripomastigotas Sanguineas (TS), infectados por formas Tripomastigotas Sanguineas —
tratados com a (TSA). Linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0,05). Os
valores sdo expressos como mediana + erro padrao.
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8.5 Impacto do efeito da Azatioprina sobre a expresséo relativa de mRNA
das quimiocinas CCL3/MIP-1a e CCL5/RANTES e do receptor dessas

guimiocinas CCR5

As analises do impacto do efeito da AZA sobre a expressao relativa de
MRNA das quimiocinas CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES e do receptor de ambas
as quimiocinas, o CCR5 de caes dos grupos TM, TMA, TS e TSA estéo
mostradas na Figura 26.

Observa-se aumento da expressao de CCL3/MIP-1a (Figuras 26A) nos
cdes do grupo TMA em comparagéo ao grupo TM.
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Figura 26: Avaliacdo do impacto da Azatioprina sobre a expresséao relativa de mRNA das
quimiocinas CCL3/MIP-1a e CCL5/RANTES e do receptor dessas quimiocinas CCR5 em
amostras no Atrio Direito (AD) detectado por gRT-PCR de cdes dos grupos: Infectados
por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM), infectados por formas Tripomastigotas
Metaciclicas - tratados com a Azatioprina (TMA); por formas Tripomastigotas
Sanguineas (TS), infectados por formas Tripomastigotas Sanguineas — tratados com a
Azatioprina (TSA). Linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0,05). Os valores

sdo expressos como mediana * erro padréo.
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8.6 Impacto do efeito da Azatioprina sobre a expresséo relativa de mRNA
dos receptores Toll-like e da enzima iINOS

Estéo apresentados na Figura 27, os resultados obtidos pelo impacto do
efeito da AZA sob a expressao relativa de mRNA dos receptores Toll-like
(TLR2, TLR4 e TLR9) e da enzima iNOS de céaes dos grupos TM, TMA, TS e
TSA.

Nota-se um aumento da expressao de TLR9 nos animais do grupo TMA
em relacdo ao grupo TM (Figura 27E).
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Figura 9: Avaliac8o do impacto da Azatioprina sobre a expresséo relativa de mRNA dos
receptores Toll-like e da enzima iINOS em amostras no Atrio Direito (AD) de cédes dos
grupos: infectados por formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM), infectados por formas
Tripomastigotas Metaciclicas — tratados com a Azatioprina (TMA); por formas
Tripomastigotas Sanguineas (TS), infectados por formas Tripomastigotas Sanguineas —
tratados com a Azatioprina (TSA). Linhas conectoras indicam diferencas significativas
(p<0,05). Os valores sdo expressos como mediana + erro padréo.
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Um dos grandes obstaculos para o avango da pesquisa cientifica é a
obtencdo de um modelo experimental que reproduza os aspectos clinicos
semelhantes aqueles observados em humanos. Durante as ultimas décadas,
Nosso grupo de pesquisa mostrou que o cdo € um excelente modelo para o
estudo da doenca de Chagas, por apresentar similaridadescom os humanos,
nas manifestacdes das fases aguda e cronica (Lana et al., 1992 e 1998).

Escolheu-se a cepa Berenice-78, pois esta € constituida
predominantemente por formas largas e por isto permanece por maior tempo
no sangue periférico, além de ser mais resistente aos mecanismos
imunoldgicos do hospedeiro e apresentar tropismo por células musculares,
fator determinante para a realizacao deste estudo (Brener, 1969; Lana e Chiari,
1986).

Estudos realizados pelo nosso grupo, que avaliaram a parasitemia e a
taxa de mortalidade em camundongos e caes infectados por formas TM ou TS
da cepa Be-78 do T. cruzi durante a fase aguda, tém mostrado que infec¢des
por essas formas de indculo desencadeiam comportamentos parasitoldégicos
distintos. Resultados semelhantes foram obtidos em ambos os trabalhos,
como: maior periodo pré-patente e pico de parasitemia mais tardio em
camundongos e céaes infectados por formas TM em relacdo aos animais
infectados por formas TS (Carneiro et al., 2007; Vieira et al.,, 2012). Esses
dados suportam a hip6tese de que, independente do modelo utilizado, essas
formas de infeccdo surgem como um elemento importante, por apresentarem
caracteristicas diversas no curso da infeccéo pelo T. cruzi.

Trabalhos que analisaram o tecido muscular cardiaco no modelo canino
na doenca de Chagas tém avaliado o AD em analises imunopatoldgicas (Rossi,
1998; Caliari et al., 2002; Guedes et al., 2007, Vieira et al., 2009). Neste
sentido, no desenvolvimento da dissertacdo de Souza, 2010, foram avaliadas
duas regides cardiacas, AD e septo interventricular (SI), como regibes de
estudo na andlise dos leucécitos presentes no tecido muscular cardiaco de
caes NI e infectados por formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi. O Si foi
escolhido porque, na avaliacdo das diferentes regides cardiacas (atrio direito,

atrio esquerdo, ventriculo direito, ventriculo esquerdo, septo interventricular e
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ponta), Vieira et al., (2009) observaram maior processo inflamatério no Sl. A fim
de dar prosseguimento a este estudo, buscou-se suporte nesses dois
fragmentos cardiacos no decorrer desta tese. No entanto, constatou-se que
nos resultados para os parametros aqui apresentados, haviam variacdes sutis
gue ndo comprometiam a veracidade do estudo e dessa forma, uma avaliacéo
do AD assegurava uma andlise confiavel dos dados aqui apresentados.

