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RESUMO

A doenca de Chagas é uma doenca parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi. Aproximadamente 30% dos individuos infectados desenvolvem a manifestagéo
cardiaca. Dentre os fatores envolvidos nesta evolucdo destaca-se o papel da
inflamacéo. Evidéncias apontam uma importante relacdo das adipocitocinas com a
resposta imune celular e inflamagdo. O presente estudo objetivou avaliar o papel de
citocinas e da leptina na imunopatologia da fase aguda da infec¢do experimental pelo
T. cruzi. Para isso foram utilizados camundongos C57BI/6 WT, C57BI/6 KO IFN-y,
Balb-c WT e Balb-c KO IL-4 infectados com 100 formas tripomastigotas de cepa
Colombiana de T. cruzi e controles ndo infectados. Foi analisado nos coragbes a
presenca ninhos de T. cruzi, infiltrado inflamatorio, fibrose, producéo de citocinas in
situ e niveis sericos de leptina, TNF-a e IL-10. Foi observado maior parasitismo
tissular nos animais C57BI/6 KO IFN-y, mas sem diferenca na intensidade do
infiltrado inflamatdrio e percentual de fibrose. Em relacdo as citocinas o0s
camundongos C57BI1/6 KO IFN-y infectados apresentaram aumento de TNF-a. in situ,
assim como os Balb-c KO IL-4. Apesar de maior expressdo in situ, sistemicamente 0s
animais Balb-c KO IL-4 ndo mostram ser bons produtores de TNF-a ¢ IL-10 assim
como o0s C57BI/6 KO IFN-y, entretanto esses tltimos mostraram ser bons produtores
de leptina sérica, assim como os Balb-c. Dessa forma, nossos resultados apontam que
na auséncia de IFN-y os camundongos infectados ndo conseguem controlar o
parasitismo tissular. Entretanto apresentam aumento in situ de TNF-a e leptina sérica
como mecanismo compensatério da deficiéncia de resposta Thl, representado pela

auséncia de IFN-y.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, resposta imune celular, coragéo, adipocitocinas,
nocaute.



ABSTRACT

Chagas disease is a parasitic disease caused by the Protozoan Trypanosoma cruzi.
Approximately 30% of infected individuals develop cardiac manifestations. Among
the factors involved in this evolution highlights the role of inflammation. Evidence
points to an important relationship of adipokines with the cellular immune response
and inflammation. The present study is objective is to evaluate the role of cytokines
and leptin on immunopathology of acute phase of experimental infection by T. cruzi.
For this we used C57BI/6 WT mice, C57BI/6 WT KO IFN-y, Balb-c WT and Balb-c
KO IL-4 100 infected with of Colombian strain forms of T. cruzi and non-infected
controls was analyzed in the hearts the presence of T. cruzi, fibrosis, inflammatory
infiltrate, production of cytokines in situ and serum levels of leptin, TNF-a. and IL-10.
Noted greater tissue parasitism in C57BI/6 animals KO IFN-y, but no difference in the
intensity of the inflammatory infiltrate and percentage of fibrosis. Regarding cytokines
C57BI/6 mice IFN-y KO infected showed increased TNF-a. in situ, as well as the Balb-
¢ KO IL-4. Despite greater expression in situ, systemically animals Balb-c KO IL-4
have shown to be good producers of TNF-a and IL-10 as well as the C57BI/6 KO IFN-
y. However, these last have shown to be good producers of serum leptin, as well as the
Balb-c. Thus, our results indicate that in the absence of IFN-y mice infected can' not
control the tissue parasitism. However, feature increased in situ of TNF-o and serum

leptin as a compensatory mechanism of the Th1 response deficiency.

Key words: Trypanosoma cruzi, cellular immune response, heart, adipocytokines,
knockouts.
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INTRODUCAO/REVISAO DA LITERATURA

A doenca de Chagas ou tripanossomiase Americana ¢ uma doenca tropical
negligenciada, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (CHAGAS,
1909; WHO, 2016).

Estima-se que em torno de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo mundo estéo
infectados pelo T. cruzi, sendo que a maioria destas vivem na América Latina. A
doenca de Chagas é encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises da
Ameérica Latina (WHO, 2016). Ja foram confirmados casos de individuos infectados
em paises ndo endémicos na Europa, na regido do Pacifico Ocidental (principalmente
na Australia e Japdo), Canada e Estados Unidos, o que é resultante da migracéo de
paises endémicos para outras partes do mundo (SCHMUNIS et al., 2010). Devido a
esse efeito migratorio também houve o aumento do risco da transmissdo atraves das
transfusdes de sangue ou 6rgaos transplantados em paises onde ndo € obrigatoria a
triagem do sangue ou do 6rgdo do doador e com isso a falta de conhecimento prévio a
respeito da doenca dificulta o diagnéstico rapido e preciso, retardando assim o inicio
do tratamento (WHO, 2010).

Com o passar dos anos a taxa de mortalidade da doenca de Chagas diminuiu,
de 45000 para aproximadamente 11000 entre os anos de 1990 e 2009 (WHO, 2010).
Em 2005 foi realizado um estudo, onde se calculou a prevaléncia da infecgéo pelo T.
cruzi, em pessoas nascidas na América Latina que vivem nos EUA, com isso, estimou-
se mais 300000 pessoas infectadas com o T. cruzi que vivem nos EUA e em torno de
45000 tinha cardiopatia chagésica, e que 63 — 315 pessoas infectadas, foram resultantes
de infecgdo congénita (BERN et al., 2009). Na Europa estima-se que o nimero de
individuos infectados exceda 80000 (WHO, 2010) (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo dos casols—(ljeN})r::‘fgz"t;yéeglr;a(;e: ?Sre;panosoma cruzi, com base em estimativas oficiais
e estatuto de transmissdo de vetores, em todo o mundo, 2006 - 2009. Fonte:
<http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_chagas_2009.png>. Acesso em
dezembro, 2016.

1.1 Trypanosoma cruzi

O agente etioldgico da doenca de Chagas é o Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
trata-se de um protozoario flagelado com ciclo de vida heteroxénico, com fase de
replicacdo intracelular no hospedeiro vertebrado (homem e mamiferos) e
extracelular no inseto vetor (triatomineos) (CHAGAS, 1909).

A transmisséo vetorial € o mecanismo de transmissdo do T. cruzi de maior
importancia epidemioldgica (CHAGAS, 1909; LANA & TAFURI, 2004). Séo
conhecidas mais de 120 espécies de vetores da tripanossomiase Americana, que
possuem habito estritamente hematdfago. Os principais fatores de sucesso evolutivo
desses vetores sdo: habito noturno, elevada habilidade reprodutora, vida longa e grande
capacidade de resisténcia ao jejum. As espécies que se relacionam com 0s seres
humanos, especialmente em ambiente intradomiciliar, sdo as mais importantes do
ponto de vista epidemioldgico para a doenca de Chagas (DIAS & COURA, 1997),
sendo o Tryatoma infestans, o inseto vetor mais conhecido. Este é conhecido
popularmente como barbeiro (CHAGAS, 1909).

Durante o repasto sanguineo o vetor, Tryatoma infestans, se infecta com o T.

cruzi sofre uma série de modifica¢6es ao longo do tubo digestivo: os tripomastigota
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transformam-se em esferomastigotas e epimastigotas; no intestino médio, ha a
multiplicacdo dos epimastigotas; no reto, os epimastigotas diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicos, que sdo eliminados nas dejecdes dos triatomineos (DIAS
& COURA, 1997). Apoés se alimentar com o sangue do hospedeiro vertebrado o
triatomineo defeca e urina no local. O individuo ao cocar o local permite com que 0s
tripomastigotas metaciclicos penetram através da pele, caindo na corrente sanguinea,
e infecte as células teciduais. Apo0s infectar a célula o parasita se diferencia em
amastigota, que € a forma intracelular capaz de multiplicar e pos o término do ciclo
transformam em tripomastigota para infectar outras células e/ou reiniciar o ciclo
(CHAGAS, 1909) (Figura 2).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do ciclo de vida do protozoéario flagelado Trypanosoma
cruzi. Fonte: MACEDO et al., 2002.

O T. cruzi pertence ao reino Protista, sub-reino Prototozoa e filo
Sarcomastigophora (SOUZA et al., 2000). Estudos sobre sua genética forneceram
evidéncias que este parasita € um organismo diploide com reproducdo assexuada e
com estrutura populacional clonal (TIBAYRENC & AYLA, 1988; TIBAYRENC,
1995). Mais tarde a analise dos genes confirmou a existéncia de duas linhagens
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filogenéticas principais (ZINGALES et al., 1999). As linhagens foram denominadas
de “grupos” T. cruzi | e T. cruzi Il (ANONYMOUS, 1999). A partir da analise de
microssatélites e DNA mitocondrial, foi proposto um terceiro grupo, denominado T.
cruzi Ill (FREITAS et al., 2006). Para melhorar o entendimento de questfes
bioldgicas bésicas e de patogenicidade dos grupos, houve a padronizacdo dos
grupos de T. cruzi, dividido em seis grupos (T. cruzi I-V1), cada grupo é denominado
DTU (“discrete typing unit”), o DTU ¢ definido como um conjunto de isolados
geneticamente semelhante e que podem ser identificados por marcadores moleculares
ou imunolégicos comuns. (ZINGALES et al., 2009).

