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Resumo

A doenca de Chagas se desenvolve apds a infeccdo pelo protozoéario Trypanosoma cruzi. Este
parasito desencadeia uma resposta imune em seu hospedeiro mamifero mediado por células,
anticorpos e mediadores inflamatorios, culminando em destruicdo do tecido e perda funcional
do drgdo, a exemplificar, o coragdo e o trato gastrointestinal em humanos. Farmacos com o
intuito de amenizar os danos funcionais cardiacos tém sido empregados na clinica médica e,
nos ultimos anos, também identificadas suas acGes sob a resposta imune. Dentre estes
farmacos, encontra-se o antiarritmico Cloridrato de Amiodarona (CA). O objetivo deste
estudo é avaliar a acdo do tratamento com o CA na infec¢do aguda pela cepa VL-10 do T.
cruzi em modelo murino. Para tal, realizou-se a infeccdo de camundongos C57BL/6,
agrupados em (i) animais tratados com 30mg/kg de CA diariamente e (ii) animais tratados
com PBS 1x + metilcelulose 0,5% (veiculo). Apds 30 dias de tratamento, realizou-se a
necropsia e coleta de soro e 6rgédos (coracdo, figado e bago) para a dosagem de citocinas e
avaliacdo do peso relativo dos oOrgdos, respectivamente, além de analise histoldgica.
Observou-se redu¢do nos niveis dos parasitas sanguineos ao final do tratamento e reducéo
dos niveis plasmaticos e cardiacos de TNF-o. e CCL2, mas ndo de CCL5 e IL-10. Além disso,
observou-se menor aumento do peso relativo do coracdo e baco associado ao tratamento com
CA. Estes dados sugerem uma acdo parcial do CA sobre T. cruzi e a resposta imune do
hospedeiro, principalmente mediada por TNF-a e CCL-2, na infec¢do experimental pelo T.

cruzi, cepa VL-10, em animais isogénicos C57BL/6.
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Abstract

Chagas disease is a clinical condition developed after Trypanosoma cruzi infection. This
parasite triggers an immune response mediated by immune cells, antibodies, and
inflammatory mediators from mammalian host resulting in tissue destruction and loss of
function in different organs, such as heart and gastrointestinal tract observed in humans.
Drugs used to mitigate the functional cardiac damage have been used in clinical medicine
and, in recent years, also demonstrated their actions in the modulation of the immune
response. Among these drugs the antiarrhythmic amiodarone (AD) is evidenced. The aim of
this study is to evaluate the effect of the AD treatment in acute infection with T.cruzi VL-10
strain in murine model. C57BL/6 mice were grouped into (i) animals treated with 30mg/kg
daily with AD and (ii) animals treated with water + 5% methylcellulose (vehicle). After 30
days of treatment, we performed a necropsy and serum and organs (heart, liver and spleen)
were collected for cytokines and organ weights evaluations, respectively, and also
histological analysis. There was a reduction in the levels of blood parasites after the treatment
in paralell with a reduction of plasma and cardiac levels of TNF-a. and CCL2, but not CCL5
and IL-10. In addition, there was a smaller increase in the relative weight of the heart and
spleen associated with treatment with AD. Together, these data suggest a partial action of the
AD on the immune response, mainly in TNF-a and CCL-2 production during inbread

C57BL/6 mice experimentally infected with VVL-10 strain of T. cruzi.
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1. Introducao

1.1 A doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também chamada de Tripanossomiase Americana, é causada
pelo protozoéario da familia Trypanosomatidea, o Trypanosoma cruzi. (WHO, 2010). Ela foi
descrita pela primeira vez pelo pesquisador brasileiro Carlos Justiniano das Chagas em 1909
durante a campanha de erradicacdo da malaria em Minas Gerais, Brasil. Chagas identificou
o0 parasita flagelado em insetos Hemipteras, popularmente conhecidos como barbeiros, e em
uma crianca de 2 anos de idade chamada Berenice (Chagas, 1909). Desde entdo, muito vem
sendo pesquisado com o objetivo de esclarecer as interacGes desse agente etioldgico com os
hospedeiros e vetores. Entretanto, varios aspectos da infeccdo e do desenvolvimento da
doenca associada ao T. cruzi ainda nao estdo elucidados. O unico achado que continua
incontestavel, nos dias atuais, € de que o T. cruzi, na forma evolutiva tripomastigota, penetra
nas células do hospedeiro vertebrado e se multiplica na forma amastigota para criar
pseudocistos. Estes se rompem e provocam uma reacdo inflamatéria no tecido parasitado que
cicatriza por meio do processo de fibrose. No momento da ruptura dos pseudocistos novas
formas de tripomastigotas s&o liberados, que circulam no organismo e invadem novas células,
repetindo o ciclo e, consequentemente, produzindo novas lesdes (Andrade & Andrews, 2005;
Coura & Borges-Pereira, 2012).

A transmissé&o silvestre do T. cruzi ocorre por meio do contato direto com as fezes e
urina dos insetos vetores pertencentes a familia Reduviidae durante o repasto sanguineo
desses animais. Vinculadas a esta via de transmissdo, foram descritas mais de duzentas
espécies entre vetores e hospedeiros mamiferos, incluindo desde pequenos mamiferos
silvestres até o ser humano, que passou a ocupar 0s ectopos silvestres disponibilizando
alimento e abrigo aos vetores (Argolo et al, 2008). Outras formas de transmissao incluem a
transfuséo de sangue contaminado (Wendel, 1998), a via oral por meio da ingestdo acidental
de alimentos contaminados com as fezes ou com os proprios vetores infectados (Valente et
al, 1999; Alarcon de Noya et al, 2010; Benchimol-Barbosa, 2010;) e o transplante de 6rgéos
(Chocair et al, 1981; Bern et al, 2008).