Assim, a principio, foram investigados os aspectos relacionados ao
parasitismo cardiaco, em relacédo as diferentes formas de infec¢cdo, TM ou TS,
da cepa Be-78 do T. cruzi. Ao se constatar maior parasitismo nos caes
infectados pelas formas TS, pode-se inferir que as infecgbes provenientes de
transfusdo sanguinea, congénita e por transplantes de 6rgdo podem ser mais
graves do que aquelas promovidas pelo inseto vetor. Sendo assim, surge um
novo contexto referente a patologia da DC, visto que, por ora, esta enfermidade
vem tendo destaque em regides ndo endémicas, como EUA e Europa, devido
ao grande fluxo de latino-americanos para essas regides. Isto, aliado ao fato de
nao ocorrer controle em bancos de sangue para DC em algumas desses locais,
torna, assim, essas regides vulneraveis a infeccdo pelo T. cruzi, via formas TS
(Jackson et al., 2010; Gascon et al., 2010; Strasen et al., 2013; Wallace et al.,
2013).

Na resposta imunolégica frente a infeccdo pelo T. cruzi, alguns fatores
devem ser considerados, pois o parasito pode provocar respostas imunes
distintas, levando a comunidade cientifica a postular teorias a esse respeito,
como, por exemplo, consideracdes sobre o0s processos autoimunes que
perduram por décadas (Kalil e Cunha-Neto, 1996; Brener e Gazzinelli, 1997,
Andrade, 1999; Soares et al., 2001; Leon e Engman, 2001, 2002; Gironés e
Fresno, 2003; Gironés et al., 2005; Kierszenbaum, 1986, 1999, 2003, 2005,
2007). AvaliacBes in vitro e in vivo das duas formas de infec¢cdo do T. cruzi,
empregadas neste estudo, tém evidenciado que elas podem induzir respostas
imunoldgicas distintas (Brener e Gazzinell, 1997). Estas diferencas
imunologicas podem ajudar a explicar o porqué das formas TS, mas nao as
formas TM ou epimastigotas, serem um potente estimulador de citocinas

pro-inflamatérias, como a IL-12 e o TNF-q, e ativarem a sintese de 6xido nitrico
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pelos macréfagos, sendo que este fato pode estar relacionado as
glicoproteinas, como glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Camargo et al., 1997;
Almeida et al., 2000). Além disso, GPI derivada das formas de infeccdo TS e
das formas amastigotas podem atuar como uma molécula adjuvante e
promover a inflamacdo no local de infec¢do parasitaria e, possivelmente, ser
fator determinante para que ocorra a miocardite durante a DC experimental e
humana (Ropert et al., 2000). Com base nestas informacdes, pode-se deduzir
qgue os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a infeccédo por formas
TS do T. cruzi pode levar a um quadro mais grave da doenca de Chagas, visto
0 maior processo inflamatoério observado neste grupo de infecgéo.

Sendo assim, o processo inflamatorio aumentado nos céaes infectados
por formas TS em relacdo aos cées infectadas por formas TM, e também em
comparacao ao grupo NI, levou a analise da correlagdo entre o parasitismo e o
processo inflamatério, na qual se observou forte correlacédo positiva (r=0,8095 e
p=0,0218) entre esses parametros. Neste sentido, pode-se deduzir que o maior
parasitismo observado nos cées infectados por formas TS € o desencadeador
do intenso processo inflamatério nesse mesmo grupo. A avaliacdo da fibrose
ndo constatou a neoformacéo de fibras colagenas nos grupos NI, TM e TS.
Este fato pode ser devido ao curto periodo entre a infeccdo e a necropsia — 42
dias —, sendo considerada ainda fase aguda.

Em uma avaliacdo quantitativa dos leucdécitos presentes no processo
inflamatorio, verificou-se que os céaes infectados por formas TM apresentam
aumento de linfocitos T CD8* em relagdo ao grupo NI (Souza, 2010). Estes
resultados estdo de acordo com estudos prévios realizados por Carneiro et al.
(2007), que observaram aumento nos niveis de linfocitos T CD8* no sangue
periférico desses mesmos céaes, infectados com as formas TM. Assim como foi
encontrado elevados niveis de NO sérico e também maior expressao da
enzima iINOS no AD, por IHQ, neste mesmo grupo de animais por Vieira et al.
(2009). Estes resultados podem explicar o menor parasitismo encontrado nos
cées infectados por formas TM.

Estudos quantitativos, em modelos murinos, das células que constituem

o infiltrado inflamatério agudo, realizado por IHQ, revelaram que os linfécitos T
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CD8* sao predominantes na miocardite chagésica (Sun e Tarleton, 1993).
Outros trabalhos mostraram que os linfocitos T CD8* e as células NK sao
predominantes no infiltrado celular (Sato et al., 1992). Na miocardite chagasica
aguda humana, ha proporcdo semelhante entre os linfécitos T CD4* e CD8*
(Fuenmayor et al.,, 1999). Estudo realizado durante a fase aguda, também
revelou que os linfocitos T CD4* e CD8* sdo essenciais para a prote¢cdo no
figado de camundongos (Sardinha et al., 2006). Outros estudos demonstraram
que os neutrofilos sdo maioria e entre os linfécitos, os linfocitos T CD4* é a
maioria (Younés-Chennoufi et al., 1988).

