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RESUMO

A cardiopatia chagasica (CC) induzida pelo Trypanosoma cruzi é uma manifestacao
clinica dependente da resposta inflamatdria gerada pelo hospedeiro, ocasionando
destruicdo celular/tecidual e, consequente, remodelamento na matriz extracelular
cardiaca. Citocinas, quimiocinas e outras proteinas soliveis ou de membrana participam
desta resposta imune e, por isso, estratégias farmacologicas para regular estes mediadores
e desacelerar o remodelamento cardiaco na CC tornam-se importantes focos de
investigacdo. Na presente proposta, 30 caes sem raca definida foram infectados (ou nao)
pela cepa Berenice-78 (Be-78) do T. cruzi e submetidos ao tratamento diario com doses
sub-antimicrobial do antibidtico doxiciclina/Dox durante 12 meses de infecgdo (sendo
50mg/Kg manhd e 50mg/kg noite), em associa¢do (ou ndo) com o tratamento por 60 dias
com o Benznidazol/Bz (7mg/kg — administrado a partir do 8° més de infec¢éo), farmaco
com agédo anti-T. cruzi. Antes e durante 0s 12 meses de infeccdo, estes animais foram
avaliados trimestralmente quanto a funcdo cardiaca (ecocardiografia/ECO) e, ap0s a
eutanasia, o tecido cardiaco (atrios e ventriculos) dos animais foram conservados para
avaliacdo: (i) dos aspectos histopatoldgicos (ii) da cinética da CCL2 plasmaética e
ventricular esquerda e da expressdo dos receptores de quimiocinas (CCR3 a 6, CCR8 e
CXCR3), ambos no ventriculo esquerdo (VE). Estes parametros foram avaliados, em
paralelo a andlise ecocardiografica. Observamos que o0s tratamentos reduziram a massa
cardiaca nos animais. A avaliacdo histoldgica mostrou aumento do infiltrado inflamatério
no VE dos animais infectados, mas Dox conseguiu reduzi-lo. A producdo de CCL2, TNF
e IFN-gama no VE foi semelhante em todos os animais infectados, mas no plasma
aumentaram no 14° més de tratamento em relacdo ao grupo nédo infectado. Juntos, esses
dados apontam para o potencial papel das doses sub-antimicrobianas de Dox, em
associagao com o Bz, como estratégia farmacoldgica de melhora morfofuncional cardiaca
associada a infeccdo pelo T. cruzi. Entretanto, novos estudos com diferentes populacdes
genéticas do parasita e com o estudo da farmacocinética de Dox merecem atencdo para

consolidar essa proposta.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi — remodelamento cardiaco — doxiciclina —

benznidazol — inflamacéo.



ABSTRACT

Chagasic cardiopathy (CC) induced by Trypanosoma cruzi is a clinical manifestation
dependent on the inflammatory response generated by the host, causing cellular / tissue
destruction and, consequently, remodeling in the cardiac extracellular matrix. Cytokines,
chemokines and other soluble or membrane proteins participate in this immune response
and therefore, pharmacological strategies to regulate these mediators and to reduce the
advance of the cardiac remodeling in CC become important foci of investigation. In the
present proposal, 30 mongrel dogs were infected (or not) with the T. cruzi, Berenice-78
(Be-78) strain, and submitted to daily treatment with sub-antimicrobial doses of the
antibiotic doxycycline/Dox during 12 months of infection (50 mg/kg in morning and 50
mg/kg night), in combination (or not) with the 60 days of treatment with benznidazole /
Bz (7 mg/kg administered in the 8th month of infection). Before and during the 12 months
of infection, these animals were evaluated quarterly for cardiac function
(echocardiography) and, after euthanasia, the blood and/or left ventricle preserved for
evaluation of: (i) histopathology (ii) kinetics of plasma CCL2, (as citocinas do Alex Reis)
and expression of chemokine receptors (CCR3 to 6, CCR8 and CXCR3) and (iii) MMP
activities . These parameters were evaluated in parallel to the echocardiographic analysis.
We observed that the treatments reduced the cardiac mass in the animals. The histological
evaluation showed an increase in the inflammatory infiltration in the LV of the infected
animals, but Dox was able to reduce it. The production of CCL2, TNF e IFN-gama in the
LV was similar in all infected animals, but in the plasma, they increased in the 14th month
of treatment in relation to the uninfected group. Together, these data point out to the
potencial role of the sub-antimicrobial doses of Dox, in association with Bz, as a
pharmacological strategy for cardiac morphofunctional improvement associated to the T.
cruzi infection. However, new studies with different genetic populations of the parasite
and with the study of pharmacokinetics of Dox deserve attention to consolidate this

proposal.

Keywords: Trypanosoma cruzi - cardiac remodeling - doxycycline - benznidazole -

inflammation.
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1.0 Introdugéo

1.1. O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi é um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastidae,
sendo assim classificado por apresentar em sua estrutura interna uma organela conhecida
como cinetoplasto, rica em DNA mitocondrial condensado (KDNA), préximo ao ponto

de origem do flagelo (Brener, 1973).

O ciclo biolégico do T. cruzi é complexo e caracterizado pela presenca de
diferentes estagios de desenvolvimento; possui um hospedeiro vertebrado (ex:
mamiferos) e um hospedeiro invertebrado (vetor). Os insetos da familia Reduviidae
(hospedeiro invertebrado) sdo popularmente conhecidos como “barbeiros” (Peretolchina
et al, 2018).

A infeccdo pelo T. cruzi € naturalmente iniciada na camada dérmica ou mucosa
conjuntival por tripomastigostas metaciclicas depositadas junto as fezes ou urina de
triatomineos durante o seu repasto sanguineo. Entretanto, o T. cruzi pode ser transmitido
ao homem por vias alternativas, normalmente, transfusdo sanguinea, transmissdo
congénita, infeccdo acidental de laboratdrio, transplante de 6rgdos e transmissdo oral
(Coelho et al, 2002). Em paises ndo endémicos como os da América do Norte e Europa,
os imigrantes infectados oferecem risco de perpetuar a infeccéo pela transfuséo de sangue
ou congénita; a triagem e diagndstico em mulheres gravidas e seus filhos sdo medidas de

controle essenciais (Coura and Borges-Pereira, 2010; WHO, 2017).

A infeccao pelo T. cruzi é o evento desencadeador da doenca de Chagas,
descoberta e descrita pelo médico sanitarista brasileiro Carlos Justiniano das Chagas, na
cidade de Lassance/MG (Chagas; 1909). A doenca de Chagas ou Tripanossomiase
Americana é endémica na América Latina, onde, de acordo com a organiza¢do mundial

da saude, afeta cerca de 6 milhdes de pessoas (WHO, 2017).

Caracteriza-se por apresentar duas fases clinicas: fase aguda e fase cronica. A
primeira marcada pela identificacdo de formas tripomastigotas no sangue do paciente,

sinais clinicos inespecificos (febre, edema, linfadenopatia) que iniciam de 6 a 10 dias
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apos a entrada do parasito, podendo permanecer por 6 a 8 semanas. Pode, ainda, ocorrer
alteracOes eletrocardiograficas (Brener, 1987, Prata, 1994). Apos a fase aguda, a maioria
dos individuos infectados pelo T. cruzi é conduzida para uma fase latente da doenga,
também conhecida como forma cronica indeterminada, permanecendo sem manifestacéo
clinica detectavel por décadas ou pela vida toda. Outros individuos podem desenvolver
sinais classicos como taquiarritmias, alteragdes no sistema nervoso autondmico,
alteracbes na motilidade do es6fago e do intestino (apresentando o quadro de
megaesdfago e megacolon) e eventos progressivos cardiovasculares levando ao quadro
conhecido como cardiopatia chagasica — CC (Marin-Neto et al, 2017). A CC apresenta
um carater inflamatoério progressivo, fibrosante e debilitante, afetando o arcabouco
estrutural e a funcionalidade do coragdo (Rocha et al, 2007).

A presenca do T. cruzi no organismo de mamiferos induz uma complexa interacdo
entre suas glicoproteinas de membrana e os receptores das células de defesa do hospedeiro
emergindo uma resposta inflamatdria focal e/ou sistémica (particularmente em tecidos
musculares, onde o parasito se aloja) objetivando a eliminacdo do parasito. O quadro
inflamatdrio nos diversos 6rgdos de acometimento apresenta relacdo direta com a
presenca de parasitos (ninhos de amastigotas) e com a predominancia de células
mononucleares proximas das células parasitadas (Andrade, 2000). A resposta
inflamatdria apds a infeccdo pelo parasito é essencial para a eliminacdo do T. cruzi, mas
também torna-se primordial para 0s eventos patologicos digestorios e cardiacos,

observados durante o curso da doenca (Garcia et al. 2010).

1.2 Proteinas inflamatérias na matriz extracelular.

A matriz extracelular (MEC) consiste em uma rede intrinseca de macromoléculas
responsavel por preencher os espacos intercelulares nos tecidos. A diversidade das
diferentes macromoléculas e a forma como estdo organizadas definem a estrutura da
MEC, responsdvel pela adaptagdo funcional, resisténcia, transporte e
comunicacgdo/sinalizacdo entre as células os tecidos (Alberts, et al., 2014; Turner et al.,
1989).