1.2 Utilizacao do modelo experimental e da cepa Colombiana

Estudos em animais tem sido de grande importancia para definicdo de
mecanismos moleculares associados com a resposta imune frente ao T. cruzi
(TALVANI et al., 2011). No modelo experimental murino, os camundongos
sobrevivem a infeccdo em longo prazo, por certas quantidades de T. cruzi e
desenvolvem lesbes do miocardio (ANDRADE et al., 1968).

As manifestagdes resultantes da doenca de Chagas em modelo murino
experimental se assemelham as observadas em infec¢cbes humanas, e em ambas ha
influéncia do background genético, desencadeando uma serie de reacdes que evolui de
uma fase aguda sintomatica para uma fase crénica. Nesses modelos a maioria dos tipos
celulares séo infectados, visto que sdo de maior importancia os da musculatura
cardiaca e de musculatura esquelética (BRENER, 1973; BURLEIGH et al., 1995)

Algumas variaveis interferem no grau de patogenicidade da doenca de Chagas,
como a cepa infectante e a linhagem do camundongo (ANDRADE et al., 1985).
Camundongos da linhagem C57BI/6 sdo descritos como resistentes, enquanto 0s
camundongos BALB/c sdo ditos como susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi
(ANDRADE et al., 1985; ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000). Nos BALB/c
observa-se uma elevada parasitemia e a grande maioria sucumbem precocemente a
infeccdo aguda. Entretanto, os C57BIl/6 sdo os considerados resistentes, pois
desenvolvem baixa parasitemia e baixo indice de mortalidade, dependendo do inoculo
(ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000)

Frente a infeccdo pelo T. cruzi, o processo de ativacdo de macrdéfagos por citocinas
parece ser fundamental para controlar a multiplicagdo parasitaria. Dessa forma,

alteracdes na expressdo de genes que estdo relacionados as citocinas, podem
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modificar a reposta imunoldgica do hospedeiro e consequentemente o desfecho da
doenca. Com isso vem crescendo de forma exponencial o nimero de estudos que
utilizam animais nocautes para mediadores envolvidos na patogénese da doenca.
(ANDRADE et al., 2002; BORGES et al., 2009).

Camundongos nocautes para IFN-y sao mais susceptiveis a infecgdo por
patégenos como o T. cruzi, porque sdo incapazes de controlar o crescimento do
parasita, enquanto que camundongos com 0 mesmo gendtipo e que expressam esse
fator, sobrevivem a infeccdo (HOLSCHER et al., 1997; NOLAN et al., 2000;
MARTINS et al., 2004; ALIBERT et al., 2000; MICHAILOWSKY et al., 2001.)

Animais nocautes para IL-4 tendem a ter uma melhor resposta a infecgéo por
parasitas intracelulares, sendo que os camundongos nocautes para IL-4 aumentam
resposta imune tipo Thl quando infectados com o T. cruzi, esses animais tem uma
reduzida parasitemia e mortalidade e uma exacerbada reacdo inflamatoria em seus
coraces (HOLSCHER et al., 1997; SOARES et al., 2001; SAEFTEL et al., 2004)

No que diz respeito as cepas de T. cruzi, centenas ja foram descritas
caracterizada e utilizada em trabalhos experimentais. Ja tem descritos 0s caracteres
bioldgicos e isoenziméticos de 138 cepas do T. cruzi, de diferentes areas geograficas,
sendo 120 do Brasil e 18 de outros paises da América do Sul e Central (ANDRADE
et al., 1997). Algumas dessas cepas sdo: Colombiana; Sylvio-10; Dm-28c; Tulahen;
Y; Berenice; Esmeraldo; Peru; 12-SF; Can-I11; etc (ANONYMOUS, 1999)

A cepa Colombiana vem sendo utilizada em vérios trabalhos com a finalidade
de avaliar a funcéo cardiaca, devido seu miotropismo evidente (FEDERIC et al.,1964;
ANDRADE et al., 1970; MILES et al., 1980, ANDRADE et al. 1983, ANDRADE &
MAGALHAES, 1997; BORGES et al., 2009; MACHADO et al., 2014).

Federic et al.,1964 foi o pioneiro nos estudos de investigacdo experimental
com a cepa Colombiana, seus trabalhos descreveram uma progressiva miocardite na
fase crbnica junto com uma progressdo lenta da parasitemia, que tem seu pico entre
20° a 30° dias pos-infeccdo (FEDERIC et al., 1964; ANDRADE et al., 1970).

Em humanos a cepa Colombiana foi descrita pela primeira vez em um paciente na
Coldmbia. Nessa época ela foi classificada como Bioderma Il de acordo com suas
caracteristicas biologicas e alguns aspectos histopatologicos (ANDRADE et al.,
1974). Posteriormente foi realizada uma classificagdo de acordo com o perfil

isoenzimatico, no qual a cepa Colombiana foi descrita como Zimodema Z1 (MILES
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etal., 1980, ANDRADE et al. 1983, ANDRADE & MAGALHAES., 1997). Em 1999,
foi realizado um consenso para padronizar os grupos a qual as cepas de T. cruzi
pertencem, como a cepa Colombiana era Zimodema Z1 ela foi classificada como T.
cruzi | (ANONYMOUS, 1999), que no Brasil esta relacionada com o ciclo silvestre
(DURANTI et al., 2012), com predomino na regido norte e em outros 18 paises da
América Central (ANDRADE et al., 1997).

Como caracteristica desta cepa tem-se, lesdes miocardicas proeminentes com
intenso processo inflamatorio, evolucdo na parasitemia, com pico entre 21 a 25 dias
pos infeccdo, nitido miotropismo, com acometimento da musculatura esquelética,
resultando em extensas lesdes nas fibras musculares esqueléticas, alteracoes
eletrocardiograficas e resisténcia a quimioterapicos como o benzonidazol e o
nifortimux (ANDRADE et al., 1985; ANDRADE et al., 1997, ANDRADE et al.,
2000).

Estudos do nosso grupo demonstraram que a resposta inflamatdria resultante
da infeccdo pela cepa Colombiana € bem mais acentuada quando comparada com
outras cepas, como por exemplo a cepa Y, nota-se também um ndmero de ninhos muito
mais acentuado (BORGES et al., 2009; MACHADO et al., 2014)

1.3 Patogénese

A doenca de Chagas possui um curso clinico bifasico (fase aguda e
crénica), podendo se manifestar sob véarias formas; na fase aguda as manifestacdes
podem ser sintomaticas ou assintomaticas (PRATA, 2001). A parasitemia na fase
aguda é caracteristicamente elevada, podendo ser detectada até a oitava semana de
infecdo. A apresentacdo sintomatica ocorre principalmente em criangas na primeira
década de vida (DIAS & COURA, 1997). Em pacientes sintomaticos, as
manifestacbes incluem sinal de porta de entrada (chagoma de inoculacéo), febre,
adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia e miocardite. Cecilio Felix
Romafia Beron de Astrada descreveu o sinal de porta de entrada ocular que ficou
conhecido como: O Sinal de Romand (edema periorbital, unilateral, indolor)
(ROMANA, 1935).

Na fase aguda da infeccédo pelo T. cruzi os padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) desencadeia a imunidade inata em maualtiplos tipos de células

(MICHAILOWSKY et al., 2001). O comprometimento cardiaco ndo é incomum na
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fase aguda sintomaética, apresentando manifestagdes precoces (LOPES et al., 2006).
Ha& presenca acentuada do parasita T. cruzi que resulta em uma marcante miocardite,
com um intenso infiltrado inflamatério, com predominancia das células TCD8" e
CD4". Nota-se também macro6fagos ativados e lesdo direta nos miécitos, as vezes com
reposicao por fibras de coldgenos (LANNES-VIEIRA, 2003).

Em geral a doenca de Chagas torna-se clinicamente evidente, na fase
cronica, 10 a 30 anos depois da infeccdo aguda, com o acometimento de orgdos
especificos, particularmente o coracao, esdfago e o célon, qual caracteriza distintas
formas crbnicas da doenca: cardiaca, digestiva ou ambas (cardio-digestiva)
(COURA et al.,, 2007). A prevaléncia do megaeséfago e do megacélon
(alargamento anormal e disfuncdo do eséfago e do colon, respectivamente) varia
entre os paises de acordo com a cepa predominante.

No Brasil, 5 a 8% dos pacientes com doenca de Chagas desenvolvem
esofagopatia, 4 a 6% desenvolvem colonpatia cronica e 30% cardiopatia chagasica
(ROCHA et al., 2003).

A cardiopatia chagasica crénica (CCC) é a mais importante manifestacao
clinica resultante da doenca de Chagas, constitui como elemento determinante
principal de incapacidade laborativa e do progndstico dos pacientes acometidos por
essa enfermidade (BESTETTI & MUCCILLO, 1997; COURA et al., 1983). As
manifestacdes da CCC sdo trés sindromes basicas que podem coexiste em uma mesmo
paciente: falha cardiaca, arritmia cardiaca, e tromboembolismo (CUNHA-NETO et
al., 1998).