Utilizando o cdo como modelo experimental a fim de investigar o fenotipo
celular presente no AD de cées infectados, por via conjuntival, pela cepa
Be-78, Caliari et al. (2002) observaram durante a fase aguda da infeccdo 58%
de linfocitos T CD8* e 42% de linfocitos T CDA4*, ressaltando assim o
predominio e importdncia dos linfécitos T CD8* na infecgdo chagasica
experimental no modelo canino. Tarleton et al. (1994) em modelo murino,
também demonstraram a importancia dos linfocitos T CD4* e CD8* durante a
fase aguda e crbnica da infeccdo. O papel crucial dos linfécitos T CD8* no
controle da infeccdo pelo T. cruzi € evidente a partir de varios estudos que
demonstram a incapacidade de camundongos sem estas células de sobreviver
a infeccdo e também em relacdo a capacidade de aumentar o nivel de
resisténcia (Martin e Tarleton, 2004; Padilla et al., 2009). No entanto, os
linfécitos T CD4* sdo um requisito essencial em termos de eficacia, devido a
sua funcdo auxiliar na ativacdo dos linfécitos T CD8* e B, para producéo de
anticorpos e de liberacdo direta de importantes citocinas, tais como IFN-y
(Kumar e Tarleton, 2001; Padilla et al., 2007; Ferraz et al., 2009). Algumas
pesquisas mostraram que a deplecdo em camundongos dos linfécitos T CD4*
leva a maiores niveis de parasitemia e altas taxas de mortalidade (Rottenberg
et al., 1993; 1995a,b). Além disso, os linfocitos T CD8*, IFN-y e as perforinas
sao criticos para a sobrevivéncia dos camundongos (Tzelepis et al., 2006).

Apesar dos niveis de expressao das citocinas ndo serem evidenciados
no grupo TM, a avaliacdo da razdo destas mostrou que a expressdo da

IL-12p40/IL-10 estava favorecendo a citocina pré-inflamatéria 1L-12p40, apesar
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da razdo da expressao da IL-12p40/TGF-B1 estar favorecendo o TGF-31.
Assim, este dado reafirma a importancia de um balanco favoravel a IL-12p40
em relacdo a IL-10, evidenciando o papel desta citocina pro-inflamatoria no
contexto da infeccdo chagasica durante a fase aguda por formas TM. Aliado a
estes dados, a presenca das células T CD8* e expressao da enzima iNOS,
podem ser indicativos de um perfil de resposta inflamatéria que levou a menor
replicacdo parasitaria nesse grupo em relacédo aos cées infectados por formas
TS. Além disso, 0 aspecto tecidual avaliado em cortes histolégicos mostrou-se
mais preservado nos cées infectados por formas TM, semelhante ao aspecto
observado no grupo NI, apresentando integridade das fibras musculares
cardiacas. Ao verificar a maior expressdo relativa dos receptores Toll-like:
TLR2 e TLR4, nos caes infectados por formas TM, pode-se inferir que estes
receptores podem contribuir para o “perfil de resisténcia” indicado pelo menor
parasitismo (Souza et al., 2014), visto que TLR2 e TLR4 sdo importantes
agonistas de citocinas pro-inflamatérias (Bellio et al., 1999; Campos et al.,
2001; DosReis et al., 2002; Oliveira et al., 2004; Medeiros et al., 2006, 2007;
Kayama et al., 2009; Carrera-Silva et al., 2010; Souza, 2010).

Recapitulando o comportamento bioldgico das duas formas de infeccéo,
como a parasitemia, verifica-se que a infeccdo por formas TS se evidencia
como mais precoce que nos animais (cdes e camundongos) infectados por
formas TM. Nesse sentido, especula-se que a resposta nos animais infectados
por formas TM ¢é mais eficiente ao ponto de controlar a infeccdo em
comparacao a infeccdo por formas TS. Esta hipétese é suportada pelo trabalho
de Caliari et al. (2002), que observaram em cées infectados pelas formas TM
aos 33 dias apoés a infeccdo 58% de linfécitos T CD8* no AD, em relacdo aos
42% linfécitos T CD4*. Sendo assim, parece que a infec¢do de caes por formas
TM desencadeia a resposta imune celular, mediada por linfécitos T CD8* aos
33 dias, como observado por Caliari et al. (2002), e que perdurara até no
minimo de 42 dias, como foi observado por Souza, (2010).

Os cées infectados por formas TS apresentaram perfil de resposta
imune diferente, com maiores niveis da expressdao das citocinas

pro-inflamatorias: IL-12p40, TNF-a e IFN-y, Th2: IL-4 e imunomodulatoria: IL-10
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e TGB-B1. Levando em consideragao que os niveis expressos dessas citocinas
foram realmente produzidos, pode-se observar que o aumento da expresséo de
citocinas imunomodulatérias ndo conteve a expressdao das citocinas
pré-inflamatérias e nem mesmo levou ao controle do processo inflamatorio. Em
especial, tem-se que ressaltar as citocinas IFN-y e IL-10, pois h& correlagédo
positiva entre essas citocinas e o parasitismo tecidual. Ao analisar a razao
entre as citocinas proé-inflamatéria/imunomodulatoéria, verifica-se que ocorreu
sobreposicdo na expressao das citocinas pro-inflamatorias, TNF-a em
comparacdo as citocinas imunomodulatérias, IL-10 e TGF-f1 e também
IFN-y/TGF-B1. Dessa forma, salienta-se que apesar de ter ocorrido correlacao
positiva do parasitismo com as citocinas IFN-y e IL-10, quando observada a
razdo, nota-se que existe balanco favoravel ao TNF-a, que por sua vez pode
ser o fator determinante para o intenso processo inflamatério e também para o
aumento da expresséo relativa do IFN-y nos animais infectado por formas TS.
Aliado a esta sobreposicdo, ndo ha resposta imunomodulada.