A MEC é composta por duas principais classes de macromoléculas, as proteinas
fibrosas e os glicosaminoglicanos (GAGS). Os GAGS geralmente se encontram

associados a outras proteinas, formando os proteoglicanos. Proteinas fibrosas sdo
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divididas em proteinas responsaveis pelo arcabouco estrutural, como colageno e elastina
e proteinas relacionadas & adesao matriz-célula, como fibronectina e laminina (Berrier &
Yamada 2007; Kielty, et al., 2002). O tecido muscular cardiaco € um dos sitios
importantes da infeccdo pelo T. cruzi ja na fase inicial da infec¢do, mas principalmente
na fase cronica onde ha uma prevaléncia de parasitos (Egui et al, 2018). Como
consequéncia, inimeras células do sistema imune sdo ativadas e produzem mediadores
inflamatorios de naturezas lipidicas e proteicas, além de coexistir a participacdo da
resposta imune humoral atuando contra o parasito e também contra o proprio hospedeiro
(Mocelin AO, et al 2005; Dutra & Gollob, et al 2008). Durante a tentativa de eliminar
este parasito ha, inevitavelmente, destruicdo de células hospedeiras e de plexos
simpaticos e parassimpaticos, essenciais para o funcionamento autonémico cardiaco,
além de ocorrer deposicdo de colageno intermeando as areas inflamadas. Estas ac6es, em
conjunto, culminam em uma nova reorganizacdo estrutural do Orgdo, afetando
negativamente a funcionalidade do coragdo, sendo este evento denominado
remodelamento cardiaco (Marin-Neto et al. 2007).

Por definicdo, o remodelamento cardiaco é uma alteracdo conformacional das
células e da matriz extracelular do coracdo em resposta as mudancas moleculares,
celulares e intersticiais. A MEC exerce um papel biolégico dindmico frente ao estresse
descrito anteriormente e, no caso particular da cardiopatia induzida pelo T. cruzi, o
colageno produzido, em consequéncia da infiltracdo macica e constante de células
inflamatdérias no miocardio, promove alteracbes morfométricas importantes aos
cardiomidcitos (Spinale et al. 2017). Essas alteracdes sdo dependentes da fibrose formada
no miocardio que, a0 mesmo tempo que promove o reparo aos danos teciduais, também
contribui para a dilatacao ventricular e para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca.
Vale ressaltar que a fibrose cardiaca ndo deve ser definida apenas pelo aumento da MEC
no intersticio dos cardiomidcitos, mas também pela alteragdo na conformacéo, no tipo e
na forma como o colageno se organiza (Li et al. 2000). Durante esta mudanca na
conformacdo MEC cardiaca, o colageno é substituido por fibras colagenas com baixa
capacidade de interacdo, num processo dependente das endopeptidases zinco-
dependentes denominadas metaloproteinases (MMP) que, além de contribuirem para a
dilatagéo ventricular (Rossini et al. 2010), regulam também a atividade inflamatoria no
sitio cardiaco (Spinale etal. 2017). Estas alteragOes afetam, diretamente, a funcionalidade
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do coracéo e sdo, portanto, consideradas como importantes determinantes de progressdo

para os eventos de insuficiéncia cardiaca (Cohn et al. 2014).

Tanto em modelo experimental quanto em investigacdes envolvendo seres
humanos, é sabido que a infeccdo do coracdo pelo T. cruzi induz um substrato
inflamatorio persistente (Coura et al, 2007). Esse processo inflamatdrio consiste de
células linfocitarias (T CD8+ duas a trés vezes mais abundante que as células T CD4+)
e, em menor extensdo, mas ndo menos importante, macréfagos, eosinofilos, células B,
neutrofilos e mastocitos (Brener & Gazzinelli 1997, dos Santos et al. 2001). Parte desse
recrutamento leucocitario para o tecido cardiaco é coordenado por uma rede variada e
integrada de quimiocinas/citocinas e seus respectivos receptores, sendo sua elevada
expressao claramente associada com maior destruicdo do miocardio ou mesmo disfungédo
cardiaca (Talvani et al. 2000, Talvani et al. 2004).

O recrutamento de leucécitos para o local da infeccdo apds a entrada do parasito
depende da acdo de quimiocinas. As quimiocinas sdo polipeptideos de baixo peso
molecular com caracteristicas comuns no recrutamento seletivo de diferentes tipos
leucocitarios para o sitio da inflamacéo, através de gradientes de concentracao e conforme
a expressdo de seus receptores nessas populacdes celulares (Frangogiannis 2004;
Filippatos et al. 2003). Assim, recrutamento de leucécitos pode provocar também o
aumento da expressdo dos receptores de quimiocinas e das moléculas de adesdo
envolvidas no processo de recrutamento celular (Ropert et al., 2002).

A proteina quimiotatica para mondcitos-1 (MCP-1)/CCL2 tem sido observada em
macrofagos e cardiomidcitos humanos, ele é sintetizada por mondcitos, células
endoteliais, musculares lisas, epiteliais; (Kim et al., 2005; Machado et al., 2010). Essa
qguimiocina demonstra importantes correlacbes clinicas entre peptideos/proteinas
inflamatorias circulantes. Talvani e colaboradores (2004 a e b) reforcam que além de
citocinas/quimiocinas (ex. TNF e CCL2), a alta expressdo de seus receptores apresentam
uma boa correlagédo com o gravidade da disfuncdo cardiaca.

A citocina IL-10 apresenta uma marcante atividade regulatoria, esta envolvida na
supressao da proliferacdo de células T (Taga & Tosato, 1992). A IL-10 é responsavel pela
diminuicdo da sintese de IL-2, e secundariamente inibindo o IFN-gama, um importante
promotor da resposta pro-inflamatoria. Hunter e colaboradores (1997) demonstraram que

apesar de camundongos deficientes na producdo de IL-10 desenvolverem menor
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parasitemia, apresentam indices de mortalidade maiores, mostrando como é essencial o

equilibrio na producao de mediadores pro inflamatorios e regulatorios.

1.3 Participacéo das metaloproteinases na infeccao pelo Trypanosoma cruzi

Dentre as diferentes MMPs, a MMP-2 e a MMP-9 destacam-se por seu
envolvimento em doencas cardiacas pela degradacdo dos componentes da matriz no
coracdo (Mittal et al. 2014) e, sendo este o alvo de maior relevancia para a
clinica/pesquisa basica associado a infeccdo humana/experimental pelo T. cruzi, estas
MMPs tornaram-se importantes alvos de investigagdo. Em camundongos infectados pelo
T. cruzi e tratados com farmacos da classe das tetraciclinas (doxiciclina), propostas como
inibidores exdgenos das MMPs (Castro et al. 2011), foi investigada a atividade das MMP-
2 e MMP-9 e observado um aumento da sobrevida deste animais e reducéo da inflamagéo
cardiaca e dos niveis circulantes de TNF, IFN-gama e 6xido nitrico (Gutierrez et al. 2008).
Este estudo in vivo, sugere a participacdo destas MMPs na indugdo da miocardiopatia
experimental, possivelmente associada a migracdo de células inflamatdrias para o tecido
cardiaco. Porém, o T. cruzi tanto é capaz de reduzir formas latentes e ativas de MMPs em
cultura de hepatdcitos quanto induzi-las (MMP-2 e MMP-9) em culturas de cadiomidcitos
(Geurts et al. 2011). No contexto da transmissdo materno-fetal, foi demonstrado que o T.
cruzi induz expressao e atividade das MMP-2 e MMP-9 na vilosidade coriénica humana
e que, ao ser incubada com parasitos em presenca de doxiciclina, ha prevencédo de lesdo
tecidual e reducdo parcial de infecgéo ex vivo neste tecido (Castillo et al. 2012). Por meio
de andlise densitométrica da atividade das MMPs, recentemente, demonstrou-se que
individuos soropositivos para o T. cruzi apresentaram aumento de MMP2 e MMP-9
qguando comparados com individuos sem infec¢do, sendo a MMP-9 mais relacionada com
anormalidades eletrocardiograficas nestes individuos, enquanto a MMP-2 relacionou-se
mais com a presenca de relaxamento anormal cardiaco em individuos com cardiomiopatia
dilatada (Bautista-Lopes et al. 2013). Ainda, uma associagdo dos niveis circulantes destas
MMPs (2 e 9) foi reforcado em individuos com as formas crénicas indeterminada e
cardiaca da doenca de Chagas, onde os niveis séricos de MMP-9 mostrou-se associado
com cardiopatia grave (Fares et al. 2013). Estes autores ressaltaram, ainda, as células T
CD8+ como as principais fontes tanto de MMP-2 quanto MMP-9. Ainda ha poucos
estudos envolvendo as MMP-9 e a infecgédo pelo T. cruzi, mas sabe-se que as MMPs séo

essenciais para o trafego de leucocitos pelos tecidos atuando na digestdo das moléculas
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da MEC (Hu et al. 2007, Zozulya et al. 2007, Figueiredo et al. 2018). Tanto a MMP-2
quanto a MMP-9 sdo capazes, ainda, de clivar quimiocinas essenciais no processo
inflamatorio associado a infeccdo pelo T. cruzi, como a CCL2, TGF-b e IL-1
Bpromovendo um mecanismo indireto de regulacdo de fluxo de células para o foco
inflamatdrio (Deschamps & Spinale 2006, Paiva et al. 2009). As MMPs tornam-se,
portanto, cruciais para a instalacdo da resposta inflamatdria na infec¢do cardiaca pelo T.
cruzi sendo que a atividade descontrolada destas proteases traduziria em dano tecidual

grave e até morte ao hospedeiro mamifero.

1.4 A aplicabilidade do modelo c&o no estudo da cardiopatia chagasica

O modelo cdo tem sido utilizado por diversos pesquisadores por apresentar
aspectos fisioldgicos e cardiacos semelhantes da doenca de Chagas desenvolvida no
homem (Lumb et al., 1959; Mirowski et al., 1970).