A CCC ¢ caracterizada por miocardite com um infiltrado inflamatdrio
mononuclear, com um acentuado dano nas fibras cardiacas, fibrose proeminente, e
escassez do parasita T. cruzi (CUNHA-NETO et al., 2009). O infiltrado inflamatorio
nas lesbes cardiacas na CCC é composto principalmente por linfocitos T CD4*, T
CD8" e macrofagos (HIGUCHI et al., 1993; FONSECA et al., 2007). Algumas causas
de morte subita por cardiopatia chagasica sdo bem conhecidas como: parada cardiaca
subita e insuficiéncia cardiaca progressiva, principalmente em individuos com funcgéo
sistdlica ventricular esquerda deprimida (COURA, 2007). Acredita-se que a
hipertrofia ventricular esquerda (HVE) seja uma das principais causas de falha
cardiaca resultando em hipertensdo e aumento da matrix extracelular e estruturas de
colagenos (GERDTS, 2008) (Figura 3).
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Figura 3 - AlteracOes cardiacas resultantes da infeccéo e reinfecgcdo com a cepa Colombiana de T. cruzi.
Fonte: MACHADO et al., 2014.

Ainda ndo foi inteiramente esclarecido o mecanismo responsavel pelo
desenvolvimento da cardiopatia, mas ja foi descrito que as lesdes produzidas na fase
aguda da infeccdo determinam o desenvolvimento das lesdes desenvolvidas na fase
crbnica da cardiopatia chagasica (HERNAO-MATINEZ, 2014).

O desenvolvimento ou nao das diversas manifestacfes clinicas decorrem,
principalmente de mecanismos imunes do hospedeiro, da persisténcia do parasitismo,
e dos genotipos de T. cruzi envolvidos (HIGUCHI et al., 2003; LAZDINS et al., 2003;
MARIN-NETO et al., 2007).

Entre os mecanismos propostos para explicar a fisiopatogénese da doenca de

Chagas, a presenca do T. cruzi parece ter um papel fundamental na resposta imune,
contribuindo para imunidade especifica contra o parasito nas alterac6es cardiologicas,
por destruicdo e rearranjo de cardiomidcitos, lesando a microvasculatura e produzindo
alteracdes da contratibilidade (KUMAR & TARLETON, 2001).
A escassez de parasitos e a intensidade e extensdo das les6es, assim como o prolongado
periodo de laténcia, tém levado diversos autores a avaliarem o envolvimento de fatores
autoimunes na patogénese da lesdo chagésica, relacionados a existéncia de reacao
cruzada entre os componentes autélogos e antigenos do T. cruzi. Esta resposta contra
0s antigenos presentes no tecido cardiaco favoreceria o desenvolvimento das formas
mais graves da cardiopatia chagasica. Ja foram descritos anticorpos contra receptores
[2-adrenérgicos e colinérgicos na doenga de Chagas e a
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lesdo celular seria induzida por autoimunidade mediada por mecanismos de
mimetismo molecular e pela dissemina¢do ou intercambio de epitopos (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 1998; CUNHA-NETO et al., 1998; CUNHA-NETO & KALIL,
2001; KIERSZENBAUM, 2003; CUNHA-NETO et al., 2005; KIERSZENBAUM,
2005; CUNHA-NETO & BILATE, 2006; CUNHA-NETO & TEIXEIRA, 2006;
SAVINO et al., 2007)

E consensual que o sistema imune é importante na reducéo da carga parasitaria.
Todavia, uma resposta inflamatdria sustentada com lesdo tecidual degenerativa e
reparadora com fibrose no coracdo, es6fago e colén pode contribuir para o
aparecimento das manifestacbes cronicas observadas nos pacientes chagasicos
(TEIXEIRA et al., 2002).

1.4 Resposta imunoldgica

Diversos mecanismos das respostas imunoldgica inata e adquirida, humorais e
celulares, estdo presentes na infeccdo pelo T. cruzi. A resposta imunoldgica do
hospedeiro vertebrado a infeccdo pelo T. cruzi inicia-se logo apés a entrada do
parasita no organismo, a fim de reduzir o nimero de parasitas (LANA & TAFURI,
2004).

A imunidade inata atua através da sintese de citocinas e ativacdo de células
natural killer (NK), macréfagos e células dendriticas (COSTA et al., 2006). As células
NK produzem IFN-y e direcionam um mecanismo microbicida frente ao T. cruzi, ao
induzir a sintese de NO em macréfagos (MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992;
CARDILLO et al., 1996). Assim como o IFN-y, o TNF-o também ¢ capaz de induzir
a ativacdo de macrofagos (SILVA et al., 1991), enquanto que, o0 TGF-p ¢ a IL-10
inibem esta ativacdo (SILVA et al., 1992).

As células Natural killer (NK) e os linfécitos T citotoxicos CD8* (T CD8")
eliminam células infectadas com pat6genos através da secre¢do de granulos citoliticos
como as granzimas e as perforinas. Contudo, essas moléculas citotoxicas nédo
conseguem destruir o parasita intracelular. (CHOWDHURY, 2008).

A fagocitose mediada por macréfagos é capaz de estimular a producdo de citocinas
inflamatdrias como IL-1, IL-12 e TNF-a que contribuem para produgdo de IFN-y pelas
células “natural killer” que, junto ao oxido nitrico, terdo um papel importante no
controle do crescimento parasitdrio do T. cruzi, estimulacdo de macréfagos,

metabolitos toxicos e de quimiocinas contra o parasito, que tém um papel
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essencial no transporte de leucdcitos. Recentes estudos demonstraram que durante a
fase inicial da infeccdo pelo T. cruzi, os macréfagos respondem aos tripomastigotas
por meio de estimulos gerados pelos receptores de reconhecimento padréo tipo 2
(TLR-2), que estimulam a producao de citocinas como IL-12 e TNF-a ¢ facilitam a
polarizacdo da resposta TCD4+ e TCD8+ voltada para producdo de IFN-y, que é
responsavel pelo controle da infecgdo e imunopatogenia nos tecidos cardiacos.

Estudos avaliando a producdo de IL-12 e IFN-y pelas células do bago de
camundongos, infectados experimentalmente com cepas de T.cruzi, afirmaram que o
efeito central do IFN-y in vivo seria a geracdo do 6xido nitrico, que participa da
destruicdo intracelular dos parasitas. Observaram que durante toda a fase aguda houve
um aumento na producdo IL-12 e IFN-y pelas células esplénicas, devido ao aumento
da atividade das células NK. Concluiram que a resposta global na fase aguda foi,
predominantemente, do tipo Th1 nas diferentes cepas de camundongos e que os fatores
que controlam essa resposta protetora sdo de importancia primaria para determinar a
resisténcia & infeccao ou o dano tissular (CARDONI et al., 1999). Além disso, o perfil
Th1 representado principalmente pelas citocinas inflamatérias IFN-y e TNF-a, é
caracterizado pela expressao do fator de transcricdo T-box expressed in T cells (T-
bet), ativam macrdfagos, resultando em um padrdo caracterizado pela producéo
elevada de agentes antimicrobicidas como o éxido nitrico (NO) e as espécies reativas
do oxigénio (MANTOVANI et al., 2004).

A subpopulagdo Thl produz IFN-y, que tem efeito na ativagdo de fagocitos,
aumentando a sua atividade microbicida promovendo a eliminagcdo de patdgenos
intracelulares (LUCKHEERAM et al., 2012; OESTREICH & WEINMANN, 2012).
As células Thl secretam também IL-2 e TNF-a, que induz uma resposta imune
mediada por células (BOOM et al., 1988). A IL-12 e o IFN-y sdo as citocinas
responsaveis por iniciar as sinalizacfes de um perfil de resposta Thl (YAMANE &
PAUL, 2013). A IL-12 é uma citocina heterodimérica que tem varios efeitos sobre as
células NK e T (TRINCHIERI, 1994). A IL-12 é composta pela combinagdo de duas
cadeias, a p40 e a p35 (TRINCHIERI et al., 2003). A sua forma ativa, composta pela
cadeia p40 mais a p35, resultando na p70 (VIGNALI & KUCHROO, 2012). Ela é uma
mediadora fundamental da resposta imunologica inata é importante no estimulo da
producéo de IFN-y pelas células NK e linfocitos T (ROGGE et al., 1997).

O IFN-y ¢é produzido principalmente por célula T, B e NK, possui uma

atividade antiparasitaria (MAEYER et al., 1992). Em 1995, REIS sugeriu que esta
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citocina estava relacionada com o controle da infeccdo, resultante da anélise
comparativa dos grupos com casos negativos ou com escassez de T. cruzi, nesses a
presenca de linfocitos IFN-y estavam muito mais elevados. Ja foi demonstrado que a
célula T que infiltra no coracdo de pacientes com CCC produzem de forma
predominante IFN-y e TNF-a, e o tecido cardiaco mostra um aumento proporcional na
expressdo de moléculas de adesdo (CUNHA-NETO et al., 2010).

A resposta imune tipo Th2 é responsavel pela producao de IL-4, IL-5, IL-9, IL-
10, IL-13, sendo a IL-4 é a citocina mais caracteristica e necessaria para diferenciacao
de T virgens em Th2 (GOSWAMI & KAPLAN, 2011) bem como do fator de
transcrigdo Gata-binding protein-3 (GATA-3) que regula a expresséo destas citocinas
(YAGI & ZHU, 2011). As citocinas de padréo tipo auxiliar (Th2), especialmente IL-
4, tém um papel importante no controle da resposta imune tipo Thl e podem interferir
com a capacidade do hospedeiro para lidar com a infeccdo e exercem papel regulador
sobre a ativacdo de macrofagos induzidas pelo IFN-y, inibem a liberagdo de
metabolitos tdxicos e a diferenciacdo de células com perfil Thl, impedindo a
inflamacAo tecidual excessiva. E evidente que o controle efetivo da infeccdo pode
ocorrer apenas quando células interagem e se ativam entre si no microambiente
adequado (SILVA et al., 1992; SOARES et al.,, 2001; TALVANI et al., 2000;
TEIXEIRA et al., 2002; LAUCELLA et al., 2004; MARINO et al., 2004). Animais
que sao deficientes de IL-4 mostram uma polarizacdo Th1l, cursando desta forma com
um parasitismo reduzido e também com intensa miocardite, porém, a IL-4 demonstra
ter um papel menor na regulacdo da resposta imune na doengca de Chagas
(HOLSCHER et al., 2000; SOARES et al., 2001).