Apbs a entrada do parasito no organismo, advém a denominada fase aguda da
infecgdo, que ocorre de forma assintomatica ou sintomatica na qual sdo observados febre,
calafrios, mialgia, taquicardia e aumento do figado, baco e linfonodos. Durante esta fase,
acontece intensa replicacdo do parasita no interior das células do hospedeiro e é possivel
encontrar formas flageladas do T. cruzi em preparacGes de sangue a fresco dos pacientes
(Rassi et al, 2010). Em paralelo a essas manifestacdes clinicas ocorre o aprimoramento da
resposta imunoldgica contra o parasito. Esta resposta inflamatoria culmina na reducdo da
presenca de formas tripomastigotas circulantes e respectiva replicacdo em células do sistema
imune e conduz ao estabelecimento do T. cruzi em tecidos, mantendo-se em sua forma
amastigota e conduzindo os pacientes a fase denominada crénica. Nesta nova fase, o
individuo infectado pelo T. cruzi pode manter-se apenas infectado, numa forma conhecida
como cronica indeterminada da doenca, caracterizada pela sorologia positiva para anticorpos
anti-T. cruzi, porém sem manifestacdes clinicas a exames convencionais. Porém, alguns
individuos infectados, cerda de 15 a 30%, também podem desenvolver a forma crénica
sintomética que é caracterizada por alterac6es cardiacas, digestivas ou ambas e usualmente
se manifesta entre 10-30 anos ap6s a infeccdo inicial. A forma cardiaca, geralmente,
predomina entre os pacientes com a forma sintomatica conduzindo-os a disturbios de
conducéo, disfungdes autonémicas, alteracbes funcionais e, em alguns casos, levando-os a
Obito. (Machado et al, 2013; Rassi et al, 2010).

1.2. Resposta imune a infeccéo pelo Trypanosoma cruzi

A resposta imune formada pelo hospedeiro ap0s a infeccéo € necessaria para controlar
a replicacéo do parasito, mas também produz danos teciduais que podem ocasionar alteragdes
de funcdo e estrutura de determinados o6rgdos (Andrade & Andrews, 2005; Dutra & Gollob,
2008; Machado et al, 2013). Nesse contexto, a resposta imune parece exercer papel crucial
na geracdo da patogénese da infeccéo pelo T. cruzi e parte dessa ativagdo parece ocorrer ja
nos primeiros contatos entre o parasito e células da imunidade inata do mamifero. Receptores
Toll-like presentes na membrana plasmatica (TLR - 1, 2, 4, 5 e 6) ou na membrana de

endossomos (TLR- 3, 7, 8 e 9) das células do mamifero, bem como os receptores NOD, séo
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ativados pelo glicofosfatidilinositol da membrana do parasito (Fig.1) resultando na promoc¢éo
de uma cascata de sinalizacao citoplasmatica que culmina na ativacao do fator de transcricéo
NF«-B que promove a producdo de mediadores prd-inflamatorias pelas células do sistema

imunologico.
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Figura 1: Resposta imune do hospedeiro desencadeada pela infecgdo por Trypanosoma cruzi. A
presenca de T. cruzi ativa os receptores do tipo Toll (TLR) em células fagocitarias para produzir
mediadores inflamatérios. Estes mediadores atuam em varias células do organismo ativando-as e
intensificando a producdo de uma diversidade de outros mediadores inflamatérios e reguladores
soltveis, que podem desempenhar um papel no controle da replicacdo do parasita. Ndo obtendo
sucesso nesse controle, o parasito se instala em tecidos profundos e inicia uma resposta inflamatéria
progressiva culminando, em alguns casos, em destruicao tecidual com perda funcional do érgao.
(Modificado de Talvani & Teixeira 2011).

Uma das proteinas sintetizadas a partir do reconhecimento do protozoario é a
interleucina 12 (IL-12), que estimula as células natural killers (NK) a sintetizarem interferon-
v (IFN-y), além de promoverem a diferenciacdo dos linfocitos T CD4+ em células Thi,
induzem a producdo do fator de necrose tumoral- o (TNF-a) pelos macrofagos e

desencadeiam outras fungdes efetoras nessas células (Aliberti et al, 2001; Teixeira et al, 2002;

Golgher & Gazzinelli, 2004; Talvani & Teixera, 2011). Os macrofagos ativados pelas células



Th1 passam a liberar mais TNF-a, IL-12, 6xido nitrico (NO) e quimiocinas, como CCL2,
CCL3 e CCL5, amplificando a resposta inflamatoria inicial (Fig.1) (Talvani & Teixaira,
2011).

Outro importante mediador inflamatério no contexto da infeccdo pelo T. cruzi € a
quimiocina CCL2, encontrada em altos niveis em pacientes com a infeccéo, principalmente
naqueles com alteracdes cardiacas, estando relacionadas ao grau de comprometimento do
orgdo (Talvani, 2004). A analise quantitativa da expressdo desse gene no miocardio de
pacientes cardiopatas mostra que este € regulado de forma seletiva, reforcando a importancia
dessa quimiocina na patogénese da infeccdo pelo T. cruzi. Sugere-se, portanto, que a CCL2
seria um potencial marcador da progresséo e severidade na doenca de Chagas (Frade et al,
2013).

Por outro lado, estudos in vitro demonstram que a acdo de CCL2 em cardiomiocitos
e macrofagos estimulam a producéo de 6xido nitrico, substancia capaz de eliminar o parasito.
Este fato, relacionado com a alta producdo de CCL2 in vivo durante a infecgdo pelo
protozoario, sugere que o controle da proliferacdo do T. cruzi pela CCL2 possa induzir
resisténcia a infeccdo (Machado et al, 2013). Além disso, células infectadas pelo T. cruzi
produzem CCL2 e expressam seus receptores promovendo a defesa do hospedeiro e
sugerindo sua dependéncia para a migracdo leucocitaria para o sitio inflamatorio (Coelho et
al. 2002, Talvani et al. 2009, Paiva et al. 2009).