Durante a fase aguda da infeccdo em cées € possivel observar alteracdes cardiacas
como: blogqueio de ramo esquerdo e intraventricular, lesdes apoptoticas e necroticas, além
de um intenso processo inflamatério acarretando em citotoxidade. Os animais que
sobrevivem a esta fase passam a uma fase latente da infeccéo, sem sinais de doenga, com
eletrocardiogramas normais (Andrade et al., 1981; Andrade, 1984). Ja na fase cronica, o
modelo cdo pode desenvolver a forma cardiaca apresentando: cardiomegalia, arritmias,
edema periférico, ascite e derrame pericardico e um quadro de miocardite crénica
progressiva. E possivel observar, também, o desenvolvimento de uma inflamacio
cardiaca difusa, caracteristica da CC humana (Tafuri et al., 1988; Caldas et al 2009; Diniz
etal., 2010).

Estudo realizado por Lana e colaboradores (1992), demonstrou que cées sem raga
definida infectados pelo T. cruzi apresentam reagdes soroldgicas positivas (IgM, 1gG e
IgA) bem como o desenvolvimento da cardiopatia chagasica crénica fibrosante difusa,
similares a cardiopatia chagasica crénica humana. Guedes e colaboradores (2002)
demonstraram que animais infectados com as diferentes cepas (Be-78, Y e Colombiana)
que receberam tratamentobenznidazol (Bz) apresentou aumento de sobrevida e a cura
parasitologica; sendo em 68,75% dos animais na fase aguda; e 38,7% dos crdnicos

infectados com a cepa Be-78 apresentaram cura. Esses resultados mostraram que a
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resposta terapéutica a essa droga foi similar aquela encontrada em triagens clinicas de
pacientes tratados com o farmaco.

Diante desses dados o céo se apresenta como um modelo ideal pois ao longo da
infeccdo é possivel o isolamento do parasito. O céo apresenta reacdes sorologicas
positivas que indica a persisténcia da infeccdo; ele também apresenta manifestacdes
clinicas da doenca de Chagas cronica induzindo resposta imune contra o tecido do
hospedeiro (Laranja 1953, Lana et al. 1992, Andrade et al., 1996; Sosa Estani et al., 1998;
Guedes et al. 2009; Chan et al, 2009; WHO, 2017)

1.5. Estrtégias farmacoldgicas

O Bz permanece como o farmaco de escolha para o tratamento etiol6gico da doenca
de Chagas no Brasil sendo sua maior eficicia terapéutica na fase aguda da infeccédo
(Andrade et al.,1992). Este farmaco atua na via formacéo de radicais livres responsaveis
pelas atividades anti-T.cruzi, exercendo uma funcdo tripanocida por mecanismos
complexos que envolvem ligacdo a lipideos, proteinas e ao proprio DNA do T. cruzi. O
tratamento com esse farmaco visa a eliminacao do parasito e, secundariamente, o retardo
da progessao inflamatdria nos tecidos acometidos (Stoppani et al, 1999; Urbina, et al
2010).

No entanto a procura por outros farmacos que apresentam este foco de atuagdo na
reposta imune do hospedeiro apresenta-se como uma terapéutica necessaria (Silveira et
al., 2000). Neste sentido, nosso grupo de pesquisa teve como presente objeto de
investigagdo um antibidtico da classe tetraciclina — a doxiciclina (Dox). A Dox atua
inibindo a sintese protéica bacteriana e apresenta uma atividade nas infeccdes bacterianas
possuindo um largo espectro contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Apresenta diversas propriedades favoraveis, tais como amplo espectro de acdo, baixa
toxicidade, baixo custo e podem ser, na maioria dos casos, administradas por via oral (Liu
etal, 2017).

A Dox é parcialmente inativada pelo metabolismo hepatico, sendo esta
tetraciclina capaz de atingir seu nivel sérico entre 2 a 4 horas com meia-vida de 12 a 22
horas, sendo eliminada pelas fezes enquanto outras tetraciclinas sdo excretadas pelo rim
(lactMed, 2006). Alguns efeitos adversos frequentes causados pela classe das tetraciclinas

e suas formas semi-sintéticas sdo distarbios gastrointestinais, incluindo anorexia, vomito,
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nauseas e diarréia, ulceracbes na boca, irritacdo da regido perianal e reacdo de
fotossensibilidade (Griffin et al 2010).

Portanto, ao utilizar terapia com doses sub-microbiais da doxiciclina (antibi6tico
com acdo inibidora de MMPs) em concomitancia com o benznidazol (farmaco com agéo
anti-T.cruzi), nossa hipétese é que a mesma atue inibindo moléculas de matriz
extracelular,citocinas, quimiocinas e receptores associados aos aspectos histopatoldgicos
promovendo, desta forma, um ambiente protetor cardiaco em cdes com a infecgdo

experimental pelo T. cruzi.
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2.0. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar o perfil inflamatorio e funcional no ventriculo esquerdo de cées infectados
com a cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi ap0s terapia com doxiciclina e

benznidazol.

2.2. Objetivos Especificos

-
1

Avaliar a funcdo contrétil cardiaca em cées cronicamente infectados com a cepa

Berenice-78 do T. cruzi e tratados com a doxiciclina e benznidazol.

2- Avaliar a estrutura microscopica do tecido muscular cardiaco (ventriculo
esquerdo - VE) com a quantificacdo do infiltrado celular nestes animais

3- Avaliar a producéo da quimiocina CCL2 no plasma e no VE dos cées infectados
e estabelecer sua cinética.

4- Identificar o perfil de expressdo dos receptores de quimiocinas (CCR3, CCR4,
CCR5, CCR6, CCR8 e CXCR3) no VE dos animais infectados com o T. cruzi.

5- Identificar o perfil de expressao das citocinas TNF, IFN-gama e IL-10 e no VE.

6- Avaliar a atividade e expressdo proteica da MMP-2 e MMP-9 no VE.

7- Estabelecer correlagdes entre os parametros inflamatorios cardiacos e o0s

parametros ecocardiograficos nos animais cronicamente infectados pelo T. cruzi
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4.0. Metodologia

4.1. Animais

Neste trabalho foram utilizados 30 cdes sem raga definida, com 4 meses de idade,
de ambos os sexos, provenientes pelo Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal
de Ouro Preto (CCA-UFOP). Os animais foram tratados com racdo comercial e agua ad
libitum e separados em baias de acordo com seu respectivo sexo. Antes do inicio dos
experimentos, foi realizado tratamento com anti-helminticos e vacinacdo contra doencas
infecciosas (Cinomose, Adenovirus tipo 2, Coronavirus, Parainfluenza, Parvovirose e
Leptospirose canina).

ApoOs este periodo, para melhor monitoramento, foi construida uma ficha
individual para cada cdo. Essa ficha era composta por: identificacdo, fotografia, idade,
sexo, grupo experimental, medida naso-anal (do focinho até a base da cauda), peso e
identificagdo das amostras de sangue colhidas de cada animal (Anexo 1).

Os procedimentos adotados neste trabalho estdo de acordo com 0s principios
éticos de experimentacdo animal pré-estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacio Animal (CONCEA), tendo sido aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Perto (CEUA-UFOP), com Protocolo
No. 2013/60, de 12 de fevereiro de 2014 (Anexo 2).

4.2. Parasitos e infeccéo

Foram utilizados parasitos da cepa Berenice-78 do T. cruzi obtidos camundongos
Swiss, mantidos no CCA-UFOP. Para esse procedimento foi realizada a contagem dos
tripomastigotas em uma amostra isolada do material sanguineo. Essa amostra foi
posteriormente diluida em solucao salina a fim de determinar a existencia de 2x103
parasitos em 0,5 ml de solugéo, que foi inoculada em cada animal.

Aos quatro meses de idade os cdes foram inoculados, via intraperitoneal, com
2000 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Berenice-78 do T. cruzi por quilograma
de peso corporal dos animais. A infectividade da cepa foi verificada pela observagéo, através

do exame de sangue a freco, de parasitos no sangue periférico dos cées inoculados.
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4.3. Tratamento e eutanasia

Os animais infectados foram divididos em quatro grupos experimentais contendo
seis cdes em cada um, de acordo com a natureza do tratamento. Seis cées constituiram o
grupo controle ndo infectado. Os grupos foram distribuidos de acordo com mostrado na
tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais avaliados no experimento de quimioterapia

Grupo T. cruzi Fémeas Machos Tratamento
1 Né&o 3 3 Nenhum
2 Sim 3 3 Nenhum
3 Sim 3 3 Doxiciclina
(Dox)
4 Sim 3 3 Dox + Bz
5 Sim 3 3 Benznidazol
(Bz)

Os farmacos utilizados foram Doxiciclina (Dox) ((4S,4aR,5S,5aR,6R,12aS)-4-
(dimethylamino)- 3,5,10,12,12a-pentahydroxy- 6-methyl- 1,11-dioxo1,4,4a,5,5a,6,11,
12a-octahydrotetracene- 2-carboxamide) (Pharmlab®) e Benznidazol (Bz) (N-benzyl-2-
(2-nitro-1H-imidazol-1-yl) acetamide) (LAFEPE).

Para o tratamento diario dos animais foram empregados comprimidos, contendo
100 mg de Dox (diluidos em PBS + carboximetilcelulose 0.5% acrescido de caldo de
carne para melhorar a palatabilidade), administrados individualmente por via oral. O
medicamento foi administrado em duas doses de 50mg (manh& — inicio da noite), o
tratamento foi iniciado aos 2 meses ap6s a infec¢do pelo T. cruzi e administrado durante
todo periodo do experimento, totalizando 12 meses de tratamento.