Na ultima década foi caracterizada uma nova linhagem de linfocitos T
auxiliares, denominadas células Th17, as quais produzem IL-17, IL-21, 1L-22 e TNF-
a (PARK et al., 2005). A diferenciacdo das células T para o perfil Thl7 se da pela
presenca de TGF-B e IL-6 na ativacao das células. Estas citocinas ativam STAT-3, que
aumenta a expressdo do fator de transcricdo receptor-related orphan receptor y-t
(RORyt); os fatores aumentam a produgdo da citocina pro inflamatoria IL-17 (YANG
etal., 2011). Essa subpopulacao de linfécito T tem sido relacionada com a patogénese
de doengas autoimunes. No entanto, alguns trabalhos sugerem que a IL-17 é muito
importante para o controle da carga parasitaria na infeccdo pelo T. cruzi, contudo,
aumenta a miocardite e a mortalidade. Essas alteragdes parecem estar relacionadas a

producéo e ao influxo de células inflamatorias para o tecido cardiaco
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(GUEDES et al., 2010).

As células T-reguladoras sdo caracterizadas pela presenca do fator de
transcricdo forkhead box protein 3 (Foxp3) e atuam regulando resposta imune pro-
inflamatdria, podendo suprimir atividade efetora de diversos subtipos de células T
auxiliares, a fim de evitar danos ao hospedeiro, causados por uma resposta inflamatoria
excessiva, maiores do que a presenca do micro-organismo (JOSEFOWICZ & LU,
2012; NUNES-ALVES & BOOTY, 2014).

Citocinas imunoregulatorias, como TGF-B ¢ IL-10, também tém importante
papel no controle da resposta imune durante a infeccdo com T. cruzi e modelos
experimentais reforcam a importéncia destas citocinas. Camumdongos deficientes de
IL-10 exibem uma forte resposta inflamatdria e embora controlem bem o parasitismo,
sucumbem perante uma resposta inflamatdria exacerbada. A deplecdo de IL-12 tem
um efeito retardante na morte destes animais (HUNTER et al., 1997), reforcando o
papel deletério da resposta inflamatéria exagerada. Outro aspecto importante no que
diz respeito as citocinas que imunoregulam a resposta anti-T.cruzi é a demonstracdo
de que mRNA de IL-4 e IL-10 ja sdo observados 15 dias apds a infec¢do, sugerindo
sua participacdo desde os eventos iniciais da doenca (GOLGHER & GAZZINELLI,
2004).

Um importante aspecto a ser considerado na imunoregulacéo da resposta imune
na doenca de Chagas é a possibilidade de utilizacdo destas vias, por parte do parasito,
a fim de escapar dos mecanismos imunes efetores, promovendo assim sua
sobrevivéncia e estabelecimento de uma infec¢do cronica (GOLGHER &
GAZZINELLI, 2004). De fato, os efeitos, principalmente de IL-10 e TGF-p tem
repercussdes diretas na capacidade microbicida dos macréfagos (SILVA et al., 1991;
1992). Outro aspecto importante relacionado com esta imunoregulacdo é a
participacgao das cé€lulas T reguladoras, especialmente as ditas “naturais”, que tem um
fendtipo CD4+CD25+, na doenca de Chagas; embora sua participacdo exata, e de
outras células reguladoras, na doenca de Chagas ainda necessita ser determinada
(GOLGHER & GAZZINELLLI, 2004).

Os fatores envolvidos na mudanca do padrdo inflamatério ndo tém sido bem
esclarecidos, mas poderiam estar favorecidos por fatores genéticos e ambientais, além
das caracteristicas do proprio parasito. Este € um aspecto importante que adiciona
complexidade na evolugdo clinica da doenga de Chagas, para saber se as alteraces

imunologicas sdo a causa ou a consequéncia da evolucdo da doenca
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(DUTRA et al., 2005).

A coexisténcia da persisténcia parasitaria e de fendbmenos autoimunes, poderia
ser explicada com o fato de que a presenca do parasito seria o fator que provocaria o
estimulo ativador de células T especificas e uma vez secretadas as citocinas
inflamatorias, seriam capazes de produzir lesdo cardiaca; isto liberaria autoantigenos
(como a miosina) que sdao reconhecidos por outro grupo de células T reativas e
autoanticorpos, contribuindo para maior dano cardiaco (CUNHA-NETO &
TEIXEIRA, 2006; MARIN-NETO et al., 2007).

Este dano cardiaco parece favorecer a inducao de moléculas co-estimulatorias
necessarias para a correta ativacdo das células T autoreativas. Neste ponto, uma baixa
carga parasitaria ativaria as células T regulatérias (Tregs) suprimindo uma resposta
auto-imunopatogénica, mas se a carga parasitaria ou moléculas que mimetizem
antigenos parasitarios estiverem em altas concentracOes, estimulam a secrecdo de
células T autoreativas patogénicas (VRAY et al., 2004).

Em humanos, as variacBes imunoldgicas apresentadas estdo relacionadas a
evolucdo clinica dos pacientes chagasicos, onde os pacientes com a forma
indeterminada parecem ter uma resposta mais regulada, enquanto os pacientes com
cardiomiopatia chagésica cronica grave desenvolvem resposta inflamatoria mais
intensa, demonstrando uma imunodominancia relacionada as diferentes fases e formas
clinicas da doenca (BRENER & GAZZINELLI, 1997; ABEL et al., 2001; D'AVILA
et al., 2009). Estudos demonstraram que os pacientes da forma indeterminada
apresentam caracteristicas moduladoras, como baixa expressdo da molécula HLA-DR
e alta expressdo de IL-10, enquanto pacientes com a forma cardiaca da doenca tém
uma resposta inflamatdria excessiva devido a alta expressao de TNF-a. Sendo assim,
as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas apresentam perfis fenotipico-
funcionais distintos, sugerindo uma dicotomia nos mecanismos de controle e
desenvolvimento da patologia cardiaca (SOUZA et al., 2004). Foi sugerido que
individuo com doenca na forma severa tenha uma tendéncia a produzir mais IFN-y
comparado com 0s pacientes indeterminados sob estimulagdo com antigenos do
parasita (GOMES et al., 2003) e que clones de células T derivadas dos coracdes de
pacientes cardiacos produza predominante IFN-y (ABEL et al., 2001). Uma correlagéo
entre niveis de TNF-a ¢ a ocorréncia das formas graves da doenga tem sido sugerida

(TALVANI et al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4- Resposta imunologica. Fonte: Adaptado de PARK et al., 2005.

1.5 Adipocitocinas: Leptina

O tecido adiposo produz mediadores bioativos denominados adipocitocinas.
As principais adipocitocinas sdo a adiponectina e a leptina (BERG et al., 2005; LOPES
et al., 2006).

A adiponectina tem efeitos anti-inflamatorios e antiaterogénico e agdes de
sensibilizacdo a insulina, enquanto a leptina promove atividade pré-inflamatoria e proé-
trombotica, proliferacdo neointimal, disfuncdo endotelial e inducdo a resisténcia a
insulina (FILIPPATOS et al., 2000; SCHULZE et al., 2003).

Os adipocitos sdo a principal fonte de sintese e secrecdo de adipocitocinas
(TARTAGLIA etal., 1995; LOLLMANN et al., 1997; AHIMA et al., 2000; ZEIDAN
etal., 2011). Além do tecido adiposo, as adipocitocinas podem se secretadas em menor
quantidade pela placenta em humanos, musculo esquelético e estbmago de ratos
(MAFFEI et al.,1995; FREDERICH et al., 1995; HAMILTON et
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al.,1995; LONNQVIST et al.,1995; CONSIDINE et al.,1996).

A leptina tem sua secrecdo aumentada por mediadores, tais como: citocinas
inflamatdrias, insulina, glicose, estrogénio e glicocorticoides (BERG et al., 2005;
GUZIK et al., 2006). Geralmente a leptina esta associada com a regulacédo central da
saciedade e metabolismo energético, evidéncias indicam que a leptina pode ser um
importante mediador na fisiopatologia de doencas cardiovasculares (WOLK et al.,
2004).

Acredita-se que leptina contribua para remodelacdo cardiaca e
desenvolvimento de fibrose no sistema cardiovascular em ratos obesos através da
inducdo da sintese de colageno tipo | e mediadores pro-fibréticos tais como: fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-B) e fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF) em fibroblastos cardiacos e células musculares lisas vasculares
(VSMCs) (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2014).

AlteracGes na resisténcia a insulina e nos adip6citos pode conduzir a um estado
inflamatdrio sistémico que contribui para vasculopatia e risco de doencas
cardiovascular (BERG et al., 2005). No tecido adiposo temos os macréfagos
residentes, que séo conhecidos por serem contribuintes cruciais para a inflamacéo e
assim como os macrofagos os adipdcitos sdo sensiveis a microrganismos e a sinais
inflamatdrios mediados por citocinas. Os adipOcitos expressam Varios receptores que
Ihes permitem detectar a presenca de patdgenos e inflamacéo, e na estimulacdo desses
receptores, ocorre a ativacdo de varias cascatas de transducdo de sinal inflamatério,
induzindo a secrecdo de uma série de citocinas inflamatorias e proteinas de fase aguda
(RYDEN et al., 2002).