Associado a esses resultados, a IHQ ndo mostrou a presenca de células
T CD8* (Souza, 2010), assim como nao ocorreu a expressao da enzima iNOS,
neste grupo, o que permite inferir, mais uma vez, a importancia desses
parametros na resposta imune do céo frente a infeccdo pelo T. cruzi, visto o
maior parasitismo evidenciado neste grupo. Além disso, existe correlacdo
positiva entre a inflamacdo e todas as citocinas aqui avaliadas. Sendo desta
forma, uma evidéncia que para ocorra o controle da replicacédo parasitaria, ha a
necessidade da IL12p40, de TLR2, TLR4, dos linfécitos T CD8* e da enzima
INOS, durante a fase aguda da infec¢éo pelo T. cruzi.

A expressao relativa das quimiocinas: CCL3/MIP-1a e CCL5/RANTES, e
do receptor de ambas as quimiocinas, o CCR5 mostra-se aumentadas, assim
como o TLR9 nos cées infectados por formas TS em relagdo ao grupo NI. Os
resultados mostraram correlacdo positiva entre a quimiocina CCL5/RANTES, o
receptor CCR5 e o TLR9 em relacdo ao parasitismo. Ocorrendo também
correlagcdo positiva em relacdo ao processo inflamatorio e CCL3/MIP-1aq,
CCL5/RANTES, CCR5, TLR2, TLR4, e TLR9. Sendo assim, parece que 0O

aumento desses parametros ndo é indicativo de bloqueio da replicacédo
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parasitaria nos caes infectados por formas TS. Visto que, mesmo ocorrendo o
aumento do processo inflamatério, o parasitismo nao foi controlado.

Ao avaliar a acdo da AZA, a principio realizou-se analise dos céaes néo
infectados (NI e NIA) para todos os parametros realizados durante este
trabalho. Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos controles né&o
infectados, NI versus NIA. Sendo assim, parece que o tratamento com a AZA
nao leva ao desenvolvimento de altera¢cdes imunes em cdes nao infectados.

Dessa forma, investigou-se as possiveis alteracfes parasitoldgicas e
imunoldgicas cardiacas desencadeadas nos cdes pelo tratamento com a AZA
na infeccado chagasica aguda por formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi.
Verificou-se que nao houve diferencas em relacdo ao parasitismo entre os
grupos TMA e TSA. A avaliacdo do processo inflamatério mostrou presenca de
inflamacé&o nos grupos TMA e TSA em comparacao ao grupo NIA. Vale aqui
ressaltar que o tratamento com a AZA sobre o curso da infecgdo por formas
TM, leva ao aumento do processo inflamatdrio, isso deve ser evidenciado, pois
durante as analises dos grupos: NI, TM e TS, ndo houve diferenca no processo
inflamatério entre os grupos NI e TM. No entanto, quando os cées infectados
por formas TM s&do submetidos ao tratamento com a AZA (TMA), ocorre
aumento do processo inflamatorio, TMA versus NIA, equivalente a diferenca
entre os grupos TSA versus NIA. A avaliacdo da fibrose ndo evidenciou
neoformacédo de fibras coldgenas entre os grupos NIA, TMA e TSA. Este fato
pode ser devido ao mesmo motivo da ndo constatacdo também nos grupos NI,
TM e TS; o curto periodo entre a infeccdo/AZA e a necropsia, apenas 42 dias.

Andlise da expressao relativa de mRNA das citocinas mostrou, mais
uma vez, que o tratamento com a AZA interfere diretamente no perfil
imunolégico na infecgdo por formas TM, visto que ocorreu aumento da
expressao relativa do TNF-a, IFN-y, IL-4 e do TGF-B1 nos animais do grupo
TMA em comparacdo ao grupo NIA. Esse fato também deve ser ressaltado,
devido as andlises das citocinas dos grupos: NI, TM e TS terem mostrado
aumento predominante das citocinas nos cées infectados por formas TS, nao
em TM. No entanto, quando avaliamos o tratamento com a AZA, parece que

esta leva a mudanca no perfil de citocinas, mostrando ainda correlacdo positiva
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com o processo inflamatorio. Interessante notar que ndo apenas o perfil das
citocinas modifica perante o tratamento com a AZA no grupo TMA, mas
também ocorre aumento nos niveis de expressao da quimiocina CCL3/MIP-1a
e dos receptores CCR5 e TLR9, mostrando assim que a AZA pode levar a
mudanca na resposta imune durante a infeccao por formas TM.

Assim como ocorreu um perfil diferente de citocinas em relagédo a forma
de infeccdo TM sobre o tratamento com a AZA, ao verificar o perfil entre TS e
TSA, pode-se observar que ocorreu apenas aumento da expresséo da citocina
IL-10 em comparagdo ao grupo NIA. Perfil este totalmente distinto daquele
observado nos caes que nao foram tratados com AZA.

Portanto, de posse desses dados, referentes ao tratamento com a AZA e
as modificacbes causadas perante as duas formas de inéculo, faz-se
necessaria uma analise mais acurada dos resultados, de forma a apontar as
possiveis alteracfes da resposta imune causada por esse farmaco.