A terapia com o Bz teve inicio a partir do 9° més de infec¢do com duracdo de 60
dias na dose diaria de 7mg/kg por animal, administrado em duas doses (manha - inicio da
noite). O tratamento foi realizado por uma dupla de pesquisadores/estudantes, onde um
pesquisador imobilizava o animal e o0 outro ministrava os medicamentos em uma seringa

por via oral.
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Durante o periodo de tratamento, seis amostras de 10mL sangue foram coletadas
para obtengdo de plasma e armazenadas em Freezer -80°C para realizagdo de testes
bioquimicos e avaliacdo de citocinas. O sangue foi coletado em tubo estéril (esterilizado
com raio gama) de coleta S-Monovette® 90mm x 13mm contendo heparina acoplado a
agulha multipla estéril 0,8 x 25MM (Sarstedt Ltd, S&o Paulo, Brasil).

Para a eutanasia, os animais foram submetidos a um procedimento de anestesia
com Tiopental sédico (Tiopentax, Cristadlia®) na dose de 20mg/Kg, seguido de uma
injecdo de 20 ml de cloreto de potassio (KCI) a 19,1%. Apos constatacdo do 6bito o
animal era transferido para uma mesa de necropsia, em uma sala isolada, no laboratério
de préticas cirargicas do CCA-UFOP. A Eutanasia foi realizada quando os animais
completaram 18 meses de vida.

Para avaliar a ocorréncia de variagdes no peso dos cdes durante o tratamento, 0s
animais foram pesados mensalmente durante todo o periodo de tratamento. O ganho de
peso dos animais logo apds o tratamento foi calculado subtraindo-se o peso de cada cdo
um dia ap6s o término do tratamento pelo peso imediatamente antes do tratamento.

4.4. Ecocardiografia

Os animais foram submetidos a exames de ecorcardiograma: na pré-infeccéo, aos
2,4, 8,11 e 14 meses pos infeccdo, para avaliacdo funcional do 6rgdo, em particular do
ventriculo esquerdo. Para tal procedimento, o animal era pesado e posteriormente
anestesiado com 0,5 mL/Kg corporal de Tiopental sodico (0,03 g/mL de solu¢do salina
0,9%) por via endovenosa e logo apds posicionados em decubito lateral direito, com os
membros mantidos em angulo de 90° em relacdo ao corpo, sobre uma superficie isolante
elétrica. Apds esse procediemento era realizada a tricotomia (nas patas e regido toracica),
aplicacdo de gel e insercéo dos eletrodos. Foram avaliados os dados de eixo longo e eixo
curto durante a diastole e a sistole; com esses parametros calculou-se os valores de area
do ventriculo esquerdo durante diastole, volume ventricular em diastole, volume
ventricular em sistole e fracdo de ejecdo. As imagens da ecocardiografia eram obtidas por
intermédio do aparelho MyLab 30 cardiovascular (Esaote), as leituras e interpretacdoes
foram realizadas por um operador devidamente treinado e que desconhecia os tratamentos

e/ou grupos experimentais.
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Figura 1: Imagem ilustrativa do procedimento de ecocardiografia realizado em um dos

cdes do grupo experimental. Local: Centro de Ciéncias Animals (setor do canil) da UFOP.

4.5. Ensaios imunoenzimaticos

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado utilizando —se o plasma e 0 macerado
do ventriculo esquerdo. Para este ensaio foram utilizados kits, sendo todos os anticorpos
e reagentes reconstituidos e aliquotados de acordo com as orientagdes dos - R&D
Systems, Minneapolis, USA. Em placas de 96 pocos foram adicionados 100 pl de
anticorpo monoclonal contra o peptideo (anticorpo de captura), reconstituido em PBS,
sendo estas placas incubadas por 12 horas a temperatura ambiente. Os anticorpos nédo
adsorvidos pelas placas foram descartados, por inversao e sucessivas lavagens em PBS-
Tween (PBS adicionado de 0,05% de Tween 20) e as placas foram bloqueadas com 100
pl/poco de uma solugéo contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente.
A seguir as placas foram novamente lavadas. As amostras foram aplicadas em um volume

de 100 pl para cada pogo. Paralelamente, a proteina investigada foi diluida em vérias
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concentragdes para o estabelecimento da curva padréo e, a seguir, foi realizada incubacéo
por 2 horas em temperatura ambiente.

Os anticorpos secundérios (anticorpo de deteccdo), ap6s 0S pocos serem
devidamente lavados, foram diluidos em PBS-BSA 0.1% e incubados por 2 horas a
temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada e 100 pl de estreptoavidina ligada a
peroxidase (na diluicdo recomendada pelo protocolo de cada kit) em PBS-BSA 0.1%
foram adicionados a placa e a mesma incubada por 20 minutos a temperatura ambiente.

O cromogeno escolhido para revelacéo foi a Tetrametilbenzidina (Color Reagent
B - R&D Systems, Minneapolis, USA). Cinco ml do cromogeno foi adicionado a 5 ml de
agua oxigenada(H202) adquirida pelo mesmo fabricante (Color reagent A - R&D
Systems, Minneapolis, USA). Cem microlitros dessa solucéo foram adicionados em cada
um dos pocos e apds vinte minutos de incubacdo em auséncia de luz e temperatura
ambiente, a reacdo foi blogueada adicionando-se 100 ul de H2SO4 2,5M por poco. A
leitura da intensidade de coloracdo foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se o
comprimento de onda de 450 nM, imediatamente apds a adi¢do de H2SO4 para o bloqueio
das reacdes. A quantificacdo da citocina presente nas amostras foi determinada baseada
na densidade Optica obtida com a curva padrdo de concentracdes conhecidas dos
peptideos, analisadas pelo software SOFTmax PRO 4.0.

Os ensaios imunoenzimaticos de ELISA, realizados segundo o procedimento
descrito a cima, foram aplicados para deteccdo dos niveis da quimiocina CCL2/MCP1,
utilizando kit R&D Systems, Minneapolis, USA.

4.6. Histologia convencional:

4.6.1. Preparacao do tecido

O tecido muscular cardiaco, fixado em formaldeido tamponado a 10%, foi
desidratado em banhos sucessivos em alcool etilico, permanecendo, respectivamente, em
alcool 70%, 80%, 90%, e 2 banhos de alcool absoluto em diferentes recipientes cada
banho, por 30 minutos em cada um. Apds a desidratacdo, os tecidos foram diafanizados
com dois sucessivos banhos em xilol, permanecendo trinta minutos em cada recipiente.
Em seguida, as amostras foram submetidas a dois sucessivos banhos de 15 minutos cada
um, respectivamente, em parafina I, parafina Il a 60°C. Apds esse procedimento s tecidos

foram incluidos em blocos de parafina.
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As laminas que receberam os tecidos foram tratadas com alcool etilico e albumina
com canfora. Os cortes foram feitos em microtomo com espessura de 4um. Depois de
realizado os cortes, o fragmento destacado do bloco foi rapidamente colocado em um

recipiente contendo agua e alcool e, logo ap6s, em agua a 40°C para distender o corte.

4.6.2. Coloragdo com Hematoxilina & Eosina

As laminas montadas foram submetidas a coloracdo de Hematoxilina & Eosina
(H.E) para anélise do infiltrado inflamatorio e parasitismo em tecido muscular cardiaco.

Inicialmente os cortes foram deparafinizados com dois sucessivos banhos em
Xilol em recipientes diferentes por 30 minutos cada e, a seguir, hidratados com sucessivos
banhos em concentracdes decrescentes de alcool, sendo dois banhos de 15 minutos cada
em alcool absoluto em diferentes recipientes, um em alcool 90%, 80% e 70% por 5
minutos cada. Apds a hidratacdo, os cortes foram lavados em agua corrente por 5 minutos,
corados pela hematoxilina por 1,5 minutos e lavados em &gua corrente novamente durante
30 minutos. Em seguida, os cortes foram corados pela eosina por 40 segundos e lavados
com 3 imersdes em agua corrente e mais 3 em alcool absoluto. Para montagem, as laminas

receberam uma laminula com Entelan® (Merck, Alemanha).

4.6.3. Fotodocumentacéao

Antes da quantificacdo dos nucleos celulares e quantificacdo da area ocupada
pelos parasitos (ninhos de amastigotas) no tecido muscular cardiaco, foi estabelecido o
nimero minimo de campos microscopicos que deveriam ser analisados para haver
representatividade estatistica. Foi utilizado um método onde o coeficiente de variagdo
(CV) foi determinado a partir de contagens sucessivas dos campos histologicos. O método
consistiu na obtencdo de subgrupos menores de uma amostra de 70 campos aleatorios
diferentes, avaliados de uma lamina escolhida ao acaso. Foram sorteados subgrupos com
namero crescente de campos, onde os pontos 5, 10, 15,20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65 e 70 campos serdo escolhidos. A analise dos valores obtidos foi feita pelo calculo
estatistico descritivo do conjunto de valores obtidos em cada subgrupo. Dessa forma,

foram determinadas a média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo (CV) dos
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resultados encontrados. Os sucessivos CV foram analisados até a obtencao de resultados
constantes e 0 numero de campos considerado como minimo representativo sera definido
quando o incremento de campos ndo resultar em alteragdo superior a 20% no valor do
CV.

Foram feitas analises quantitativas do tecido muscular cardiaco dos animais para
o infiltrado inflamatdrio e para a carga parasitaria. Para quantificacdo do nimero de
nacleos foram obtidas imagens (campos) aleatdrias (&rea total percorrida i no microscépio
foi igual a 2,24 x 10° um2) de cada coracdo, com objetiva de 40X, utilizando uma
microcamera Leica DM 5000 B e o software de captura de imagens (Leica Application
Suite versdo 2.4.0R1). As imagens serdo processadas por meio do programa analisador
de imagens Leica Qwin V3.