Ferreira e colaboradores (2011) observaram a persisténcia do T. cruzi em
adipdcitos humanos com cardiopatia chagasica cronica. No entanto, os dados séo
poucos em relacdo aos niveis de adipocitocinas na doenga de Chagas nesse trabalho.

Em pacientes com doenca de Chagas, os niveis de leptina estavam reduzidos
em pacientes com cardiopatia quando comparados com os individuos que
apresentavam a forma indeterminada. Pacientes chagasicos com cardiopatia podem
apresentar lesdes no sistema nervoso central, despovoamento neuronal cardiaco e
aumento da atividade simpatica no tecido adiposo amarelo, resultando na diminui¢ao
da secrecéo de leptina (FERNANDES et al., 2007).

Em 2005, Coombs et al desenvolveram um estudo com ratos infectados durante

a fase aguda da doenca de Chagas, demonstrando que os adipocitos
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infectados com T. cruzi demonstram mudancgas na secre¢do de adipocitocinas, com
diminuicdo dos niveis de adiponectina e leptina e aumento dos niveis de IL-6 e TNF-
(08

Nagajyothi et al. (2012) também mostrou 0 aumento de expresséo de citocinas
pré-inflamatorias, como a IFN-y ¢ o TNF-a e redugdo dos niveis de adiponectina em
cultura de adipdcitos infectados com T. cruzi. Foi demonstrado também que 15 dias
apos a infeccdo pelo T. cruzi, ha uma carga parasitaria significativa tanto no tecido
adiposo marrom quanto no amarelo, em comparagdo com outros 6rgdos como o
coracao e 0 baco em camundongos.

Diante disso, é de grande relevancia elucidar os mecanismos imunopatoldgicos
envolvido na infeccdo chagasica. Especialmente, a importancia do horménio pré-
inflamatdrio produzido pelo tecido adiposo, a leptina e sua relacdo com as citocinas.
O presente trabalho avaliou a infeccdo com a cepa Colombiana de T. cruzi que
apresenta miotropismo em modelos experimentais nocautes para citocinas polares e

sua relacdo com a producdo sérica de leptina.
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JUSTIFICATIVA

Mais de cem anos apds a descoberta da doenca de Chagas ainda nao se sabe a
causa das diferentes formas das manifestacGes clinicas da doenca. Acredita-se que a
resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro na fase aguda determina o
desfecho da doenca na fase cronica, em especial da cardiopatia chagésica, responsavel
por 30% das manifestacdes.

Para estudar a fase aguda da doenca de Chagas tem se utilizado modelos
experimentais, em especial, camundongos, pois esse modelo mimetiza a resposta
imunologica e consequentemente a miocardite desenvolvida em seres humanos. Dessa
forma, estudos tem utilizado animais nocautes para mediadores alvos da resposta
imunoldgica afim de avaliar as alteracbes morfologicas desenvolvidas frente a
infeccédo pelo T. cruzi.

Nos Ultimos anos tem se dado atencdo a outros mediadores produzidos em
sitios ndo imunoldgicos, mas que tem acdo direta ou sinérgica com mediadores
inflamatdrios, neste contexto, as adipocitocinas, em especial a leptina tem sido
cogitada como um mediador inflamatério com acdo de remodelamento frente a
algumas cardiopatias inflamatorias.

Dessa forma, a avaliacdo da expressdo de citocinas e leptina pode contribuir
para 0 entendimento das alteracbes morfoldgicas desenvolvida na infec¢cdo aguda pelo

T. cruzi.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar aspectos imunopatologicos em camundongos C57BI/6 WT, Balb-c
WT, C57BL/6 KO IFN-y, Balb-c KO IL-4 infectados com a cepa Colombiana de T.

cruzi na fase aguda da doenca de Chagas experimental.

Objetivos Especificos:

1. Avaliar a presenca de ninhos de amastigotas no coracdo dos animais infectados
com a cepa Colombiana de T. cruzi;

2. Avaliar a miocardite no coracdo dos animais infectados com a cepa
Colombiana de T. cruzi;

3. Avaliar fibrose no coracao dos animais infectados com a cepa Colombiana de
T. cruzi e nos animais dos grupos controles;

4. Avaliar a expressao de IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10, e IL-17 in situ, no
homogenato cardiaco, dos animais infectados com a cepa Colombiana de T. cruzi e
nos animais dos grupos controles;

5. Avaliar os niveis séricos de leptina, IL-10 e TNF-o nos animais infectados com

a cepa Colombiana de T. cruzi e nos animais dos grupos controles.
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MATERIAIS E METODOS

1.1 Animais

Todos os procedimentos que foram realizados com os animais estao de acordo
com as normas propostas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em animais de
Laboratorio - SBCAL. O projeto foi submetido a Comissdo de Etica do Uso de
Animais (CEUA/UFG), aprovado com protocolo de n® 119/14.

No presente trabalho foram estudados animais machos da linhagem C57BI/6
WT, C57BI/6 KO IFN-y Balb-c WT, Balb-c KO IL-4. O estudo foi composto por oito
grupos de animais, sendo quatro grupos ndo infectados C57BI/6 WT, C57BI/6 KO
IFN-y, Balb-c WT, Balb-c KO IL-4, e os outros quatro grupos C57BI/6 WT, C57BI/6
KO IFN-y, Balb-c WT, Balb-c KO IL-4 infectados via subcutanea com 100 formas
tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi, com idade 10 semanas e com peso de
20 a 25 gramas.

Os animais foram mantidos por 21 dias no biotério do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da UFG em racks ventilados e mini-isoladores, a uma
temperatura entre 20 e 25° C e ciclo claro-escuro de 12 horas. A alimentacao foi feita
com racdo comercial. A &gua para beber foi oferecida ad libtium. O alimento, a 4&gua
para beber e a serragem, que serviu de forragem para as gaiolas, passaram pelo
processo de esterilizacdo em autoclave antes de serem oferecidos aos animais. Durante
0 periodo de experimento, os animais foram supervisionados diariamente para
verificacdo de eventuais obitos.

Os grupos estudados estdo detalhados na tabela abaixo:

Tabela 1 — Distribuicdo da casuistica conforme grupo de animais

NuUmero de animais Grupo
8 C57Bl/6 WT Infectado
7 Balb-c WT Infectado
9 C57BI/6 KO IFN-y Infectado
7 Balb-c KO IL-4 Infectado
5 C57Bl/6 WT Controle
5 Balb-c WT Controle
5 C57BI/6 KO IFN-y Controle
5 Balb-c KO IL-4 Controle
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1.2 Obtencéo do Trypanosoma cruzi para inoculo em camundongos

Para produzir a infeccdo nos camundongos foram utilizados tripomastigotas
sanguineos provenientes de camundongos Swiss, previamente infectado
(WAYNFORTH & FLECKNELL, 1992). O nimero de parasitas foi determinado em
50 campos em um volume de 5ul de sangue entre 1dmina e laminula e o inoculo foi
ajustado para concentracdo de 100 tripomastigotas sanguineos/mL, administrados por
via subcutanea nos camundongos.

Ap0os 21 dias de infeccdo os animais foram eutanasiados. Para isso eles foram
anestesiados com a administracéo de 10 Ul de anestésico (0,01 ml/g de Xilazina a 2%
e Ketamina 10%), seguido de coleta do sangue por puncdo cardiaca com posterior
necropsia, através da incisdo dorsolateral, coletando-se o coracdo para estudo in situ
através da incisdo ventral das cavidades toracicas e abdominal. As demais visceras de

interesse foram coletadas e armazenadas em freezer -80° para analises posteriores.

1.3 Processamento de laminas

Os fragmentos do coracgdo foram fixados em formoldeido 4% por pelo menos
24 horas. Apos a fixacdo, foram submetidos ao processo de desidratacdo em uma série
crescente de alcoois etilicos, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina,
posicionando os fragmentos com seu eixo longitudinal perpendicular ao plano de
microtomia. Obtendo-se entdo, cortes transversais €, para cada coracdo, dois cortes
seriados com 4um de espessura. Os cortes foram aderidos as laminas com o adesivo
entellan e submetidos a secagem. As laminas de nimero 1 foram coradas pela
Hematoxilina e Eosina. Nas laminas de nimero 2 foram realizadas as coloracGes

pelo picro-sirius.

1.4 Quantificacdo dos ninhos de amastigotas

O parasitismo tissular foi avaliado através da quantificagdo do nimero de
ninhos de T. cruzi no miocéardio, a fim de confirmarmos a infec¢do. Para isso, foram
analisadas trés laminas com cortes seriados em microscopio de luz comum. Os animais

do grupo infectado que néo apresentaram ninhos foram excluidos do estudo.

1.5 Quantificacdo do infiltrado inflamatorio

Para a quantificacdo do infiltrado inflamatdrio, foram utilizadas as
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laminas de fragmentos cardiacos coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE). O
infiltrado inflamatorio foi analisado de forma semi-quantitativa, sendo classificado em
discreto (<10%), moderado (10-50%) e intenso (>50%) da lamina. (MACHADO et
al., 2014).