Tanto em modelo experimental quanto em investigacdes envolvendo seres humanos,
tem-se mostrado que a cardiopatia chagasica apresenta um substrato inflamatorio persistente
desencadeado pela presenca do parasito (circulante ou no tecido) ou de suas moléculas
antigénicas. Esse processo inflamatorio consiste de células linfocitarias (T CD8" duas a trés
vezes mais abundantes que as células T CD4%) e, em menor extensdo, mas ndo menos
importante, macréfagos, eosinofilos, células plasmaticas/B, neutrofilos e mastocitos (Brener
& Gazzinelli 1997, dos Santos et al. 2001, Gomez-Garcia et al 2005, da Silveira et al. 2007).
Parte desse recrutamento leucocitario para o tecido cardiaco € coordenada por uma rede
variada e integrada de quimiocinas e seus respectivos receptores, sendo sua elevada
expressdo claramente associada com a uma maior destruicdo do miocardio ou mesmo a

disfuncdo cardiaca (Talvani et al. 2000, Talvani & Teixeira 2011). A constancia desse



processo inflamatério leva a destruicdo dos cardiomidcitos, dissolucdo do infiltrado
inflamatorio e reposigdo por tecido fibroconectivo (colageno). Esse processo de fibrose é
composto, entdo, por colédgenos do tipo I e Il e, apds alguns anos, torna-se responsavel pela
reducdo da contratilidade cardiaca, diminuicdo da massa muscular e também destruicdo da
inervacdo intrinsica do coracdo. Lesdes similares a essas sdo facilmente encontradas no
miocéardio, epicardio e endocéardio, contribuindo para o0 processo de alteracBes
eletrocardiograficas e/fou funcionais e, consequentemente, contribuindo para o
remodelamento cardiaco associado a infeccdo pelo T. cruzi (Rossi 1991, 1998, Caldas et al.
2013).

Assumindo que parte da alteracdo morfo-funcional cardiaca, caracteristica das formas
avancadas da doenga de Chagas, tanto em modelos experimentais quanto em seres humanos,
seja consequéncia de uma reacdo inflamatoria progressiva e multifocal (Morris et al. 1990),
é plausivel que a compreensao da génese desse mecanismo seja importante para proposicao
de estratégias de intervencdo. Nesse sentido, tanto fatores internos (genética) quanto fatores
externos (ex. acBes de farmacos e/ou compostos quimicos) que interfiram diretamente na
ativacdo ou modulacdo de células e/ou mediadores inflamatérios seriam favoraveis a

proposicdo de estratégias de intervencéo clinica a médio e longo prazo.

Dentre alguns possiveis fatores externos destaca-se o benznidazol, farmaco
empregado para o tratamento etiolégico da doenca de Chagas, e descrito por alterar a resposta
imune em humanos e em modelo experimental (Piaggio et al. 2001, Sathler-Avelar et al.
2006, Bustamante et al. 2008, Cutrullis et al. 2011) além, obviamente, de exercer sua funcéo

tripanocida originaria (Urbina 2010, Bern 2011).

1.3. Terapéuticas anti-Trypanosoma cruzi

O tratamento atual para a doenca de Chagas é insatisfatorio, pois apesar de visar a
eliminacdo do parasito com o nifurtimox [4 - (5-nitro-furylidenoamine) - tetra-hidro-4-4-1,
4-tiazina-1-1-dioxido] ou o benznidazol (N-benzil-2-nitro-imidazoleacetamide), testes
imunolégico e parasitologico realizados posteriormente ao tratamento ainda demonstram

presenca do parasito (Cangado, 2002). Alem disso, durante a infec¢do aguda, 0s pacientes



tratados com as drogas supracitadas mostram sinais de miocardite e a progressao da doenca
ndo e interrompida quando o tratamento é realizado durante a fase aguda da infeccédo, além
dessas drogas apresentarem efeitos colaterais (Teixeira et al, 2006; Pinazo et al, 2010;
Teixeira et al, 2011; Rassi et al, 2012).

O nifurtimox age como uma pro-droga e necessita de ativacdo por nitroreducao
produzindo metabdlitos de oxigénio (Peterson et. al., 1979). Entretanto sua utilizacdo é
controversa devido a sua toxicidade, potencial carcinogénico, eficacia limitada, existéncia de
cepas do T. cruzi resistentes, além de seus efeitos adversos gerados (Belinda et. al., 2011).
Mas com a escassez de tratamentos etiologicos para a doenca de Chagas este farmaco ainda
faz parte do arsenal contra a doenga de Chagas em alguns paises, embora ndo seja o farmaco

de escolha no Brasil.

O benzonidazol atua por meio de um mecanismo de stress oxidativo, havendo
modificacdo de macromoléculas (DNA e RNA) inibindo a replicacdo do parasito (Docampo,
1990). Os efeitos adversos associados ao benzonidazol sdo sua principal desvantagem sendo
esses, principalmente, dermatites, intolerancia digestiva, depressdo da medula dssea e
toxicidade hepatica. Esses efeitos levam ao abandono do tratamento em aproximadamente
10% dos casos (Pérez-Molina et. al., 2009). No entanto o benzonidazol continua sendo a

droga de escolha na terapia anti-T. cruzi em alguns paises da Ameérica latina.

Por essas terapias ndo serem satisfatorias durante a fase crénica alcancando auséncia
ou baixos indices de cura (Suasnabar 2000; Can¢ado 2002; Caldas et. al. 2008), os pacientes
crbnicos sdo submetidos as terapias farmacoldgicas com o objetivo de minimizar os danos,
bem como a progressdo da insuficiéncia cardiaca. Essas terapias compreendem
medicamentos de naturezas e propriedades distintas, como os diuréticos, 0s beta-
bloqueadores adrenérgicos, 0s inibidores da enzima conversora da angiotensina, 0S
digitalicos e os antiarritmicos como € o caso do cloridrato de amiodarona (Rassi, 2010),

objeto do presente estudo.



1.4. O cloridrato de amiodarona

O cloridrato de amiodarona (CA) é um antiarritmico da classe Ill, ou seja, age
prolongando o potencial de acdo cardiaco e seu periodo refratario, bloqueando os canais de
sodio e célcio e agdo a- e B-bloquedora adrenérgica ndo competitiva, fazendo com que 0 uso
desse farmaco seja indicado para a reducdo de arritmia cardiaca (Steven & Singh, 1997).