Para quantificacdo da carga parasitaria no coracdo dos animais, foram obtidas
imagens aleatorias de cada coracdo, com objetiva de 40X, em mesmo equipamento
mencionado anteriormente e mensurada a area total de ninhos das formas amastigotas
presente nos coragdes dos animais de cada grupo. Para esta andlise sera utilizado o
software de dominio publico MacBiophotonics ImageJ 1,43m, de distribuicdo gratuita
pela National Institutes of Health, USA (NIH)

4.7.

4.7 Avaliacdo da expressao génica por qRT-PCR para CCR5, CCR6, CXCR3,
CCR3, CCR4 e CCR8 das citocinas TNF, IFN-gama e I1L-10

4.8.1 Extragdo e purificacdo do RNA total das amostras de ventriculo esquerdo

Para a extracdo do RNA total, foram utilizadas aproximadamente 20mg de
amostras de ventriculo esquerdo dos cédes. Aos tubos contendo os fragmentos de tecido
foram adicionados 1mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil). As amostras
foram maceradas utilizando um homogeneizador de tecidos (Tissue Lyser Il, Quiagen,
Hilden, Alemanha) e todos os instrumentos utilizados no processo de maceracao, foram
lavados com agua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC) e posteriormente limpos com
gaze embebida com um removedor de nucleases (RNAses) RNAseAway (Invitrogen, S&o
Paulo, Brasil). Posteriormente, 0 homogeneizado de cada amostra foi transferido para um
tubo “eppendorf” de 1,5mL e mantidos no gelo até que todas fossem maceradas. Apos o

término, as amostras foram retiradas do gelo e incubadas a temperatura de 21-23°C para
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permitir a completa dissociacdo dos complexos de nucleoproteinas. Foram entdo
adicionados 0,2mL de cloroférmio (Sigma, St. Louis, USA) para cada 1mL de TRIzol®
aos tubos contendo o homogeneizado e em seguida foram fechados e agitados
vigorosamente por 15 segundos e incubado por cinco minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000 X g em
centrifuga (Eppendorf, NY, USA). A fase aquosa foi transferida para um novo tubo
“eppendorf” de 1,5mL, seguido da adicdo de volume equivalente de etanol 95% (v/v)
(preparado com agua tratada com DEPC) e homogeneizado suavemente invertendo o tubo
por trés vezes para precipitacdo do RNA total. Para purificacdo do RNA total contido na
amostra, utilizou-se o kit de extracdo de RNA total (SV total RNA Isolation System -
Promega, Madison, USA) com algumas adaptagdes descritas a seguir. O RNA obtido
como descrito acima, foi transferido para um “spin basket” acoplado a um tubo coletor
de 2mL e centrifugado a 12000 x g por 2 minutos em centrifuga. O liquido residual no
tubo coletor foi descartado apds as centrifugacdes. Foram entdo adicionados 600uL de
solucéo de lavagem (SV RNA Wash Solution) e em seguida centrifugado a 12000 x g por
2 minutos. As amostras de RNA foram tratadas com DNase para assegurar a auséncia de
contaminagdo por DNA genomico. Para isso, foi preparado um mix contendo 40uL de
“yellow core buffer”, 5,0ul MnCI12 0,09M e 5uL. de DNAse e aplicado sobre a membrana
do spin e incubado por 25 minutos a temperatura de 21-25°C. Posteriormente, foi
adicionado 200uL de “SV DNAse Stop Solution” para inibi¢do da atividade enzimatica
da DNAse. Realizou-se entdo a centrifugacdo a 12000 x g por 2 minutos e o liquido
contido no tubo coletor foi descartado. Foram adicionados 600L de solugéo de lavagem
(SV RNA Wash Solution) e centrifugado por 12000 x g por 2 minutos. Adicionou-se
entdo, 250uL de solugdo de lavagem (SV RNA Wash Solution), seguido de centrifugacao
a 14000 x g por 3 minutos. Posteriormente, o spin foi transferido para um tubo de eluicédo
e adicionou-se 100uL de agua livre de nucleases seguido de centrifugagdo a 12000 x g

por 2 minutos. As amostras foram armazenadas em -80°C até 0 momento do uso.

4.8.2 Quantificacdo, avaliagdo do grau de pureza e integridade do RNA total

extraido

Para a quantificacdo e avaliagdo do grau de pureza do RNA extraido, foi utilizado
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, EUA). Foi utilizado 2ul. de RNA
total e 0 grau de pureza em relacdo a presenca de proteinas foi avaliado utilizando a
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relacdo dos valores de absorbancia obtidos a A260/280nm. O grau de contaminagéo por
outros compostos (como sais, polissacarideos e compostos organicos como fenol) foi
avaliado pela absorbancia A260/230nm. A integridade do RNA extraido foi realizada em
gel de agarose em condicdes desnaturantes e especificas para RNA. As amostras
consideradas adequadas para avaliagcdo dos niveis de transcritos de mRNA foram as que

apresentavam bandas integras referentes as subunidades do RNA ribossomal.
4.8.3 Transcricao reversa (sintese da 12 fita de DNA complementar- cDNA)

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando o kit “High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit” (Applied Biosystems, Foster City, USA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Brevemente, adicionou-se em um tubo 1ug de RNA total
extraido presente em um volume final maximo de 10uL. Posteriormente, foi adicionado
10pL do mix de transcri¢do reversa (RT Buffer 10X, dNTP Mix (100Mm) 25X, RT
Random primers 10X, enzima Multiscribe, Rnase inhibitor e 4gua livre de nucleases) em
cada tudo de 0,2mL contendo o0 RNA. Além disso, foi adicionado um controle negativo
contendo todos 0s reagentes menos a amostra, com o objetivo de se verificar possiveis
contaminacgdes dos reagentes. Subsequentemente, os tubos contendo as amostras foram
colocados no termociclador (Veriti™ Termal Cycler, Applied Biosystems) nas seguintes
condicdes: 1 ciclo de 10 minutos a 25°C, 1 ciclo de 120 minutos a 37°C, 1 ciclo de 15
segundos a 85°C e 1 ciclo de 5 minutos a 4°C, consecutivamente. Ap6s o término, 0s
tubos foram retirados do termociclador e armazenados a temperatura de -20°C até o
momento da amplificacdo por PCR em tempo real.

4.8.4 Expressao de citocinas por qRT-PCR

O ensaio para avaliacdo da expressao génica das citocinas TNF, IFN-gama e IL-
10 nas amostras de ventriculo esquerdo, foi realizado utilizando os iniciadores (primers)
na concentracao de 2,5p/mol, SYBR™ Green (Applied Biosystems, EUA), cDNA diluido
5x em agua livre de nucleases, perfazendo um volume final de 10uL de reacdao sendo a
reagcdo processada em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, EUA). Os primers utilizados nesse estudo estdo descritos na Tabela
3, assim como a sequéncia de nucleotideos, a funcao e o tamanho dos amplicons. O ensaio
foi realizado em duplicata para todos 0s genes juntamente com o gene normalizador

presente na mesma placa que os genes avaliados. Os resultados foram expressos pelo
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método CT comparativo (2-AACt) que consiste de uma quantificagdo relativa que utiliza
férmulas aritméticas para determinar as diferencas na expressdo de um alvo de uma
amostra comparando com a sua expressdo em uma amostra controle. Sendo assim, neste
tipo de andlise é realizada uma normalizacdo de expressdo deste alvo para cada
amplificacdo, ou seja, sua expressdo € subtraida pela expressdo de um gene constitutivo
que € expresso de maneira semelhante em diferentes tecidos e em diferentes condices.
Assim, para cada amostra alvo, foram amplificados os genes das citocinas (TNF, IFN-
gama, IL-10 e TGF-b) e o gene constitutivo (GAPDH), de forma a se obter os valores dos
Threshold Cycles (Ct) correspondentes e a realizacdo dos calculos para obtencdo dos

resultados.

Tabela 2: Sequéncia dos primers para receptores de quimicionas CCR3, CCR4,
CCR5, CCR6, CCR8, CXCR3 e citocinas TNF, IFN-gama e I1L-10

As sequéncias utilizadas foram baseadas nos nucleotideos obtidos do Gen Bank
Database.

Alvo Sequéncia de Nucleotideos (5°-3°)  Alvo Sequéncia de Nucleotideos (5°-3)

CCR3  CTAGCAGCCTCCCCTGAATTTA CCR6 AGCTGTTTGTGCCAATTGCTTA
TGTTCAGACTCCTTTTGGGACT AAAATATTGCCCAGGAGGC

CCR4  TTTGGACTAGGTCTCTGCAAGA CCRS8 TGATATCATCTCAAGCCCCTG
AAAAGCCCACCAGGTACATC AGCAACTTGCTGTCTCTTTGGA

CCR5 TGTGTCTGCTTCAAAAGCCC  CXCRS3 TTCTTTGCCATCCCAGATTTC

TCACTTGTCACCACCCCAAA ATGCATGGCATTTAGGCG
TNF TTCCACGGCACAGTCAAG IFN-y TCAACCCCTTCTCGCCACT
ACTCAGCACCAGCATCAC GCTGCCTACTTGGTCCCTGA

IL-10 AGAACCACGACCCAGACATC
CCACCGCCTTGCTCTTATTC
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4.9- Zimografia

As zimografias foram executadas segundo protocolo previamente descrito por SUNG e
colaboradores, 2007. Utilizou-se gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 8% contendo
gelatina do tipo A de pele suina (Sigma Chem. Co, St. Louis, Mo. EUA ou gelatina padrdo
comercial) na concentracdo de 2 mg/mL e os geis de entrada poliacrilamida 5% (p/v)
empregando-se placas de 0,75mm. Apos obter a concentracao proteica, se acrescentou o
volume necessario para um total de 30 ug de proteina para cada amostra (de acordo com
calculos realizados para cada amostra), o tampdo RIPA e tampdo de amostra para SDS-
PAGE. Antes da aplicagdo no gel as mesmas foram aquecidas pordois minutos a 37°C
banho imido. Um volume de 10 pul. do marcador padrdo de massa molecular (BLUeye
Prestained Protein Ladder — Genedirex) foi utilizado em todas as corridas. A corrida da
eletroforese foi realizada durante 120 minutos a 100 VV no mesmo sistema utilizado para
o western blotting. Apoés a eletroforese os geis foram cuidadosamente lavados 3 vezes em
2.5% Triton X-100 para total remogdo do SDS seguido de incubagdo a 37°C por 24h em
tampé&o contendo o substrato (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.05% NaN3
(pH 7.5). O SDS é o agente responsavel pela ativacdo das metaloproteases mesmo na

forma inativa sem clivagem proteolitica (TALHOUK et al. 1991).