Nota-se que o tratamento com a AZA favorece a replicacdo parasitaria
em ambas as formas de inodculo. Apesar de ndo ocorrer diferencas no processo
inflamatério e da fibrose em andlise qualitativa, observa-se que h& nitida
diferenca em relacdo a melhor preservacao da arquitetura tecidual nos caes do
grupo TM em comparacéo ao grupo TMA. Fato este ndo visto entre 0s grupos
TS e TSA, pois ambos se apresentavam com pouca preservacao tecidual,
assim como o grupo TMA.

A avaliagédo das citocinas nos permitiu confirmar as informacdes de que
o farmaco leva a mudanca do perfil imunoldgico, principalmente quando
utilizado junto a forma de infeccdo TM. Isto ocorre devido ao aumento da
expressao relativa de mRNA das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IFN-y;
Th2, IL-4 e imunomodulatérias IL-10 e TGF-1. Assim como também modificou
a expressdo de CCL3/MIP-1a e de TLR9. Em suma, pode-se afirmar que
existem implicacfes no tratamento com a AZA frente a forma de in6culo por
TM, permitindo a replicacdo parasitaria. Isto parece ocorrer devido ao
mecanismo de acdo desse farmaco, levando a um possivel desequilibrio da
resposta imune. Uma hipOtese que possa justificar esse descontrole da

resposta imune envolve receptores TLR2 e TLR4. Estudos indicam que estes
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receptores atuam via MyD88, estando esta via bloqueada pela AZA (via CD28),
0 que torna pouco eficaz a fungéo de acidificacdo e consequente maturacdo do
fagossomo, importante para o processo de controle parasitario (Blander e
Medzhitov, 2004). Dado que a via Myd88 é de fundamental importancia para
dar inicio a uma resposta Thl. Além disso, o reconhecimento de patdégenos por
TLR2 e TLR4 indica um mecanismo de associagao entre a resposta imune e a
fagocitose (Akira, 2003; Zhang et al., 2012).

Esta conjectura é apoiada pelos achados deste trabalho, visto que os
cées infectados por formas TM apresentam menor parasitismo em comparacao
aos grupos TS, TMA e TSA, além de apresentar aumento na expressao dos
receptores TLR2 e TLR4. E importante ressaltar que TLR2 pode apresentar
funcdo imunomoduladora, isso associado a células T regulatérias, pois além de
ser essencial para a producéo de citocinas como a IL-12 e TNF-a e do NO, pois
camundongos deficientes deste receptor apresentam potente resposta
inflamatoria, contendo elevados niveis séricos de IFN-y (Kulkarni et al., 2011).

Uma hipotese acerca do aumento da expressao das citocinas deve aqui
ser exposta. Pode-se inferir a possibilidade de uma superexpressédo de
citocinas oriunda da resposta imune inata, macrofagos e células dendriticas.
Isso devido a via de sinalizacdo mediada por TLR9, aliado as formas TS de
infeccdo e também nos grupos TMA e TSA. O aumento da expressao das
citocinas nos trés grupos acima citados pode estar relacionado a expresséao
aumentada deste receptor, pois CpG ndo metilados de T. cruzi, sdo capazes de
promover a resposta imune via TLR9 de citocinas por macrofagos e células
dendriticas (Shoda et al., 2001; Bafica et al., 2006; Bartholomeu et al., 2008;
Caetano et al., 2011). Sobretudo nos grupos TMA e TSA, pois esta ativacao
independe da via CD28 (MyD88). No entanto, h4 de se ressaltar que o
desequilibrio da via CD28 causada pelo tratamento com a AZA no grupo TMA
pode ser um indicio que essas vias de sinalizacdo, CD28 (MyD88) e receptores
TLR2, TLR4 e TLR9 apresentam uma ag¢ao em conjunto no processo de
resisténcia a infecc¢ao pelo T. cruzi.

Sabe-se que nos primeiros dias apos a infeccdo em camundongos (7 a

10 dias), antes mesmo da resposta imune adquirida, ha uma resposta
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imunoldgica ativada pelas células da resposta imune inata, que desempenham
papel fundamental na contencdo da parasitemia, através da acdo de
mediadores microbicidas (reativo intermediarios do nitrogénio - RNI e ROS),
cuja producdo é reforcada pela acdo das citocinas pré-inflamatorias (IL-12,
TNF-a e IFN-y) liberadas pelos macrofagos, células natural killer (NK) e T yd
(Vespa et al., 1994; Sardinha et al., 2006). Assim, pode-se especular que no
modelo canino, 42 dias apos a infeccdo, as ceélulas da resposta imune inata
estdo auxiliando o processo de expressao de citocinas, isto aliado as funcdes
efetoras dos linfocitos T CD8* nos cées infectados por formas TM, pois exibem
uma expressao de TLR2 e TLR4 e estes receptores medeiam a expressao da
IL-12p40 e NO, que sdo moléculas fundamentais no controle do parasitismo
cardiaco (Bafica et al., 2006; Koga et al., 2006; Oliveira et al., 2010; Caetano et
al., 2011).