A preparacdo oral de 200mg por comprimido autorizada em 1985, nos Estados
Unidos pela Food and Drug Administration (FDA), € indicada para adultos com arritmias
ventriculares com risco de vida, quando os outros tratamentos sdo ineficazes ou ndo séo
tolerados pelo paciente (Greene, 1989). Dez anos depois foi liberado a utilizacdo do CA pela
via intravenosa como a mesma indicacdo. Atualmente, o CA é usado para controlar
virtualmente todas as manifestacdes supraventricular e taquicardia ventricular, dessa maneira,
tornando-se um dos antiarritmicos mais utilizados na prética clinica (Doval, et al; 1994,
Herendael & Dorian, 2010).

A farmacocinética do CA apds administracéo oral € complexa, sua biodisponibilidade
varia de 20 a 80% e seu pico sério é atingido em 3 a 7 horas, apds a sua metaboliza¢do no
figado. Em razdo da sua caracteristica lipofilica, sua absor¢édo varia de um tecido para outro,
sendo elevados no tecido adiposo, pulméo, figado e linfonodos e baixos no cérebro, masculos
e tireoide esse fato contribui para seu tempo de meia-vida de até 60 dias com uma dose oral
Unica (Herendael & Dorian, 2010).

O CA atua amenizando sintomas associados & forma cardiaca da infecgdo pelo T.
cruzi (Rassi et al, 2010). Em 2006, Benaim e colaboradores mostraram que o CA possuia
uma acdo anti-T. cruzi relacionada a alteracdo da concentracdo intracelular dos ions de célcio
e com a inibicdo da biossintese do ergoesterol no parasito. Posteriormente, em 2010, Adesse
e colaboradores mostraram que o CA possui efeito anti-proliferativo seletivo sobre o T. cruzi
em modelo in vitro com cardiomidcitos, pois o tratamento induziu danos estruturais nas
formas amastigotas e promoveu a recuperacdo estrutural e funcional completa de células
hospedeiras. Em 2012, Veiga-Santos e colaboradores avaliaram a agdo do CA sobre a

estrutura celular das formas evolutivas do T. cruzi demonstrando que este farmaco, além de



reduzir o niUmero de epimastigotas, amastigotas e de macrofagos infectados, induzia também

a formacdo de autofagossomos e alteragcdes na mitocondria nas células do parasita.

Como a resposta imunoldgica é parte integrante do processo imunopatogénico
associado a infeccdo pelo T. cruzi, avaliar a agdo do CA sobre a mesma torna-se de interesse
cientifico. De acordo com a literatura o tratamento com o CA mostrou-se capaz de inibir a
producdo de TNF-o por mondcitos humanos, de diminuir a concentracdo de IL-6 e 0
infiltrado de células imunes e consequentemente, o dano tecidual em camundongos com
miocardite viral (Matsumori et al, 1997, Ito et al, 2002).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral:

Avaliar os aspectos inflamatorios na fase aguda da infecgdo experimental pelo
Trypanossoma cruzi em decorréncia do tratamento com o cloridrato de amiodarona (CA).

3.2. Objetivos especificos:

(i) Avaliar a interferéncia do tratamento com o CA sobre a parasitemia de
camundongos C57BI/6 infectados pela cepa VVL-10 do T. cruzi;

(ii) Avaliar alteracdes macroscépicas dos 6rgaos relacionados com a infeccao;

(iii) Avaliar a influéncia do CA na produgdo de mediadores inflamatérios (TNF-a,

CCL2, CCL5 e IL-10) no plasma e no coragdo em decorréncia da infeccdo pelo T. cruzi;

(iv) avaliar histologicamente a interferéncia do CA sobre a inflamacéo e o numero

de ninhos de amastigotas no tecido cardiaco.
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4. Material e Métodos

4.1. Animais de experimentacao

Foram utilizados, neste estudo, 14 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com
peso entre 18 e 20g, com idade de aproximadamente 60 dias obtidos no Centro de Ciéncia
Animal (CCA), da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais, durante 0s
experimentos, permaneceram em salas climatizadas no CCA com alimentacdo e agua ad
libitum. Todos os procedimentos realizados aqui foram realizados de acordo com as normas
do Comité Brasileiro para Experimental Animal (COBEA) e submetidos ao Comité de Etica
Animal (CEA) da UFOP.

4.2. Infecgdo experimental pelo Trypanosoma cruzi e tratamento farmacologico

Todos os animais foram infectados por meio de inoculacdo intraperitonial com 0,1
mL de sangue contendo 5 X 102 formas tripomastigotas da cepa VL-10 do T. cruzi, DTU II

(Moreno et al, 2010) previamente caracterizada por Filardi & Brener em 1987.

Os animais foram divididos em 2 grupos infectados, um tratado e outro ndo tratado
com o cloridrato de amiodarona (CA). O grupo tratado foi caracterizado pela administracdo
do CA (Laboratério Biosintética ACHE ®) na dose de 30mg/kg/dia, realizada durante 30 dias,
via oral, sendo que o tratamento teve inicio 24 horas apds a infeccdo. O veiculo usado foi
agua a 0,5% de metil celulose (Sigma®) (Haruyasu et al, 2001). O grupo nio tratado foi
submetido ao mesmo esquema de tratamento apenas com o veiculo. Todos os animais foram

pesados semanalmente para ajuste das dosagens até o 30° dia de tratamento.

Concomitantemente ao tratamento foi realizada diariamente o exame microscopico
de sangue a fresco para a contagem das formas tripomastigotas sanguineas, a partir de 5 pL
de sangue retirados da cauda dos animais, até o 30° dia de tratamento. A quantificacdo dos
parasitos foi realizada segundo a técnica descrita por Brener (1962). Os numeros de parasitas

foram plotados como a média diaria observada nos 7 animais de cada grupo.
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No 30° dia de tratamento os animais foram eutanasiados para coleta de sangue,
coragdo, figado e baco. Do sangue foi obtido o plasma imediatamente apds a coleta, por
centrifugagdo a 35000 rpm a 4°C por 15 minutos. O coracgdo depois de pesado foi cortado
longitudinalmente ao meio e metade imersa em solucdo de formol tamponado a 10% para
confeccdo das laminas histologicas, a outra metade redividida, sendo uma parte mantida a -
80°C e a outra pesada novamente, solubilizada em 500uL de PBS 1X (Phosfate Buffer Salin),
macerada em nitrogénio liquido, centrifugada a 3500 rpm a 4°C por 15 minutos para coleta
do sobrenadante para a realizacdo do ELISA do tecido cardiaco. O figado e o bagco foram

pesados e estocados a -80°C.
4.3. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os ensaios imunoenzimaticos foram realizados utilizando-se o plasma e o
sobrenadante do tecido cardiaco macerado em PBS1X dos camundongos infectados pelo T.

cruzi tratados ou ndo com o CA.