Os géis foram corados com 0.05% Coomassie Brilliant blue G-250 por 3 horas e
descorados com solucdo descorante (4% metanol, 8% acido acético e agua). A atividade
gelatinolitica foi visualizada por bandas ndo marcadas em um fundo azul representando

areas de protedlise no substrato de proteina.

4.9.1 - Andlise da densitometria de bandas

A anélise das bandas dos geéis provenientes da Zimografia foram quantificadas
com auxilio do software Quantity One (BioRad) utilizando uma estacdo de captura de
imagem (Carestream 4000 MM Pro Image Station) e do software ImageJ versao 1.32j de
dominio publico http://rsb.info.nih.gov.ij/ onde a densidade Optica de cada banda foi
detectada. Foi utilizado como parametro para analise o volume ajustado das bandas,
diminuido do background. Inicialmente o sistema de andlise calcula a média dos valores
de densidade optica para a regido delimitada pelo operador. Esta regido deve ter uma area
suficiente para abrigar todas as bandas (uma de cada vez) visiveis no filme, ndo devendo

ser alterada, quando se passa a analisar outra banda.
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4.10. Andlises Estatisticas

Todos os resultados foram submetidos a testes estatisticos para confirmagéo
matematica das possiveis diferencas entre grupos em suas respectivas analises.
Inicialmente foi realizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para
comparacdo simples entre 2 colunas foi utilizado o Teste t student. Para multiplas
comparacdes utilizou-se o teste One way ANOVA com pds-teste de Tukey quando as
amostras apresentaram normalidade e Kruskal-Wallis com pos-teste Dunn’s para
conjunto de dados ndo paramétricos. Para os testes de correlacdo foi utilizado o teste de
Pearson e Spearman.

Todas as andlises e graficos foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 5.01 e foi assumido um grau de significancia de p<0,05
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5.0. Resultados

5.1. Observagdes experimentais qualitativas

Durante o experimento nédo foi observado nenhum comportamento anormal dos cées
independente da infeccdo e dos tratamentos recebidos. Ndo houve perda de animais
relacionadas & infec¢éo ou aos tratamentos. Todos 0s animais mantiveram a docilidade da
fase “de filhote” ndo havendo incidentes com pesquisadores/estudantes que participaram
dos experimentos. No entanto, foram relatados alguns eventos de agressividade entre 0s
cdes, dentro das baias, atribuidos aos periodos de cio das fémeas.

A figura 2 mostra a alteracdo de peso dos cées tratados com Dox e Bz
comparativamente aos cées infectados e n&o tratados. N&o houve perda de peso significativa
nos animais tratados, mostrando um aumento deste parametro proporcionamento ao

crescimento dos animais.
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Figura 2: Peso corporal dos cées. Peso corporal dos animais ndo infectados e infectados
pela cepa Be-78 do T. cruzi sob tratamento com Dox, Dox+Bz e Bz. Animais foram pesados
no inicio da infeccdo (Peso inicial) e ao final do tratamento/eutanasia (Peso final). Dados
(meantSEM) submetidos a One way ANOVA com pds-teste Tukey. Controle: animais ndo
infectados. InfeccaoT. cruzi: animais infectados ndo tratado.
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5.2 Processo inflamatdrio no ventriculo esquerdo

O tecido muscular cardiaco (regido ventricular esquerda) foi avaliado pela
coloragdo de H&E e observou-se um padréo inflamatorio de células mononucleares, de
carater difuso e elevado em todos os animais infectados.

N&o se observou diferenca entre os grupos de tratamento com Dox e grupo
tratado com Dox + Bz (Figura 3). Todos os grupos tratados apresentaram diferenca em

relagdo ao grupo de animais infectados néo tratados
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Figura 3. Numero de células inflamatérias (coloracdo H&E). Ventriculo esquerdo dos
animais ndo infectados e infectados com a cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes
tratamentos farmacoldgicos. Cées infectados com T. cruzi e tratados com doxiciclina
(Dox), com benznidazol (Bz), ou com a associacdo de Dox + Bz. As linhas conectoras
tracejadas indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05). IL: infiltracdo de
leucocitos. Nesta imagem ndo tinha a régua de proporcdo de tamanho? N&o € a do artigo?
Lembro que o Wandeson colocou a pedido da revista.
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5.3. Ecocardiografia

Os dados relativos a funcionalidade cardiaca nos animais cronicamente infectados
pelo T. cruzi (fracdo de ejecdo, a espessura da parede cardiaca e septal) foram
apresentados utilizando-se uma curva com inicio do tratamento e 2, 4, 8 11 e 14 meses
apos inicio da terapia, sendo a eutanasia realizada apés a Gltima coleta (14° més).

As curvas das médias de porcentagem da fracdo de ejecdo/m2 apresentaram um
declinio para os animais infectados, independente de existir ou ndo tratamento
farmacologico. Ao término do tratamento, os animais infectados pelo T. cruzi
apresentaram menor porcentagem na fracdo de ejecdo/m2 menor quando comparado aos
animais néo infectados (Figura 4).
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Figura 4: Porcentagem da fracdo de ejecdo. Curva das medias de porcentagem de
fracdo de ejecdo/m? nos 6 diferentes pontos; entre o ponto inicial e o ponto final de coleta
de dados (14 meses) de cdes infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi e tratados ou ndo com
Doxiciclina (Dox) e/ou Benznidazol (Bz). Dados (mean+£SEM) submetidos a One way
ANOVA com pos-teste Tukey. Simbolo (*) representa diferenca estatistica entre animais
néo infectados em relagcdo aos animais infectados néo tratados e animais infectados com
os diferentes tratamentos.
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Na avaliacdo da espessura da parede cardiaca do ventriculo esquerdo ndo houve
diferenca ao longo do tratamento. No momento da eutanasia (14 meses de infecdo) os
animais tratados com Dox apresentaram maior espessura da parede quando comparados

com os animais ndo infectados e aqueles tratados com Bz (Figura 5).
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Figura 5: Espessura da parede cardiaca. Curva das médias da espessura da parede
cardiaca em centimetros (cm); entre o ponto inicial e o ponto final de coleta de dados (14
meses) de cdes infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi e tratados ou ndo com Doxiciclina
(Dox) e/ou Benznidazol (Bz). Dados (mean+SEM) submetidos a One way ANOVA com
pos-teste Tukey. (*) representa diferenca estatistica entre animais tratados com Dox e 0s
animais tratdos com Bz e ndo infectados (controle) no 14° més.
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Semelhante ao descrito anteriormente, as curvas de espessura da parede posterior
também ndo apresentaram diferencas entres os tratamentos, ao longo do experimento. No
14° més de tratamento os animais do grupo tratado com a combinacdo Dox + Bz
apresentaram maior espessura da parede posterior quando comparada com o grupo de

animais néo infectados (Figura 6).

- Nao infectado
Infectado
Infectado+Dox
Infectado+Dox+Bz
- Infectado+Bz

Espessura da parede posterior (cm)

Figura 6: Espessura da parede posterior cardiaca. Curva das médias da espessura da
parede posterior em centimetros (cm); entre o ponto inicial e o ponto final de coleta de
dados (14 meses) de cées infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi e tratados ou ndo com
Doxiciclina (Dox) e/ou Benznidazol (Bz). Dados (mean+SEM) submetidos a One way
ANOVA com pos-teste Tukey. (*) representa diferenca estatistica entre animais tratados
com Dox + Bz e os animais néo infectados (controle) no 14° més.
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5.5. PCR em tempo real

Na avaliacdo da expressdo de mRNA para os receptores de quimiocinas pela
técnica de PCR em tempo real, os dados foram divididos em 2 paineis sendo - Painel A
contendo CCR5, CCR6, CXCR3 (Figura 7) e Painel B contendo CCR3, CCR4 e CCR8
(Figura 8).

No painel A, é possivel notar que a expressao do receptor da quimiocina CCR5
encontra-se aumentada nos animais infectados em relacéo ao grupo néo infectado. Esse
grupo de animais infectados também apresenta maior expressdao do receptor em relagédo
aos grupos de animais tratados com Dox + Bz e tratado com Bz. Em relagéo ao grupo de
animais tratados com Dox a expressao do receptor da quimiocina foi semelhante aos
animais infectados néo tratados (Figura 7).

Na avaliacdo de CCR6 apresentou perfil de expressdo aumentada nos animais
infectados, sendo que seus niveis apresentaram reducdo nos diferentes grupos de
tratamento. N&o foi observada diferenca na expressdo de CCR6 entre o grupo de animais

infectado n&o tratados e o grupo néo infectado.