Alteracdes no sistema imunolégico podem afetar a resposta do
hospedeiro a infeccdo. Pacientes chagasicos cronicos podem reativar a
infeccdo pelo T. cruzi apds imunossupressdo relacionada ao HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) (Sartori et al.,, 2002). A infeccdo pelo T. cruzi,
concomitante ao virus HIV, levou a maiores niveis séricos do TNF-a, IFN-y e
IL-4 nos pacientes em comparacdo aos pacientes infectados apenas com HIV
(Rodrigues et al., 2005). Da mesma forma, pacientes apés transplantes de
orgao e submetidos a protocolos de imunossupresséo, podem apresentar uma
piora clinica, como a reativacdo da infeccdo chagéasica (Marchiori et al., 2007).
Dessa forma, como nos quadros de imunossupresséo, o tratamento com a AZA
pode desencadear alteracdo na resposta imunoldgica do cdo frente a infeccdo
chagasica. Sabe-se que umas das principais vias que levam ao
desencadeamento de uma resposta imune Thl é a via co-estimulatéria CD28
(Tiede et al., 2003). Assim, o tratamento com a AZA parece ter conduzido ao
desequilibrio da resposta imune durante a infeccdo experimental no modelo
canino pelo T. cruzi.

Os resultados mostram um quadro de resposta imunolégica distinto
entre os grupos avaliados. Especula-se que a infeccdo por formas TS podera

desencadear piora clinica em relacdo a infeccdo por formas TM. Estudos
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realizados em camundongos revelaram maiores niveis de expressdo do TNF-a
e IFN-y no grupo infectado por formas TS. Ja os camundongos inoculados por
formas TM apresentaram maiores niveis do IFN-y e da IL-10, mostrando assim
uma imunomodulag&o da resposta imune (Vieira et al., 2012). A avaliacao de
cées durante a fase aguda e cronica mostrou que o balanco entre a resposta
Thl e Th2 é importante para o controle da forma cardiaca da doenca de
Chagas, revelando que a presenca das citocinas IFN-y e IL-10 é de suma
importancia para evitar a forma cardiaca durante a fase cronica (Guedes et al.,
2009). Esses trabalhos mostram a importancia da IL-10 na infeccdo pelo
T. cruzi, como perfil de citocinas imunomodulatéria, permitindo o
desenvolvimento da resposta imune menos exacerbada. Nesse contexto,
espera-se que o TGF-B1 possa ter funcdes semelhantes a IL-10 no modelo
canino, visto que esses trabalhos n&o avaliaram esta citocina.

A acado da AZA culmina no bloqueio da Racl e consequente inibicdo de
mecanismos de transducdo do sinal para NF-kB e STAT-3. Estes eventos
pertencem a via de sinalizacdo mediada pelo co-estimulador CD28, sendo esta
a via de sinalizacdo celular preferencialmente usada para desencadear uma
resposta imunolégica Thl (Tiede et al., 2003). Verificou-se no presente estudo
que o uso da AZA pode ter desencadeado o aumento do processo inflamatério
no grupo TMA, devido as alteraces nos mecanismos co-estimulatorios e que
consequentemente levou ao aumento da replicacdo parasitaria, o qual foi
acompanhado do aumento da expressao de todas citocinas aqui avaliadas,
chamando a atencao para a IL-4, podendo assim caracterizar perfil de resposta
Th2 (Redmond et al., 2009). O tratamento com a AZA frente a forma de in6culo
TS néo levou ao aumento do numero de células inflamatérias, comparando
TSA versus TS. No entanto, ha de se lembrar que o perfil de expresséo das
citocinas, como: IL-12p40, TNF-a, IFN-y, IL-4 e TGF-B1, encontrava-se
aumentado mesmo sem a ac¢do do farmaco no grupo TS, assim como 0
processo inflamatorio.

Esses dados mostram que a AZA pode ter desencadeado algumas
alteracOes na resposta imune dos cées. A principio, a AZA é um farmaco capaz

de diminuir a resposta imunolégica. No entanto, a sua acdo nesse trabalho
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levou ao aumento da inflamagé&o e de todas citocinas avaliadas no grupo TMA,
assim como aumento da IL-10 no grupo TSA. No primeiro caso, sabe-se que a
resposta imune frente ao indculo por formas TM é de cunho focal e voltada
para o controle do parasitismo tecidual. A inoculagcéo dos caes por formas TM,
acompanhado pela acdo da AZA, levou ao aumento do parasitismo,
desencadeando maior migracdo leucocitaria, ampliando a resposta imune. O
bloqueio da via co-estimulatoria CD28 parece (ou pode) ter inibido a resposta
tipo Thl, podendo apresentar assim perfil Th2 da resposta imune no grupo
TMA, dificultando o controle do parasitismo com consequente aumento da
exposi¢cdo antigénica pelas APCs, que no intuito de combater o parasitismo,
mantém a apresentacdo antigénica e liberacdo de citocinas, assim como o
recrutamento celular para os sitios de infeccdo (Minoprio et al., 1986, 1989;
Bryan et al., 2010). Ainda, é preciso lembrar que os dados apresentados
referem-se a expressao de citocinas, o que permite especular se nos cées dos
grupos TMA e TSA houve de fato producdo da citocina ou se ocorreu apenas
expressdo do seu mRNA, jA que o bloqueio da via CD28 pode ter causado
alteracdes intracelulares ao ponto de ndo permitir a sua sintese.