Para o procedimento do ensaio de ELISA foram utilizados Kits para deteccdo sendo
que, em cada poco (foram utilizadas placas de 96 pocos) foram adicionados 100 pl de
anticorpo monoclonal contra cada uma das citocinas de interesse, diluidos em PBS contendo
0.1% de albumina de plasma bovino - BSA (SIGMA), sendo estas placas incubadas por 12
horas a temperatura ambiente. Os anticorpos ndo adsorvidos pelas placas foram descartados,
por inversdo e sucessivas lavagens em PBS-Tween e as placas foram bloqueadas com 300
ul/poco de uma solucdo contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a 25° C. A seguir as placas
foram novamente lavadas. As amostras de plasma e do tecido cardiaco macerado em PBS
1X, previamente padronizadas por nosso grupo, foram aplicadas em um volume de 50 pul para
cada poco. Paralelamente, a proteina investigada foi diluida em vérias concentracfes para o
estabelecimento da curva padrdo e, a seguir, foi realizada incubagdo por 2 horas em
temperatura ambiente. Os anticorpos secundarios, ap6s 0s pogos serem devidamente
lavados, foram diluidos em PBS-BSA 0.1% e incubados por duas horas a 25°C. Finalmente,
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 foi incubada por trinta

minutos a temperatura ambiente.
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O cromdgeno escolhido para revelagédo foi o OPD (6-phenylenediamine -SIGMA)
na diluicdo de 4 mg para 10 ml de tampéo citrato. No momento da aplicacdo de 100l desta
solug&o nos pogos, foi ainda adicionado 2 pl/placa de H202 30 volumes. Apos vinte minutos
de incubacdo em auséncia de luz a reagéo sofreu bloqueio adicionando-se 50 pl de H2SO4
3M por poco. A leitura da intensidade de coloracdo foi realizada em leitor de ELISA
utilizando-se o comprimento de onda de 450 nM, trinta minutos ap6s a adi¢ao de H2SO4 para

0 bloqueio das reagoes.
4.4. Histologia convencional

As metades do coracdo, colocadas em solugéo de formol 10% tamponado foram,
apos 24 horas, processadas para a confeccdo de laminas histologicas. Para tal, elas sofreram
desidratacdes sucessivas de 30 minutos cada, em alcool 70%, 80%, 90% e trés submersdes
de 30 min. também, em recipientes distintos contendo alcool absoluto. Em seguida, elas
foram submetidas a banhos de Xilol por 10 minutos cada, para posterior fixacdo em paraplast
e emblocados no mesmo. Os cortes de 4um de espessura feitos no micrétomo, foram
colocados em uma solucéo de agua destilada com 10% alcool 96,2% e transferidos para um
banho com &gua destilada a temperatura de 46°C antes de serem fixadas em laminas para a
coloracdo de Hematoxilina & Eosina (HE) para avaliagdo do infiltrado inflamatorio e dos

vasos na matriz da esponja.

Todos os nucleos celulares presentes no tecido cardiaco foram quantificados em 20
imagens (campos) aleatorias (area total percorrida igual a 2,24 x 10° um?). As imagens
visualizadas pela objetiva de 40x foram digitalizadas através de microcamera Leica DM 5000
B (Leica Application Suite, versdo 2.4.0R1) e processadas por meio do programa analisador

de imagens Leica Qwin V3.
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4.5. Andlise estatistica

Os parametros avaliados foram apresentados através da média de seus valores e
respectivos “erro médio padrdo”. Utilizou-se teste t para comparacGes entre 0s dois grupos.
Para avaliar a existéncia de correlagdo das dosagens das citocinas entre si foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Pearson, que tem o simbolo r, e fornece uma medida da for¢a de
relacionamento linear entre duas variaveis continuas e varia de —1 a +1 passando pelo zero.
Para todos os testes, foi utilizado um nivel de significancia de 5%. Todas as analises foram

realizadas atraves dos programas GraphPad Prism.
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Parasitos/0,1mL de sangue

5. Resultados

5.1. Efeito do cloridrato de amiodarona no parasitismo sanguineo

A partir do exame de sangue a fresco obtido dos animais infectados pelo T. cruzi
obteve-se a curva de parasitemia com as médias diérias de cada grupo, durante os 30 dias de
infeccdo (Fig.2). Os parasitos foram detectados a partir do 10° dia de infec¢éo e foi observado
que entre 0 28° e 30° dias, 0 grupo tratado apresentou numero de parasitas significativamente

menor em relacdo ao grupo néo tratado.