Avaliando a expressdo da quimiocina CXCR3 o0s animais nado infectados
apresentaram maior expressdo apresentando diferenca quando comparado ao grupo de
tratamento com Dox + Bz com o grupo tratado com Bz. Os animais infectados nédo
tratados ndo apresentaram diferenca em seus niveis de expressdo CXCR3 frente aos

demais grupos avaliados.
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Figura 7: Expressdo de receptores de quimiocinas CCR5, CCR6 e CXCR3.
Expressdao de mMRNA dos receptores de quimiocinas semelhantes a Thl (CCR5, CCR6 e
CXCRB3) avaliada nos tecidos do ventriculo esquerdo de cées infectados pela cepa Be-78
do T. cruzi. Os dados sao representativos dos grupos (n = 5 animais) em que a expressao
dos receptores de quimiocinas foi normalizada para a beta-actina. Dados (mean+SEM)
submetidos a One way ANOVA com poés-teste Tukey. As linhas conectoras tracejadas
indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).
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No painel B (Figura 8), a expressao do receptor da quimiocina CCR3 apresentou
menor expressao no grupo tratado com Dox+ Bz quando comparado ao grupo de animais
infectados néo tratados.

Analisando a expressédo do receptor das quimiocinas CCR4 e CCR8 podemos
observar o mesmo perfil, onde os grupos de cées tratados com Dox + Bz e o0 grupo tratado
com Bz apresentaram reducdo na expressao quando comparado aos animais infectados e
n&o tratados. Para ambas as quimiocinas (CCR4 e CCR8), ndo observamos diferenca na
expressédo do seu receptor entre os grupos de animais ndo infectados e animais infectados

nao tratados.
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Figura 8: Expressao de receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 e CCRS8. Expressao
de mRNA dos receptores de quimiocinas semelhantes a Thl (CCR3, CCR4 e CCRS8)
avaliada nos tecidos do ventriculo esquerdo de cées infectados pela cepa Be-78 do T.
cruzi. Os dados séo representativos dos grupos (n = 5 animais) em que a expressao dos
receptores de quimiocinas foi normalizada para a beta-actina. Dados (mean+SEM)
submetidos a One way ANOVA com poés-teste Tukey. As linhas conectoras tracejadas
indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).
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Na analise da expressdo do mRNA para as citocinas IFN-gama e TNF, foi
observado aumento em sua expressdo no grupo de animais infectados néo tradados; esse
grupo demostrou diferenca na expressdo quando comparado aos animais nédo infectados
(Figura 9).

Sendo assim ambas as citocinas apresentaram o mesmo perfil de expressao, onde
observamos um aumento da expresséo no grupo de animais infectados nédo tratado quando
comparamos o0 grupo de animais infectados Dox+Bz e Bz. Nao foi observada diferenca
na expressao das citocinas IFN-gama e TNF entre os grupos de animais tratados com 0s
diferentes farmacos.

Na expressdo da citocina IL-10 (no ventriculo esquerdo dos cdes, houve um
aumento no grupo de animais infectados ndo tratados quando comparado ao grupo de

animais tratado com Bz (Figura 10).
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Figura 9: Expressdo do mRNA da citocina IFN-gama e TNF. Expressdao do mRNA da
citocina IFN-gama e TNF ventriculo esquerdo de cdes infectados pela cepa Be-78 do T.
cruzi. Os dados sdo representativos dos grupos (n = 5 animais) em que a expressao dos
receptores de quimiocinas foi normalizada para a beta-actina. As linhas conectoras
tracejadas indicam diferencgas significativas entre 0s grupos.
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Figura 10: Expressdo do mRNA da citocina IL-10. Expressdo do mRNA da citocina
IL-10 ventriculo esquerdo de cées infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi. Os dados sao
representativos dos grupos (n = 5 animais) em que a expressdo dos receptores de
quimiocinas foi normalizada para a beta-actina. As linhas conectoras tracejadas indicam
diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).

5.6 Cinética de producéo da CCL2

Na cinética de avaliacdo soroldgica dos niveis de CCL2 foram observadas
concentracdes maiores desta quimiocina apos 8 meses de infeccdo nos grupos de animais
infectados ndo tratado e no grupo de animais tratados com Bz em comparagao ao grupo
controle (ndo infectado). Essa mesma diferenca foi observada no tempo de 14 meses ap6s
infeccdo, ndo sendo observada diferenca entre os grupos com os distintos tratamentos

farmacoldgicos (Figura 11).
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Figura 1: Concentracao plasmatica da quimiocinas CCL2. Dosagem plasmética da
quimiocina CCL2 por ensaio imunoenzimatico (ELISA) dos animais ndo infectados e
infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacoldgicos entre o
ponto inicial, 8 meses e 14 meses ap0ds infeccdo. Dados (mean+SEM) submetidos a One
way ANOVA com poés-teste Tukey. Simbolo (*) representam diferenca estatistica quando
comparado ao grupo de animais ndo infectados.

Foi realizada, também, a avaliacdo da quimiocina CCL2 no macerado do
ventriculo esquerdo dos animais no 14° més de infec¢do. No entanto ndo houve nenhuma
alteracdo entre 0s grupos experimentais (Figura 12).
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Figura 2: Concentracdo da quimiocinas CCL2 no ventriculo esquerdo. Dosagem no
macerado tecidual da quimiocina CCL2 por ensaio imunoenzimatico (ELISA) dos
animais ndo infectados e infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos
farmacologicos. Dados (mean+SEM) submetidos a One way ANOVA com p0s-teste
Tukey.

5.7. Atividade das metaloproteinases 2 e 9 no ventriculo esquerdo

Ao analisar a atividade da MMP-9 no ventriculo esquerdo (Figura 13) de cées na
fase crbnica, observa-se uma reducdo em sua atividade no grupo que recebeu intervengéo

terapéutica com a Dox em relacdo ao grupo de animais infectados nédo tratados.

Ao avaliar a atividade da MMP-2 (Figura 14), nota-se aumento em sua atividade
no grupo de animais infectados ndo tratados em comparacao ao grupo que nao recebeu
intervencdo terapéutica. Podemos observar reducdo da atividade da MMP-2 nos grupos
infectados que recebram tratamento com Dox e grupo de tramento com Bz em relagdo ao

gupo de animais infectados nédo tratado. A figura 15 é representativa do gel de Zimogénio
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Figura 13- Atividade de metaloproteinase 9 (MMP9) no ventriculo esquerdo.
Fragmentos do ventriculo esquerdo dos animais nao infectados e infectados pela cepa Be-
78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacologicos, foram processados por
zimografia de gelatina para avaliagdo de da atividade das MMP-9. Dados (mean+SEM)
submetidos a One way ANOVA com poés-teste Tukey. As linhas conectoras tracejadas

indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).
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Figura 14- Atividade de metaloproteinase 2 (MMP2) no ventriculo esquerdo.
Fragmentos do ventriculo esquerdo dos animais nao infectados e infectados pela cepa Be-
78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacoldgicos, foram processados por
zimografia de gelatina para avaliacdo de da atividade das MMP-2. Dados (mean+SEM)
submetidos a One way ANOVA com poés-teste Tukey. As linhas conectoras tracejadas

indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).
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Figura 15- Imagem representativa das bandas de MMP- 9 e 2. Imagem do gel de
zimografia de gelatina, obtido a partir do soro dos cdes ndo infectados e infectados pela
cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacolégicos. O gel foi digitalizado
utilizando o scanner GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad) e a quantificacdo das

bandas foi realizada através do software Quantity One®.
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5. 8 Correlagdo quimiocina CCL2

Em relagio a quimiocina CCL2, responsavel pela quimiotaxia de
monaocitos/macrofagos para o sitio inflamatdrio, foi tambeém estabelecido um estudo de
correlacdo. As analises de correlacdo foram realizadas com a concentracdo plasmatica da
e outros parametros inflamatorios e cardiacos.

A quimiocina CCL2 e os ndcleos inflamatorios da histologia em HE, ndo
apresentaram correlacdo entre os grupos estudados. Nao houve associagdo significativa
quando relacionado as concentracdes de CCL2 com porcentagem de fracdo de ejecéo (%).
Foram avaliadas a correlacao entre as concentrac6es de citocina plasmatica e no macerado
do ventriculo esquerdo. No entanto ndo apresentaram correlagcdo entre 0s grupos
estudados (Figura 16).

A Figura 17 mostra as analises de correlacdo que foram realizadas com a
concentracdo plasmatica da quimiocina CCL2 obtida do macerado cardiaco do ventriculo
esquerdo dos animais e as dosagens de IFN-gama, TNF e IL-10. N&o houve associagédo
significativa quando relacionado as concentragdes de CCL2 com TNF e IL-10. No entanto
os niveis de IFN-gama apresentaram correlacdo com os niveis da quimiocina CCL2
obtida do macerado cardiaco do ventriculo dos animais ndo infectados e infectados pela

cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacoldgicos.
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Figura 16: Correlagdo da quimiocina CCL2 parametros inflamatorios e cardiacos.
A guimiocina CCL2 foi relacionada com os nucleos celulares inflamatorios, porcentagem
de fracdo de ejecdo e a concentracdo da quimiocina CCL2 obtida do macerado cardiaco
do ventriculo esquerdo dos animais ndo infectados e infectados pela cepa Be-78 do T.
cruzi sob diferentes tratamentos farmacoldgicos. Realizado o teste de correlacdo de
Pearson e Spearman.
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Figura 17: Correlagéo da quimiocina CCL2 com IFN-y, TNF e IL-10. A quimiocina
CCL2 foi relacionada com IFN-y, TNF e IL-10 e a concentracdo da quimiocina CCL2
obtida do macerado cardiacodo ventriculo esquerdo dos animais ndo infectados e
infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacoldgicos.
Realizado o teste de correlagdo de Pearson e Spearman.
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6. Discussao

A resposta inflamatdria induzida pelo Trypanosoma cruzi em hospedeiros
mamiferos € mediada por diferentes produtos celulares e por componentes moleculares
da matriz extracelular, sendo responsaveis pela ativagdo e recrutamento celular, pelo
aumento do estresse oxidativo e, como causa final, pela destruicdo e reparo tecidual.
Portanto, esta resposta inflamatoria atuaria como um “gatilho” para iniciar as alteracdes
morfo-fisiol6gicas descritos na fase recente e tardia da infeccdo afetando, em especial, 0
coracdo de mamiferos. Estudos apontam para uma participacdo ativa do parasito no
desenvolvimento da miocardite em pacientes chagéasicos crénicos (Cunha-Neto et al,
2009; Talvani et al, 2004; Tarleton, 2001; Caldas et al., 2012). Considerando que a
permanéncia e a relacdo direta do parasito com seu hospedeiro sdo importantes fatores
para a génese das lesdes cardiacas, torna-se essencial conhecer as caracteristicas da cepa
Be-78 de T. cruzi, utilizada no presente estudo.