1.6 Quantificacéo da fibrose

A avaliacdo morfométrica da deposicdo de colageno foi realizada nos cortes do
coracdo, corado pelo picro-sirius (solugdo aquosa saturada e acido picrico adicionada
de 0,1g% de vermelho da Siria F3b, Sirius red F3B- Bayer). A fibrose foi quantificada
através de imagens das laminas em objetiva de 10x, capturadas utilizando-se uma
camera de video digital acoplada a um microscépio de luz comum, que envia as
imagens para um computador para serem capturadas pelo programa de imagem LAS V
4.4. As imagens assim capturadas (10 campos por lamina) foram gravadas para
posterior utilizacdo com o programa de andlise de imagem Image J. A avaliacdo
morfométrica da deposicédo de colageno (fibrose) foi realizada utilizando as imagens
das laminas coradas pelo picro-sirius e o resultado foi expresso em porcentagem de
area (SOUZA et al., 2007).

1.7 Homogenato cardiaco

A producdo de citocina in situ foi dosada no homogenato cardiaco com
posterior realizacdo do ELISA. O drgdo foi deixado no gelo, apice cardiaco foi pesado
e posteriormente foi feito 0 macerado com a utilizacdo de um macerador especifico
paratecido, adicionado inibidor de protease (1/100), tampdo Tris-HCL (50mM), NaCL
(150mM) e o detergente p40 (1%). O homogenato foi submetido a centrifugacédo a
12000rpm por 20 minutos a 4°C, com o sobrenadante obtido foi realizado do teste de
ELISA Sanduiche para dosagem de citocinas, essa dosagem foi ajustada de acordo

com o0 peso do coracao.

1.8 ELISA do homogenato cardiaco e do plasma

A avaliacdo dos niveis de I1L-12p70, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 no
homogenato cardiaco e a dosagem de leptina no soro, foram realizadas pelo método
do ensaio imunoenzimatico (ELISA) sanduiche. Foi utilizado os clones de anticorpos
C18.32 (cobertura) e C17.8 (biotinilado) para IL-12p70; kit comercial da BD
(Biosciences-US) para TNF-a; XMG 1.2 (cobertura) AN18 (biotinilado) para IFN-y;
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11B11 (cobertura) BVDG6-24G2 (biotinilado) para IL-4; kit comercial da
PEPROTECH para IL-10; kit comercial da Biolegend para IL-17; kit comercial da
PEPROTECH para leptina. A curva padréo foi obtida com citocinas recombinantes de
camundongos (R&D Systems).

O anticorpo de cobertura foi diluido em PBS e adicionado 80ul por pogo em
placa de 96 pogos (Costar) permanecendo por 24 h a 4°C. Ap0s esse tempo a placa foi
lavada de 4 a 6 vezes com PBS contendo 0,02% de tween 20 (INLAB) (PBS-Tween)
para retirar os anticorpos que ndo foram aderidos e em seguida foram adicionados 160
pl por pogo de solucdo blogueio (SBF 3% em PBS) permanecendo por 1h em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, a placa foi lavada de 4 a 6 vezes com PBS-
Tween e em seguida foram adicionados 50 ul do sobrenadante das amostras e a curva
padrdo com diluicdo seriada com citocinas obtidas da R&D Systems. As placas
permaneceram por um periodo de 24h a 4°C. Novamente a placa foi lavada de 4 a 6
vezes com PBS-Tween e adicionado o anticorpo biotinilado especifico que
permaneceu por um periodo de 1h em temperatura ambiente. Posteriormente a placa
foi lavada de 4 a 6 vezes novamente para posterior adicdo da enzima estreptavidina
conjugada com peroxidase (Invitrogen) diluida de 1:1000. Esta permaneceu de 20 a 30
minutos a temperatura ambiente. E por fim, a placa foi lavada de 4 a 6 vezes e entéo
adicionado o substrato TMB (Invitrogen) para revelar a reacdo, que foi interrompida
com 20 pl de H2SOg4 e lida em leitora de microplacas a 450 e 620nm.

A dosagem de leptina foi semelhante ao protocolo anterior, porém a solucdo de
bloqueio foi 300 pl por poco da solugdo (Albumina 1% em PBS 1x) e o volume das
amostras foi de 50 pl do soro, a curva padrdo comecou a 2ng, o substrato utilizado foi
ABST para revelar a reacdo e a leitura foi feita em filtro de 405 nm.

Com excecdo dos kits comerciais, todos os anticorpos para ELISA foram
obtidos a partir de hibridomas que foram doados pelo Dr. Giorgio Trinchieri (National
Cancer Institute, EUA) ou Dr. Ises de Almeida Abrahamshon (ICB, USP, S&o Paulo,
Brasil). As producdes destes anticorpos sdo feitas como rotina no laboratorio de
Citocinas do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica — IPTSP (UFG).
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1.9 Anélises estatisticas

A anélise estatistica foi realizada por meio do programa Graphpad Prism
6.0 (graphpad software - EUA). As variaveis qualitativas foram analisadas atraves do
teste de qui-quadrado (X?). Para avaliagdo das variaveis quantitativa primeiramente foi
verificada a homogeneidade dos dados por meio do teste de Kolmogorv-Smirnov. As
variaveis continuas que apresentaram distribuicdo normal foram expressas em média
+ desvio padréo e aquelas que apresentaram distribuicdo ndo normal foram expressas
em mediana (com valores minimos e maximos e percentis). Para comparacao entre
dois grupos (C57BI/6 WT versus C57BI/6 KO IFN ou Balb-c WT versus Balb-c KO
IL-4) foi utilizado o teste “z” ndo pareado para os dados com distribuicdo normal e
teste de Mann Whitney (U) para os dados com distribuicdo ndo normal. Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
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RESULTADOS

1.1 Ninhos de amastigotas
Para avaliar o parasitismo tissular, foi utilizada a lamina corada por HE, onde

foi feita a contagem de ninhos T. cruzi no miocéardio, nos grupos C57Bl/6 WT,
C57BI/6 KO IFN-y, Balb-c WT e Balb-c KO IL-4, infectados por 21 dias com a cepa
Colombiana.

O grupo C57BI/6 KO IFN-y apresentou maior nimero de ninhos de
amastigotas em relagédo ao grupo C57BI/6 WT (p=0,0093; teste “¢+” ndo pareado). A
comparacgdo entre os grupos Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 ndo apresentou

diferenca estatistica (teste “z” ndo pareado). (Figura 5, Prancha 1A e B).
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Figura 5 — Ninhos de T. cruzi no coracdo de camundongos das linhagens C57BI1/6 WT, C57BI/6 KO
IFN-y, Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. O eixo das ordenadas (n) o nimero de ninhos por 1damina, enquanto
0 eixo das abcissas representa as diferentes linhagens de animais. Os resultados foram expressos em
média + desvio padrdo. * p<0,05, teste “¢” ndo pareado.
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1.2 Infiltrado inflamatério

A andlise do infiltrado inflamatoério cardiaco foi realizada entre o grupo
C57BI/6 WT versus C57BI/6 KO IFN-y ou Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4
infectados com a cepa Colombiana na fase aguda da doenca de Chagas experimental
(Figura 6, Prancha 1A e B).

N&o houve diferenca estatistica quando comparados os grupos C57BI/6 WT
versus C57BI/6 KO IFN-y ou Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 (Figura 6).
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Figura 6 — Infiltrado inflamatério no coragdo de camundongos das linhagens C57BI/6 WT, C57BI/6
KO IFN-y, Balb-c WT e Balb-c KO IL-4 infectados pela cepa Colombiana de T. cruzi. O eixo das
ordenadas (n) representa 0 nimero de animais cujo score atribuido para o infiltrado inflamatério foi
discreto ou moderado e o eixo das abcissas representa as diferentes linhagens de camundongos. A.
Intensidade do infiltrado inflamatério em C57Bl/6 WT comparando a C57BI/6 KO IFN-y. B.
Intensidade do infiltrado inflamatorio em Balb-c WT, comparando Balb-c KO IL-4. Para analise das
proporgdes foi utilizado teste de Exato de Fisher, e considerado significativo quando p<0,05.
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1.3 Fibrose
A andlise da fibrose foi feita por meio de morfometria na Iamina de coracéo

corada pelo picro-sirius nos camundongos C57BI/6 WT, C57BI/6 KO IFN-y, Balb-c
WT e Balb-c KO IL-4, infectados por 21 dias com a cepa Colombiana e grupos
controles ndo infectado. A analise foi realizada entre os grupos C57BI/6 WT versus
C57BI/6 KO IFN-y e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e ndo infectados
com a cepa Colombiana. Em nenhuma das analises foi observada diferenca estatistica

entre os grupos. (Figura 7 A e B, Teste t).
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Figura 7 — Percentual (%) de fibrose no coracdo de camundongos das linhagens A. Camundongos
C57Bl/6 WT e C57BI/6 KO IFN-y B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. O eixo das
ordenadas indica a média das porcentagens para cada grupo e o eixo das abcissas representa os diferentes
grupos e linhagens de camundongos expressos na legenda. Os resultados foram expressos em média

desvio padrdo. * p<0,05, Teste t.

1.4 Producéo de citocinas in situ

A dosagem das citocinas TNF-a, I1L-12p70, IL-10, IFN-y, IL-4 e IL-17 no
sobrenadante do homogenato cardiaco foi realizada nos grupos infectados com a cepa
Colombiana de T. cruzi e controles (ndo infectados) de camundongos C57BI/6 WT,
C57BI/6 KO IFN-y, Balb-c WT e Balb-c KO IL-4.