4007 -~ Amiodarona
(30 mg)
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S 200-
X
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0

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Dias apo0s a infecgao

Figura 2 :Curva de parasitemia dos animais tratados e ndo tratados com Cloridrato de
Amiodarona. Quantificagdo diaria das formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi,
cepa VL-10, em camundongos C57BL/6. * diferenca estatistica entre os grupos (p< 0,05).
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5.2. Avaliacéo do peso relativo dos 6rgéaos

Levando-se em consideracdo o peso de cada animal infectado pelo T. cruzi e de seu
respectivo orgdo, calculou-se o peso relativo do coragéo, figado e baco. Observou-se que 0s
animas tratados com 30mg de CA apresentaram 0 peso relativo do coragdo e do bago
significativamente menores do que aqueles ndo tratados para os mesmos 6rgdos. Ndo houve

diferenca de peso relativo para o figado entre os diferentes grupos (Fig.3).
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Figura 3: Peso relativo dos 6rgdos. Relacdo entre o peso dos 6rgdos em miligramas e 0 peso
corporal, em gramas, dos animais infectados tratados e ndo tratados com o cloridrato de amiodarona.
* significa diferenca estatistica entre os grupos (p< 0,05). Em (I) o peso relativo do coragéo, (I1) o do
baco e em (111) o do figado.
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5.3. Avaliacdo dos marcadores inflamatdrios plasmaticos

Nas dosagens de citocinas e quimiocinas no plasma dos animais, observou-se que 0
tratamento com o CA implicou em redugéo da concentragdo da quimiocina CCL2 (Fig. 4 I1).
Porém, para os demais marcadores inflamatorios, a saber, TNF-a (Fig. 4 1), CCL5 (Fig. 4

111) e IL-10 (Fig. 4 1V) ndo houve alteracéo.
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Figura 4: Quantificagdo dos marcadores inflamatorios no plasma dos animais. A quantificacéo
de TNF-alfa (1), CCL2 (II), CCLS5 (111) e IL-10 (IV), dado em picograma por mililitro, em cada um
dos grupos. Nos pontos marcados com o simbolo * diferenca estatistica entre os grupos (p< 0,05).
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5.3. Dosagens dos marcadores inflamatdrios no tecido cardiaco

Da mesma forma que a deteccéo no plasma, houve avaliacdo dos mesmos mediadores

inflamatorios no macerado de tecido cardiaco (50mg) de animais infectados pelo T. cruzi e

tratados com o CA. Na&o foram encontradas diferengas entre as avaliagbes no macerado
cardiaco para o TNF-a (Fig. 5 1), CCL2 (Fig. 5 Il), CCL5 (Fig. 5 I11) e IL-10 (Fig. 5 V)
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Figura 5: Quantificacdo dos marcadores inflamatérios no tecido cardiaco. A quantificacdo de
TNF-11 (1), CCL2 (1), CCL5 (I11) e IL-10 (1V), apresentados em picograma por mililitro, em 50

miligramas de tecido. * diferenca estatistica entre os grupos (p< 0,05).
9 ¢

21



Visto que existe uma estreita relagdo entre a producéo desses marcadores entre si e,
sabendo-se que o efeito de um pode interferir na producdo/expressédo do outro, realizou-se
uma andlise de correlagdo entre a CCL2 e CCL5 e destas com 0 TNF-a e I1L-10. Observou-
se que a producdo de CCL5 e CCL2 (Fig. 6 1) apresentam forte correlagéo positiva (r=0,85)
e que elas estdo distribuidas de forma linear (r2=0,75 e p=0,001) uma vez que 0 aumento da
producdo de uma eleva a producao da outra. Analisando-se a producéo de CCL2 com TNF-
a, (Fig. 6 11) observou-se a existéncia de uma forte correlagéo positiva entre estas citocinas
(r=0,83) sendo da mesma forma linear (r2=0,68 p=0,006). Ainda, correlacionando-se CCL5

com TNF- o (Fig. 6 I11), observou-se uma fraca correlagdo positiva entre elas (r=0,45)
(Fig.6).
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Figura 6: Correlacdo entre os marcadores inflamatoérios no tecido cardiaco. A correlacdo entre
CCL5e CCL2 (1), entre CCL2 e TNF-a. (1), CCL5 e TNF-a (I11) dado em picogramas por mililitro,
em 50 miligramas de tecido. Mostrando que existe uma correlacdo linear entre as citocinasem I e 11.
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Compreendendo a IL-10 como uma citocina reguladora do processo inflamatorio,

avaliou-se a correlacdo de sua produgdo cardiaca com a producdo dos mediadores

inflamatorios avaliados. Verificou-se forte correlacdo positiva (r=0,64) entre a IL-10 e a

CCL2 (Fig. 7 1), porém essa correlacdo nao foi linear (r2= 0,46, p=0,03). Observou-se,

também, a correlacdo entre a producdo de CCL5 e a IL-10 (Fig. 7 I1), sendo a mesma

considerada fraca (r=0,57) e ndo apresentando uma regressao linear (r2=0,33 e p=0,08). J&

entre a correlagdo entre a produgdo de TNF-o e IL-10 (Fig. 7 I11) observou-se forte

correlacdo positiva (r=0,71) e também linearidade (r2=0,55 e p=0,01).
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Figura 7: Correlagdo entre os marcadores inflamatdrios no tecido cardiaco. A correlagéo entre
as CCL2 e IL-10(1), entre CCL5 e IL-10 (II) e TNF-a e IL-10 (111) dado em picograma por mililitro,
em 50 miligramas de tecido.
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5.4. Analise histoldgica

Na analise dos cortes histoldgicos do coracdo dos animais corados em H&E, néo foi

encontrado diferenca estatistica entre o nimero de nucleos das amostras do coragdo dos

grupos utilizado nesse estudo (Fig. 8).
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Figura 8: Fotomicrografia do tecido muscular cardiaco de camundongos C57BL/6 infectados
com o Trypanosoma cruzi e tratados com o cloridrato de amiodarona. Imagem representativa do
tecido cardiaco de animais infectados e ndo tratados (l), animais infectados tratados com CA (1) e
representacdo do grupo animais ndo infectados ndo tratados (IIl). Grafico, em anexo (V),
representando a contagem de nucleos celulares em 20 campos do corte histolégico cardiaco, sendo
nucleos de células inflamatorias e de cardiomidcitos. As setas verdes apontam células inflamatdrias,
a seta vermelha o ninho de amostigota e a linha pontilhada verde o nimero de nlcleos de animais ndo

infectados. Imagens capturadas através de microcamara Leica DM 5000 B. Magnitude: 40 X.
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6. Discussao

O cloridrato de amiodarona (CA) é um farmaco utilizado no tratamento de arritmias
cardiacas com propriedades complexas Unicas objetivando diminuir a frequéncia cardiaca,
reduzir as contracdes prematuras dos ventriculos e impedir a fibrilagdo ventricular (Konery
et al, 1997; Connolly et al, 1999; Kudernchuk et al, 1999). O tratamento com o CA, ao lado
de outros grupos farmacol6gicos, constitui importante estratégia empregada no manejo
clinico do paciente chagasico (Rassi et al. 2010). N&o havendo tratamento especifico para a
fase cronica da doenca, tem-se utilizado farmacos com propriedades cardiovasculares para o
reestabelecimento da funcdo cardiaca nos individuos infectados pelo T. cruzi. No entanto,
além dos beneficios funcionais, estudos anteriores revelaram a a¢do desse farmaco sobreo T.
cruzi e alterando a resposta imune em doencas cardiacas de etiologia viral (Benaim et al,
2006; Ito et al, 2002; Veiga-Santos, 2012).