O efeito do tratamento com a AZA no grupo TS levou ao aumento do
parasitismo, mas no que diz respeito ao nimero de células inflamatorias no
tecido muscular cardiaco, ndo se constatou diferencas entre os grupos TS
versus TSA. No entanto, ressalta-se o fato do intenso processo inflamatorio
encontrado nos cées infectados por formas TS mesmo na auséncia do
farmaco. Dessa forma, as formas TS (sob o tratamento com a AZA ou néo)
levam ao aumento na migracdo das células imunes, mas, ao mesmo tempo,
parece que ha desequilibrio do sistema imune e ndo conseguem desencadear
atividade antiparasitaria.

A producao de citocinas nos grupos TMA e TSA pode estar relacionada
a diversos fatores. Nesse sentido, alguns estudos apontam para células T, que
guando expostas a antigenos em células APCs, que ndo possuem as
moléculas co-estimulatérias B7-1 ou B7-2, se tornam responsivas, sugerindo a
nao necessidade do segundo sinal de ativacdo (Lespagnard et al., 1998). Na

infeccdo de camundongos por Staphylococcus aureus, ocorreu anergia das
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células T CD3*, e parece estar relacionada ao mecanismo co-estimulatério
CD28 (Ziegler et al., 2011). No entanto, nos grupos TMA e TSA, houve
producado de citocinas e quimiocinas, assim com expressao de receptores, que
provavelmente foi desencadeada por outras vias, hdo CD28.

Alguns estudos em artrite reumatoide e sindrome coronéria aguda
apontam diferencas entre as células CD4*CD28* e CD4*CD28", sendo que
estas produzem altos niveis de IFN-y. Além disso, a expressdo de moléculas
citoliticas, como as granzimas e perforinas, geralmente encontradas em células
T CD8* e NK, também tem sido mostrada nesse grupo de células em pacientes
com artrite reumatoide. Estes fatos podem estar diretamente relacionados a
outra via de ativacdo das células T, ndo CD28. Pacientes com dermatomiosite
e polimiosite apresentam maiores numeros de células T CD4*CD28 e
CD8'CD28° em meio ao infitrado muscular, podendo ocorrer alguma
correlacdo entre essas células e a progressdo dessas doencas (Fasth et al.,
2009). Neste contexto, surgem outros receptores de co-estimulagdo membros
da familia do Fator de Necrose Tumoral (TNFR), o OX40 e 4-1BB, sendo que
estes podem ter sido ativados nos cées submetidos ao tratamento com a AZA
(Pawlik et al., 2003; Thewissen et al., 2007; Dumitriu et al., 2012). Evidéncias
sugerem que esta via, OX40, pode desencadear uma resposta Th2, tanto em
camundongos em estudos da asma, quanto em pacientes com essa doenca
(Kaur e Brightling, 2011). Este quadro é apoiado principalmente no grupo TMA,
visto que o aumento da expressao da IL-4, em conjunto com a auséncia de
expressdo da IL-12p40, pode ter implicacbes ativacdo da via OX40 e
consequentemente desencadear resposta Th2 (Michailowsky et al., 2001;
Redmond et al., 2009).

De acordo com os resultados apresentados, levanta-se a hipétese de
que a producado de citocinas nos grupos TMA e TSA foi desencadeada por
outras vias, ndo CD28, ou mesmo pelas células da resposta imune inata.
Considerando que a via CD28 é fundamental no contexto da resposta Thl,
voltada para o controle da infeccdo pelo T. cruzi, especula-se que a

exacerbacdo da resposta imune desencadeada nesses grupos, tenha sido
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ativada pelos co-estimuladores da familia dos TNFR, contribuindo assim para

uma resposta inflamatoria intensa e difusa com destruicéo tecidual exacerbada.
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Diante do exposto, elaboraram-se modelos esqueméticos da resposta imune a
fim de mostrar as diferencas imunolégicas observadas nos animais infectados
por diferentes formas do T. cruzi, e também perante o tratamento com a AZA
(Figura 28). Evidenciou-se que o0s animais infectados por formas TM
apresentam um balanco favoravel a expresséo relativa da IL-12p40 e dos
receptores TLR2 e TLR4. Estes achados parecem ser de fundamental
importancia para resposta imunomodulada, e para o baixo parasitismo
apresentado, visto a intima relacdo entre estes receptores e 0 processo de
maturacdo do fagossomo (Zhang et al., 2012).

Entretanto, verifica-se nos animais infectados por formas TS maior
expressao relativa de citocinas, quimiocinas e dos receptores CCR5 e TLR9,
sendo que a expressdo destes parametros ndo levou ao controle do
parasitismo. Estes dados déo suporte a hipotese que as formas TS sédo
potentes em exacerbar o0 sistema imune, porém a resposta imunolégica
desencadeada nédo é capaz de controlar a replicagdo parasitaria, promovendo
maior processo inflamatério.

Ao verificar a resposta imune dos animais infectados por formas TM e
submetidos ao tratamento com a AZA, constata-se que ocorre mudanga no
perfil imunolégico que pode ter sido originada pela acdo do farmaco, e por
consequéncia permitiu a replicacdo parasitaria, podendo ser o fator inicial para
a inflamacdo, a expressdo de citocinas (exceto IL-12p40), CCL3/MIP-1a e
TLR9. Dessa forma, nota-se que a agcdo da AZA pode ter implicagbes na
auséncia de expressao dos fatores importantes para o controle do parasitismo,
como a IL-12p40, TLR2 e TLRA4.