A analise foi realizada entre os grupos C57BI/6 WT versus C57BI/6 KO IFN-

v e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e ndo infectados com a cepa
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Colombiana. A expressdo de TNF-o foi significativamente menor nos animais
C57BI/6 KO IFN-y ndo infectados em relagdo aos C57Bl/6 KO IFN-y infectados
(p=0,0006; Mann-Whitney) e houve diferenca estatistica também entre os grupos
C57BI/6 WT controle em relacdo ao C57BI/6 KO IFN-y controle (p=0,0258; Mann-
Whitney) (Figura 8A).

Em relagéo aos grupos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4 foi observado uma maior
expressao de TNF-o nos grupos infectados quando comparado aos controles
(p=0,0101; Mann-Whitney; p=0,0303, Mann-Whitney, respectivamente) (Figura 8B).
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Figura 8- Expresséo de TNF-a em picogramas por grama de coragéo de camundongos infectados e ndo
infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57BI/6 WT e C57BI/6 KO
IFN-y B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferengas estatisticamente significativa estdo
marcadas com * (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as
barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.
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Ao analisar a expresséo de IL-12p70, ndo foram observadas diferencas na
expressao de IL-12p70 entre os grupos C57BI1/6, mesmo que os C57BI/6 WT tenham
maior expressdo da citocina quando comparados aos grupos C57BI/6 KO IFN-y
(Figura 9B).

Os animais Balb-c WT infectados apresentaram expresséo significativamente
maior de IL-12p70 que os animais Balb-c WT n&o infectados (p=0,0303; Mann-
Whitney) (Figura 9A).
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Figura 9 - Expressdo de IL-12p70 em picogramas por grama de cora¢do de camundongos infectados e
n&o infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57BI1/6 WT e C57BI/6
KO IFN-y; B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferencas estatisticamente significativa
estdo marcadas com *(p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas,
as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.

39



A expressdo de IFN-y, foi significativamente maior nos animais C57Bl/6 WT
infectados em relagéo aos ndo infectados (p=0,0478; Mann-Whitney), entre 0s animais
C57BI/6 KO IFN-y nao foram observadas diferengas. Em rela¢do aos grupos Balb-c,
a expressdo de IFN-y foi significativamente maior nos Balb-c WT infectado quando
comparado aos Balb-c WT néo infectado (p=0,0303; Mann-Whitney) (Figura 10A e
10B).
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Figura 10 - Expressdo de IFN-y em picogramas por grama de coragdo de camundongos infectados e
ndo infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57BI/6 WT e C57BI/6
KO IFN-y; B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferencas estatisticamente significativa
estdo marcadas com * (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas,
as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.

N&o foram observadas diferengas na expressao de IL-17 entre 0S grupos

C57BI/6 (Figura 11A). No entanto a expressdo de I1L-17 foi significativamente maior
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nos animais Balb-c KO IL-4 ndo infectados em relagdo aos Balb-c WT néo infectados
e Balb-c KO IL-4 infectados (p=0,0087; Mann-Whitney e p=0,0519; Mann-Whitney,

respectivamente) (Figura 11B).
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Figura 11 - Expressdo de IL-17 em picogramas por grama de coracdo de camundongos infectados e
ndo infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57BI/6 WT e C57BI/6
KO IFN-y; B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferencas estatisticamente significativa
estdo marcadas com * (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas,
as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.

A expressdo de IL-10 foi significativamente maior no grupo C57BIl/6 WT
controle quando comparado ao C57BI/6 KO IFN-y controle (p=0,0159; Mann-
Whitney). N&o foram observadas diferencgas significativas na expressao de IL-10 entre
os Balb-c (Figura 12A e 12B).
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Figura 12 - Expressdo de IL-10 em picogramas por grama de coracdo de camundongos infectados e
ndo infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57BI/6 WT e C57BI/6
KO IFN-y; B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferencas estatisticamente significativa
estdo marcadas com * (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas,
as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.

Na dosagem de IL-4, os resultados apresentados ndo foram representativos,

devido a deteccdo da expressdo dessa citocina ter sido baixa.

1.5 Producéo serica de leptina
A anélise foi realizada entre os grupos C57BI1/6 WT versus C57BI/6 KO IFN-
v e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e ndo infectados com a cepa

Colombiana.
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A producéo de leptina foi significativamente maior no grupo C57BI/6 KO foi
infectado apresentou niveis de leptina significativamente maior que C57BI/6 WT
infectado e C57BI/6 KO controle (p=0,0062, p=0,0377; Teste t, Figura 13A).

Os animais Balb-c WT infectados apresentaram niveis de leptina

significativamente maior em relacéo ao seu controle. (p=0.0586; Teste t, Figura 13B).
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Figura 13 — Niveis séricos de leptina (ng/mL) no soro de camundongos infectados e ndo infectados
com a cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. camundongos C57BI/6 WT versus C57Bl/6 KO
IFN-y. B. Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. O eixo das ordenadas indica a média das concentracdes de cada
grupo e o eixo das abcissas representa os diferentes grupos e linhagens de camundongos expressos na
legenda. Os resultados foram expressos em Média + desvio padrdo. * p<0,05, Mann Whitney.
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1.6 Producdo sérica de TNF-a.

A andlise foi realizada entre os grupos C57BI/6 WT versus C57BI/6 KO IFN-
v e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e ndo infectados com a cepa
Colombiana.

N&o foram observadas diferencas na expressdo de TNF-o entre 0s grupos
C57BI/6 WT versus C57BI/6 KO IFN-y. No entanto o grupo Balb-c WT infectado
apresentou niveis significativamente maiores de TNF-a sérico quando comparado ao

grupo Balb-c KO IL-4 infectados (Figura 14A e 14B) (Mann-Whitney).
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Figura 14 — Niveis séricos de TNF-a (pg/mL) no soro de camundongos infectados e ndo infectados
com a cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. camundongos C57BI/6 WT versus C57BIl/6 KO
IFN-y. B. Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferencas estatisticamente significativa estdo marcadas com
* (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras
representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.
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1.7 Producdo sérica de IL-10

A andlise foi realizada entre os grupos C57BI/6 WT versus C57BI/6 KO IFN-
v e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e ndo infectados com a cepa
Colombiana.

Né&o foi observada diferenca estatistica na expressdo de I1L-10 foi nos grupos
C57BI/6 WT controle e infectados quando comparado ao C57BI/6 KO IFN-y controle
e infectado. Entre os Balb-c foi observada diferenca significativa na expresséao de IL-
10 entre os Balb WT infectados versus o Balb WT controle (p=0,0010; Mann-
Whitney) (Figura 15A e 15B).

C57BI/6 WT cont
—=4000- El C57BI/6 WT inf

E

S E® C57Bl/6 KO [FN-y
§3°°°' @B C57BI/6 KO IFN-y inf
[=]

B.

10000-
=0.0010 Balb WT cont

Egooo, Bl Balb WT inf
D E® Balb KO IL-4 cont
gsuoo- @@ Balb KO IL-4 inf
3
24000-
=2000- E

0l zzfza . - i

Figura 15 — Niveis séricos de IL-10 (pg/mL) no soro de camundongos infectados e ndo infectados com
a cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. camundongos C57BI/6 WT versus C57BI1/6 KO IFN-y.
B. Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferengas estatisticamente significativa estdo marcadas com
*(p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras
representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.
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Prancha 1 — Cortes histologicos de coragdo de camundongos infectados ha 21 dias com 100 formas da
cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. Em A. e B. Ninhos de amastigotas indicados por pontas de
setas pretas em fotomicrografias de laminas coradas HE. C. e D. infiltrado inflamatério discreto (HE).
E. e F. infiltrado inflamatério moderado (HE). G e H. Fibrose, corada em vermelho (Picro-sirius),
indicada por pontas de setas azuis.
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi estudado o papel de mediadores inflamatorios
juntamente com as alteracfes cardiacas resultantes da infeccdo experimental com a
cepa Colombiana de T. cruzi na fase aguda da infeccéo.

Na doenca de Chagas o fator lesivo inicial é o parasitismo de miocardiécitos
pelo T. cruzi. Nossos resultados demonstram uma maior quantidade de ninhos de
amastigotas nos animais C57BL/6 KO IFN-y, quando comparado com C57Bl/6 WT e
com Balb-c KO IL-4. Estes resultados indicam a importancia do IFN-y, um fator
ativador de macrofagos, na resisténcia do hospedeiro a infec¢cdo pela doenca de Chagas
aguda e sdo concordantes com os resultados de outros estudos (MICHAILOWSKY et
al., 2001; ROGGERO et al., 2002; BORGES et al., 2009).

No presente estudo o infiltrado inflamatorio foi semelhante entre os grupos
comparando-se 0s grupos de camundongos infectados da linhagem C57BI/6 (C57BI/6
WT e C57BI/6 KO IFN-y) ¢ Balb-c (Balb-c WT e Balb-c KO IL-4), resultados
semelhantes foi encontrado por MICHAILOWSKY et al. (2001). Por outro lado,
alguns estudos demosntram que camundongos C57BL/6 WT sé&o utilizados como
modelos de resisténcia a microorganismo intracelulares, devido sua boa producéo de
citocinas pro-inflamatdria acompanhado de intenso infiltrado inflamatério (HEINZEL
etal., 1998).