De fato, no presente estudo, alguns achados receberam destaque em relacdo as
propriedades do CA na infeccdo pelo T. cruzi, a saber: (i) propiciou a redu¢do no numero de
parasitos sanguineos; (ii) propiciou reducdo no peso relativo do coracao e baco e; (iii) reduziu

o nivel plasmatico e do macerado cardiaco da citocina CCL-2 e TNF-a, respectivamente.

A reducdo do parasitismo sanguineo apresenta uma sugestiva acdo anti- T. cruzi
associada ao CA, provavelmente devido a modificacdo da concentracdo dos ions de Ca?" e,
consequentemente, modificacbes das organelas intracitoplasmaticas do parasito (Benaim,
2006; Adesse, 2011; Veiga-Santos, 2012). Em estudo anterior, o CA foi capaz de manter a
parasitemia dos camundongos infectados pela cepa Y do T. cruzi em niveis reduzidos, sendo
0 esquema terapéutico utilizado em dose de 50mg por Kg de peso e em dias alternados por
30 dia (Benaim et al. 2006). E sabido que o CA é um farmaco que apresenta baixa
concentracéo inicial no tecido muscular (Heredndael & Dorian; 2010) e o tratamento em dia
alternados néo se torna interessante se 0 objetivo é uma a¢cdo mais profunda. Ainda assim, o
estudo de Benaim e colaboradores demonstrou que o CA foi capaz de reduzir a mortalidade
dos animais, em relagdo ao grupo controle infectado nédo tratado, mas sem demonstrar a
presenca de reducdo parasitaria no tecido muscular cardiaco ou esquelético, apenas na

circulacdo. A cepa Y do T. cruzi, utilizada no trabalho supracitado, € uma cepa parcialmente
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resistente ao farmaco de escolha utilizado no Brasil, o benznidazol. Levando-se em
consideragdo as particularidades farmacoldgicas do CA e dos derivados imidazdlicos em vias
metabdlicas do parasito (Benaim et al, 2012), é aceitavel que doses menores do CA pudessem
exercer aces detectaveis na parasitemia dos animais. Por outro lado, no presente estudo
optou- se por utilizar uma cepa do T. cruzi considerada resistente ao benznidazol levando-se
em consideragdo a baixa viruléncia e menor mortalidade dos animais. Por outro lado foi
proposto um aumento da dose didria de CA em funcdo da cepa do parasito e de outros
trabalhos demonstrando o tratamento experimental com doses mais elevadas do farmaco
(Menezes et al, 2011). O aumento na dose do CA foi capaz de alterar, parcialmente, a curva
de parasitemia dos animais infectados com a cepa VL-10 do T. cruzi. Ainda que se
desconheca o mecanismo pelo qual o CA exerce um papel inibidor em alguma via metabdlica
do protozoario, € possivel conceber a ideia que o tratamento de cunho cardioprotetor do CA
em individuos cronicos com a doenca de Chagas também possam se beneficiar com sua
propriedade anti-parasitéria, tanto na circulagdo (sabendo-se que em fase cronica ndo se
observa com frequéncia parasitos circulantes) quanto nas células musculares profundas, pois
o tratamento diario com o farmaco propicia maior absorcdo tecidual (Benaim; 2006,
Heredndael & Dorian; 2010).

Outro aspecto associado ao quadro inflamatério € o tamanho e/ou peso de
determinados 6rgaos. A diminuicdo do peso relativo do coracdo observada no grupo de
camundongos infectados e tratados com o CA pode estar relacionada, em parte, a mencionada
propriedade desse farmaco em reduzir a carga parasitaria circulante e, possivelmente,
tecidual. Alguns estudos tém mostrado que a carga parasitaria exerce importante influéncia
no processo inflamatdrio cardiaco e, consequentemente, no desenvolvimento da patogénese
associada a infeccdo pelo T. cruzi (Diniz et al, 2010). Portanto, se 0 CA é capaz de reduzir o
parasito circulante na fase aguda da infec¢do, € proposto que esta reducdo interfira
diretamente no processo inflamatdrio e nas mudancas morfomeétricas dos 6rgaos. Entretanto,
a andlise microscopia do tecido muscular cardiaco ndo confirmou essa acdo protetora, uma
vez que ndo houve alteracdo no nimero de ndcleos celulares entre os dois grupos de estudo
(tratados e ndo tratados com CA). Além disso, ndo houve diferencas entre a avaliacdo dos
parasitos teciduais encontrados com estudo histolégico no referido material. Uma analise

mais sensivel torna-se necessaria para confirmacgdo das agdes do CA sob os parasitos na
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forma amastigota em tecidos musculares cardiacos como, por exemplo, a quantificacdo do
DNA do T. cruzi utilizando-se a técnica de PCR-real time, como realizado previamente por
nosso grupo (Cummings & Torleton, 2003; Caldas, et al, 2012). Tantos 0S ensaios
moleculares quanto uma avaliacdo fenotipica das células inflamatdrias no tecido muscular
cardiaco encontram-se, em andamento, no laboratério de doenca de Chagas, da Universidade

Federal de Ouro Preto, mas sem resultados para apresentacao e discussao nessa dissertacéo.