A cepa Be-78 foi isolada por Lana & Chiari em 1978. O primeiro caso clinico
descrito pela literatura por apresentar a forma clinica assintomética da Doenca de Chagas
foi relatado na paciente Berenice. A cepa Be-78 € considerada sensivel & quimioterapia
com Bz (Caldas et al., 2008) e pertence a DTU Il (Moreno et al., 2010). Ressalta-se que
uma cepa pode apresentar comportamento diferenciado, de acordo com o hospedeiro
mamifero utilizado no processo de infeccdo. Estudos prévios demonstraram que a cepa
Be-78 apresentava pouca viruléncia e patogénicidade em camundongos. No entanto,
guando o modelo utilizado era o cdo, esta cepa mostrou-se mais virulenta e patogénica,
em relacdo a outras como a cepa Be-62 (Lana et al, 1988; Lana et al, 1992). Lana et al.
(1992) demonstraram que a cepa Be-78, quando inculada em cdes, foi capaz de induzir
uma cardiopatia cronica fibrosante difusa. Neste estudo, 80% de cées em fase aguda da
infeccdo ja demostraram alteracGes eletrocardiograficas como arritimias e bloqueio atrio
ventricular.

No presente estudo, observamos por intermédio da ecocardiografia uma menor
fracdo de ejecdo associada aos cées infectados quando comparado ao grupo de animais
ndo infectados. Esse perfil foi observado a partir do 2° més de tratamento com a Dox,
mantendo esta ejecdo reduzida durante todo periodo de tratamento (Dox e Bz) dos

animais.
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Santos e colaboradores, 2016, no estudo realizado com cées infectados com a cepa
Be-78 do T. cruzi, tratados com Bz a 7,0 mg/kg por 60 dias, na fase cronica, mostrou que
este tratamento induziu melhora moderada na disfuncéo sistélica dos animais; entretanto
que essa melhora nédo seria acompanhada pela preservacdo do crescimento das camaras
cardiacas, refletindo no volume do atrio esquerdo. Outro estudo, também em modelo céo,
avaliou a eficécia do tratamento com Bz para prevenir alteracdes ecocardiograficas
induzidas por diferentes cepas do T cruzi - Be-78, suscetivel ao tratamento com Bz e as
cepas VL - 10 e AAS consideradas resistentes ao tratamento esse famarco (Caldas, et al;
2013). A terapia com Bz, neste referido estudo, preveniu a fibrose cardiacas nos animais
infectados com cepa Be-78 e reduziu a fibrose nos animais infectados com a cepa AAS.
No entanto, nos animais infectados com a cepa VL-10 o tratamento especifico ndo alterou
a deposicdo de colageno apresentando alteracbes no bloqueio atrioventricular e na

sobrecarga da camara cardiaca aos 120 e 270 dias p6s-infeccéo.

Retomando o destaque para a cepa Be-78 do T. cruzi, avaliamos o perfil de
quimicionas e seus receptores no ventriculo esquerdo dos cdes infectados, sendo
observado uma reducdo significativa da expressdo de mMRNA para as quimiocinas com
perfil de resposta Thl e Th2 e Th17. Animais tratados com Bz, Dox ou mesmo a
combinacdo Dox+Bz apresentaram reducéo da expressdo de mRNA para CCL20, IL-17,
CCR6 e CXCR3 (Paula Costa & Lopes, et al; 2016).

Um estudo similar avaliou a expressdo de mRNA cardiaco de cdes da raca Beagle
infectados pelas cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi, nas fases aguda e cronica. Os
cdes foram avaliados pelo grau de acometimento cardiaco, sendo os animais com forma
cardiaca grave apresentadores de CCL5, CCL4 e CXCR3, quimiocinas com o perfil de
resposta Th1, quando comparados aqueles com forma indeterminada de doenca (Guedes,
et al, 2010).

A importdncia das quimiocinas inflamatorias e/ou regulatérias, para a
imunopatogénese da infecgdo foram extensivamente relatadas em modelos experimentais
mas também evidenciadas em pacientes chagasicos nas ultimas décadas (Virginia et al,
2017; Talvani et a. 20044, b). As alteragdes cardiacas observadas nos individuos crénicos,
pode estar associada as interagdo entre IFN-gama e algumas quimiocinas e seus

receptores, apresentando correlacdo de seus parametros. (Cunha-Neto et al. 2009).
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Nossos dados revelam um efeito imuno-modulador com o uso do Bz, em primeira
instancia e secundariamente com a Dox durante a fase crénica da infeccdo em modelo
cdo. Esta relagdo entre a interacdo farmacoldgica e a expressao de quimiocinas e seus
receptores pode estar associada a uma baixa destruicdo celular e a preservacdo da
arquitetura cardiaca. As MMPs, contribuem para a degradacdo e remodelacdo do
coladgeno da MEC, as MMPs também desempenham papéis-chave na ativacao de fatores
de crescimento, de quimiocinas e de citocinas produzidas por muitos tipos de células,
incluindo linfocitos, granulécitos e, em particular, macrofagos ativados. Sua sintese e
secrecdo parecem ser importantes em varios processos fisiologicos, incluindo o processo

inflamatorio (Gutierres et al; 2008)

A atividade das MMP-2 e MMP-9 na miocardite induzida pela infeccdo do T. cruzi
em camundongos C57BL/6 apresentou elevacdo aos 14 dias ap6s a infeccdo. Os
camundongos foram tratados com doxiciclina para inibicdo de MMP e os resultados
refletiram numa inflamacdo cardiaca reduzida, num atraso do pico de parasitemia e numa
melhoria nas taxas de sobrevivéncia dos animais (Gutierrez et al; 2008). Outro estudo
analisou a participacdo de MMPs no remodelamento da MEC durante a infeccdo ex vivo
por T. cruzi, mostrando que a infeccdo induzia a expresséo e a atividade de MMP-2 e
MMP-9 em vilosidades coridnicas. A inibicdo das MMPs previniu o dano tecidual
induzido pelo T. cruzi e diminui, parcialmente, a infeccdo ex vivo das vilosidades

coridnicas (Castilho et al, 2012).

Pacientes de um estudo de coorte prospectivo, foram agrupados em pacientes que
apresentavam a forma cronica indeterminada e cardiaca da doenca de chagas e 0s niveis
de MMP-2 e MMP-9 da matriz sérica e de IL-1p e TNF avaliados (Fares et al, 2013).
Demonstrou-se o envolvimento diferencial de MMP-2 e MMP-9 na patogénese da doenca
de Chagas. A MMP-9 mostrou-se envolvida na intensificacdo do remodelamento cardiaco
e favorecimento do desenvolvimento da forma cardiaca da doenc¢a de Chagas enquanto o
aumento nos niveis de MMP-2 associou-se a um remodelamento cardiaco menos intenso
e/ou forma crbnica assintomatica. Recentemente, Medeiros e Colaboradores, 2017,
avaliaram, nesse mesmo grupo de pacientes, a expressao de MMP-2, MMP-9, IL-1p,
TNF, TGF-B e IL-10 por neutrofilos e monaocitos, antes e apos estimulagdo in vitro com
antigenos de T. cruzi (Cepa Y). Os resultados mostraram que os antigenos derivados do

T. cruzi promovem uma expressao diferencial de MMP-2 e MMP-9 em pacientes
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chagasicos podendo regular a expressio de MMPs em neutréfilos e mondcitos,

principalmente na auséncia de alteraco cardiaca.
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7. Conclusao

O tratamento cronico com a dose subantimicrobial da Dox, embora se apresente
promissor por reduzir a expressdo de quimiocinas e modulacdo de mediadores
inflamatdrios no tecido cardiaco no presente modelo experimental, utilizando cédes sem
raca definida e infectados pela cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, ndo repercutiu
melhoria funcional cardiaca expressiva nos parametros avaliados neste estudo, tanto ap6s

monoterapia quanto em terapia de combinagdo com o Bz.
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Anexo 11
Céo 22

Preto, sobrancelha e bochecha marrom, peito e patas brancas (Macho)

(foto com 4 meses de idade)

Grupo 4 - Infectado tratado com Doxiciclina + Benznidazol (Infecgdo 03/01/2014)

Medidas:
Tempo Medida
4 meses 82 cm
6 meses 92 cm
8 meses 100 cm
12 meses 100 cm
15 meses 100 cm
18 meses 106 cm
Peso
Tempo Peso
4 meses 11,6 kg
6 meses 14,4 kg
8 meses 20,6 kg
12 meses 23,0 kg
15 meses 25,0 kg
18 meses 27,0 kg
Coleta de sangue (plasma)

Tempo Etiqueta da amostra
4 meses 38

6 meses 67

8 meses 95
12 meses 124
15 meses 153
18 meses 181
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