Interessante notar que, a avaliacdo do grupo TSA nado evidenciou
expressdo desses mediadores imunoldgicos, com excecdo da IL-10, porém
ocorreu aumento do parasitismo. Sabe-se que a AZA pode levar ao bloqueio da
via co-estimulatéria CD28. Dessa forma, sugere-se que em ambos 0s grupos
submetidos a AZA ocorreu o bloqueio desta via. No entanto, nota-se que as
respostas imunoldgicas desencadeadas sdo distintas nos dois grupos. Porém,

0 bloqueio da via CD28 pode ter levado a ativacdo de outras vias do sistema
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Modelo proposto para a resposta imune

imune, ndo eficazes para o controle do parasitismo em ambos 0s grupos.
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Figura 28: Resposta imune no tecido cardiaco de caes apdés infeccdo por formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS) da cepa Berenice 78 do
Trypanosoma cruzi eutanasiados durante a fase aguda, tratados com a Azatioprina ou

nao.
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A infeccdo pelas formas tripomastigotas metaciclicas ou sanguineas,
durante a fase aguda da doenca de Chagas, leva a distintos parametros
parasitolégicos e imunoldgicos no modelo canino:

1. Ocorre aumento da razdo da expresséao das citocinas IL-12p40/IL-10

e IL-12p40/TGF-B1 nos caes infectados por formas TM;

2. Os aspectos histopatol6gicos encontram-se mais bem preservados nos
cées infectados por formas TM;

3. Ha aumento da expresséo relativa de mRNA dos receptores Toll-like:
TLR2 e TLR4 nos caes infectados por formas TM,;

4. O parasitismo estd aumentado nos cées infectados por formas TS;

5. Existe intenso processo inflamatério maior nos cées infectados por
formas TS;

6. H& aumento da expressao relativa de mRNA das citocinas pro-
inflamatorias IL-12p40, TNF-a, IFN-y; Th2, IL-4; imunomodulatérias IL-10 e
TGF-B1 nos caes infectados por formas TS;

7. Ha aumento da expressao das quimiocinas CCL3/MIP-1a e
CCL5/RANTES, e do receptor CCR5 nos cées infectados por formas TS;
8. H4 aumento da expressado de TLR9 nos cées infectados por formas TS;

A acdo da Azatioprina sobre o curso da infeccdo pelas formas
tripomastigotas metaciclicas ou sanguineas, durante a fase aguda da doenca
de Chagas, evidencia mudancas no comportamento imunoldgico no modelo
canino:

1. Aumento do processo inflamat6rio em ambos os grupos: TMA e TSA em
comparacao ao grupo NIA;

2. Aumento da expressao relativa de mRNA das citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IFN-y; Th2, IL-4; imunomodulatéria TGF-B1 nos caes do grupo TMA;
3. Aumento da expressao relativa de mRNA da quimiocina CCL3/MIP-1a e
de seu receptor, CCR5 nos cées do grupo TMA;

4. Aumento da citocina imunomodulatéria IL-10 no grupo TSA,;

5. Aumento do receptor TLR9 no grupo TSA;
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Souza, S.M. Conclusobes

A acdo da Azatioprina frente as formas de infeccéo tripomastigotas
metaciclicas ou sanguineas, durante a fase aguda da doenca de Chagas,
mostra um impacto no perfil parasitolégico e imunoloégico no modelo canino.

Nos grupos TM versus TMA, verifica-se:

1. Aumento do parasitismo no grupo TMA,;

2. Aumento das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IFN-y; Th2, IL-4;
imunomodulatérias IL-10 e TGF-B1 nos caes do grupo TMA;

3. Aumento da quimiocina CCL3/MIP-1a e do receptor TLR9 nos caes do
grupo TMA,;

Nos grupos TS versus TSA, verifica-se:

1. Aumento do parasitismo no grupo TSA.

Em linhas gerais, concluimos neste trabalho que, ao avaliar o
parasitismo e a resposta imune no coragao de céaes, infectados por formas TM
e TS, que os cées infectados por formas TM apresentam aspecto
histopatoldgico mais preservado, com baixo parasitismo, um balanco favoravel
a expressao relativa da IL-12p40 e maior expressao dos receptores TLR2 e
TLR4. Em contrapartida, os cées infectados por formas TS apresentam
destruicdo tecidual, alto parasitismo, intenso processo inflamatério e elevada
expressao de citocinas, quimiocinas e TLR9.

Ao submeter os animais ao efeito do farmaco Azatioprina e a infeccao
por diferentes formas do T. cruzi, verifica-se que ocorreu desequilibrio na
resposta imune, promovendo aumento do processo inflamatério no grupo TMA,
sendo que este fator pode ser determinante nas géneses das lesdes da fibra
muscular cardiaca. Em suma, a acdo da Azatioprina leva a distinta resposta
imune nos animais infectados pelo T. cruzi, culminando em piora dos aspectos
histopatoldgicos.

Estes dados nos chamam a atencdo, visto que a Azatioprina é um
farmaco utilizado em terapias imunossupressoras em individuos chagéasicos
gue porventura necessitem de transplantes de 6rgaos. Dessa forma, sugerimos

mais estudos relacionados a acdo desta droga perante o sistema imune.
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Todo caminho da gente é resvaloso. Mas também, cair ndo prejudica demais.
A gente levanta, a gente sobe, a gente volta! ... O correr da vida embrulha tudo,
a vida € assim: esquenta e esfria, aperta e dai afrouxa, sossega e depois
desinquieta. O que ela quer da gente é coragem. Ser capaz de ficar alegre e
mais alegre no meio da alegria, e ainda mais alegre no meio da tristeza...

Jodo Guimaraes Rosa.
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