Além da reducdo do 6rgdo cardiaco, houve diminuicdo do peso relativo do baco e da
quantidade de CCL2 plasmatica associado ao tratamento com CA. O baco encontra-se
intimamente relacionado com infec¢des em mamiferos, por ser um 6rgédo linfoide e estar
macroscopicamente aumentado em infec¢Ges por Leishmania sp ou mesmo por T. cruzi
(Herwaldt, 1999; Machado et al, 2012). Portanto, o fato do baco apresentar peso relativo
menor é um indicio de uma possivel acdo anti-inflamatoria ou regulatéria do CA. Da mesma
forma, a reducdo no nivel circulante de CCL2, quimiocina importante para o recrutamento e
ativacdo de monacitos durante processos infecciosos (Coelho et al, 2002) reforcam as

propriedades anti-inflamatorias do CA.

A acdo do CA na resposta inflamatoria a infeccdo pelo T. cruzi sobre o sistema imune
foi reforcada avaliando-se a reducdo do TNF-a. no macerado de tecido cardiaco, porém néo
evidenciada nas avaliacdes de CCL5 e IL-10. No entanto, é importante considerar que 0
estudo aqui realizado ocorreu com uma cepa menos virulenta que as demais cepas usualmente
utilizadas em estudos com o T. cruzi onde a resposta inflamatoria é mais evidenciada ainda
na fase aguda, mas o indice de mortalidade dos animais também acompanha tal perfil (Bahia,
et al, 2012; Diniz, et al, 2013).

Um aspecto importante observado com o tratamento com o CA foi sua interferéncia
direta na producdo tanto do TNF-o. quanto da quimiocina CCL2, ambos mediadores
inflamatdrios largamente descritos em associacao a inflamacéo induzida pelo T. cruzi tanto
em modelo experimental quanto em seres humanos (Pérez et al, 2011; Machado, et al 2012).
N&o se pode afirmar que o farmaco tenha interferido diretamente na via intracelular de
formagdo do TNF-a e da CCL2, mas pode-se inferir a acdo direta ou indireta do CA na

reducdo destes mediadores circulantes, promovendo tanto 0 TNF-a quanto o CCL2 como
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biomarcadores das a¢des do CA na infeccio experimental pelo T. cruzi. E sabido haver uma
relagdo direta entre a producdo de IFN-y e TNF-o para ativacdo de macrofagos e, destes na
producdo inicial de algumas das principais citocinas descritas na infeccdo por este parasito
(Talvani et al. 2000), e de demonstrar que a quimiocina CCL2 é responséavel pelo
recrutamento de células mononucleares para o sitio inflamatorio cardiaco na fase inicial da
infeccdo. Além disso, a CCL2 tem sido mostrada como um fator importante para o controle
parasitario na fase aguda da infeccdo em detrimento do aumento do processo inflamatério
por ela induzido (Paiva et al. 2009). Portanto, a CCL2 ao contrario da CCL5 ou mesmo da
citocina regulatoria 1L-10, mostrou-se diretamente associada as a¢des iniciais regulatorias do

CA na infec¢do em camundongos C57BL/6 infectados com a cepa VL-10 do parasito.

Estudos em cées e em seres humanos também demonstraram a CCL2, bem como
outras quimiocinas e o TNF-a como importantes mediadores da inflamacéo cronica induzida
pelo T. cruzi além de bons biomarcadores de insuficiéncia cardiaca (Guedes, et al 2010,
Machado, et al 2012). Foi demonstrado, por exemplo, que a maior producao de CCL2 e TNF-
o em soro de individuos chagésicos apresentava-se diretamente correlacionado com redugéo
da fracéo de ejecdo ventricular esquerda e com a dilatacdo do ventriculo esquerdo em diéstole,
parametros funcionais caracteristicos da cardiomiopatia chagésica crénica (Talvani et al.
2004). Além disso, a importancia da quimiocina CCL2 para a doenca humana ultrapassa sua
deteccdo plasmatica e avanca para o campo do polimorfismo génico, demonstrando que
individuos apresentando gendtipo CCL2 -2518 AA possuiam um risco quatro vezes maior de
desenvolver cardiopatia chagasica cronica que outros individuos também infectados com o

protozoario, mas sem este gendétipo (Ramasawmy et al. 2006).

Da mesma forma, estudos de correlagdes entre citocinas e quimiocinas no presente
estudo reforcaram sua importancia e interdependéncia durante a infe¢do experimental pelo
protozoario T. cruzi. Tanto quimiocinas e as citocinas inflamatorias apresentaram alta
correlacdo positiva entre si quanto esses mesmos mediadores inflamatdrios com a citocina
regulatéria IL-10, lembrando-se que apesar de seu papel regulador e protetor associado a
infeccdo pelo T. cruzi (Roffé, et al 2012), a IL-10 apresenta-se elevada na circulagdo em

decorréncia do aumento do processo inflamatorio sistémico observado nos animais.
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Em suma, em decorréncia dos poucos estudos em seres humanos ou mesmo em
modelos animais utilizando o CA na infeccéo pelo T. cruzi, foi possivel observar que esse
farmaco apresenta interferéncia direta ou indireta sob a populacéao circulante de parasitos e,
além disso, exerce efeito parcial tanto na reducdo da producgdo de CCL-2 circulante quanto
na de TNF-a. no sitio cardiaco. De qualquer forma, estudos em associacdo com outros
farmacos que também apresentam efeitos pleiotropicos sob a resposta imune, como € o caso
dos inibidores da enzima conversora da angiotensina (Paula-Costa, et al 2010) e das
sinvastatinas (Melo, et al, 2011, Silva et al 2012), trariam novas informagdes para 0 campo
das terapias cardiacas associadas a infeccdo pelo T. cruzi, em modelo experimental, mas ja
criando uma perspectiva de andlise criticas para os eventos inflamatorios e clinicos

observados durante o manejo clinico dos individuos chagéasicos.
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7.Conclusdo
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7. Conclusao

Com o presente estudo sugere-se que o tratamento com o cloridrato de amiodarona
interfere na resposta imune a infeccdo aguda pelo Trypanosoma cruzi reduzindo

parcialmente o parasitismo sanguineo e a produc¢éo plasmaticas de CCL2 e TNF-a..
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