A andlise da fibrose ndo mostrou diferenca entre os grupos controle e
infectados, assim como entre os camundongos nocautes para IL-4 e IFN-y. Tais
resultados podem ser explicados, pois a avaliacdo foi feita na fase aguda da infeccéo.
Acreditamos que no decorrer de mais tempo, esses grupos iriam apresentar diferenca
na deposicdo de colageno (fibrose). A fibrose é o reparo tecidual que procede a
destruicdo tecidual caracteristica da doenca de Chagas. Desta forma, seria uma
resposta mais tardia, que ndo € observada nas fases iniciais da doenca (LOPES et al.,
1991). Acredita-se que a fibrose seja uma consequéncia mais tardia e esteja associada
com a grande deterioracdo do miocardio, geralmente progressiva, com reducao
importante de células cardiacas e diminuicdo progressiva da funcdo contrétil, por
excessiva distensdo das células remanescentes. Contudo, 0 mecanismo preciso que
produz essa destruicdo esta ainda sujeito a controvérsias (JORGE & CASTRO, 2000),
por isso, a avaliagdo da fibrose na doenca de Chagas experimental é extremamente

importante, pois pode trazer informacdes que corroborem para
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compreensdo de seus mecanismos.

Na infeccdo pelo T. cruzi, tanto a interagcdo precoce entre as células do
hospedeiro e as do parasita e o desenvolvimento de um microambiente adequado de
citocinas sdo aspectos criticos no controle da parasitemia (RODRIGUES et al., 2010).

O TNF-a é uma citocina importante na progressao da cardiopatia chagésica e
que contribui para fisiopatologia da infeccdo pelo T. cruzi (MACHADO et al.,2014).
Em nossos resultados foi evidenciada uma maior expressao de TNF-a nos grupos e
C57BI/6 KO IFN-y e Balb-c WT e Balb-c KO IL-4 infectados em comparagéo aos ndo
infectados. Esses resultados estdo de acordo com os j& descritos que demonstram uma
maior expressao dessa citocina na infeccdo pelo T. cruzi. No entanto, 0s mecanismos
moleculares que conduz a superexpressdo TNF-a nesta doenca ainda ndo estdo
totalmente elucidados, sabe-se que macrdéfagos infectados pelo T. cruzi expressam
TNF-a, que sdo importantes para ativacdo de células NK (GAZZINELLI et al., 1992;
BRENER & GAZZINELLI, 1997; MICHAILOWSKY et al., 2008).

Os macréfagos e as células dendriticas sdo as células responsaveis pela
producdo de IL-12p70, uma citocina mediadora fundamental da resposta imune inata,
sendo importante para a producdo de IFN-y pelas células NK e linfocitos T (ROGGE
et al., 1997). Quando infectados pelo T. cruzi, os macrofagos secretam IL-12p70 para
a ativacdo de células NK e linfocitos. O resultado desta ativacdo € a producao de IFN-
Y que ira atuar nos macrofagos, tornando-0s aptos na atividade microbicida através da
producdo de NO (GAZZINELLI et al., 1992). A IL-12p70 em agéo conjunta com
outras citocinas desencadeiam a diferenciagcdo em celulas Thl produtoras de IFN-y
especificas contra o T. cruzi. Essas células migram para o sitio da inflamacéo induzida
pelo parasita, incluindo o miocardio, em resposta a producao local de quimiocinas
(TEIXEIRA et al., 2002; MARINO et al., 2004; CUNHA-NETO, 2008).

Na fase aguda da doenca de Chagas o IFN-y é descrito como uma citocina
protetora, devido a sua capacidade de ativacdo do oxido nitrico induzivel (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 2000; REED, 1988; VESPA et al., 1994). Em nossos resultados,
observou-se que os animais infectados foram melhores produtores de IFN-y do que os
ndo-infectados, corroborando com outros trabalhos de nessa mesma linha (SILVA et
al., 1997; MACHADO et al., 2014. Sendo que nesse ultimo os animais infectados com

a cepa Colombiana demonstraram aumento do IFN-y in situ.
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Ainda, pudemos observar que os animais nocautes para IFN-y apresentaram
maior producdo de TNF-a in situ, acreditamos que esse pode ser um mecanismo
compensatdrio de resposta inflamatdria frente a auséncia de IFN-y.

Em 2014, Cunha-Neto et al relatou que em pacientes com ccc o miocardio
exibia de forma significativa o aumento da expressdo de mRNA que codifica o IFN-y
e um expresséo reduzida do mRNA para IL-17. A subpopulag&o de IL-17 é a principal
fonte de IL-17, mas essa também pode ser sintetizada por células T CD8*, NK e T com
TCRyd. A IL-17 tem um papel protetor ao estimular a producéo de IL-1p e TNF-a por
macrofagos (MIYAZAKI et al., 2010).

Nossos dados mostram que houve uma producéo significativa de 1L-17 pelos
Balb-c KO IL-4 ndo infectado em relacdo ao Balb-c KO IL-4 infectado. Acreditamos
que isso se deva ao fato de que os Balb-c KO IL-4 infectados demonstraram ser bons
produtores de IL-10, citocina anti-inflamatdria, o que resultaria na diminuicdo dos
niveis de IL-17, citocina pré-inflamatoéria. Essa hipdtese pode ser suportada pelo
estudo realizado por Gu et al (2008), que demonstra que macréofagos e linfocitos T de
camundongos nocautes para IL-10 apresentam aumento da expressdo de citocinas do
padrdo Th17 (IL-17 e IL-22).

Individuos com cardiopatia chagasica geralmente tem um déficit em
determinados mecanismos gque controlam a resposta imune, como na producéo de IL-
10 (DUTRA et al., 2005). A IL-10 é responsavel de forma indireta pela diminui¢do na
sintese de citocinas pré-inflamatdrias, controlando a resposta imune e os efeitos
potencialmente lesivos dessa ativacdo sobre os tecidos do hospedeiro (FIORENTINO
et al., 1991). Niveis de IL-10 foram determinados para avaliar seu possivel papel na
regulacdo da resposta inicial da infeccdo com T. cruzi. Neste sentido, uma maior
producdo de IL-10 sérica foi observada nos animais Balb-c infectados quando
comparados com os ndo infectados, acreditamos que essa maior producdo de IL-10
seja para regular a resposta imune, uma vez que esses animais estdo produzindo muito
IFN-y in situ e TNF-a sistémico. Esses dados estdo de acordo com o trabalho de
ROGGERO et al., 2002, que demonstra que o Balb-c é um bom produtor de citocinas
pro-inflamatoria (ROGGERO et al., 2002).

Sabe-se hoje que o tecido adiposo é um orgdo multifuncional, produtor e
secretor de inimeros peptideos e proteinas bioativas, denominadas adipocitocinas. E
que essas moléculas exercem importantes efeitos sobre a resposta imunol6gica, como
a leptina sobre a resposta Thl (HALLE & PERSSON, 2002). Nossos resultados
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demonstram que os niveis de leptina estdo aumentados nos animais C57BI/6 KO IFN-
vy infectado, esse resultado ndo esta de acordo com outros estudos experimentais que
notaram diminuicdo na secrecdo de leptina frente a infeccdo pelo T. cruzi na fase
aguda. Acredita-se que essa diminuicdo esta associada a diminuicdo da gordura
corporal, uma consequéncia da diminuicdo da ingestdo de alimentos e lipdlise
associada a infeccdo (COOMBS et al., 2005; NAGAJYOTHI, 2010; NAGAJYOTHI,
2012). Em nosso estudo acreditamos que o aumento da leptina sérica nos
camundongos C57BI/6 KO IFN-y infectados parece estar mais associado a auséncia
de IFN-y do que com a infecgdo, pois animais infectados dos outros grupos nao
apresentaram aumento de leptina. Esse achado poderia indicar um processo de
compensacdo imunoldgica, uma vez que, a leptina tem funcdo na geracdo e
manutencdo da resposta imune frente a um processo infeccioso (FILIPPATOS et al.,
2000; SCHULZE et al., 2003).

Nosso resultado da analise sérica do TNF-a demonstrou que ndo houve
diferenca na expressdo sistémica dessa citocina por nenhum grupo. Esse resultado
difere do encontrado em por Kroll-Palhares (2008) que analisaram 0s niveis
plasméticos de TNF-a na fase aguda da infecgdo pelo T. cruzi com a cepa colombiana
e notaram o aumento da expressao desta citocina, demonstraram também que o TNF-
a participa mais nao ¢ crucial para o controle da parasitemia.

Assim como os niveis de leptina a expressdo de I1L-10 sistémica esteve aumentada
nos animais Balb-c WT infectados, sabendo que a leptina promove atividade proé-
inflamatoria, justifica-se o aumento da IL-10 nesses animais como tentativa de
controlar a resposta inflamatéria exacerbada (FIORENTINO et al.,, 1991;
FILIPPATOS et al., 2000; SCHULZE et al., 2003)

Na cardiopatia chagasica, o infiltrado inflamatério rico em células
mononucleares tem um papel muito importante no seu desenvolvimento e progresséo.
Sabe-se que 0s mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da cardiopatia
chagasica ainda ndo estdo completamente elucidados, dessa forma esse trabalho pode
contribuir com melhor entendimento da lesdo produzida no miocardio na fase inicial

da doenca.
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CONCLUSAO

Nossos resultados apontam que na auséncia de IFN-y os camundongos
infectados ndo conseguem controlar o parasitismo tissular apesar de apresentarem
semelhanga no infiltrado inflamatério com os demais grupos, com producdo
aumentada in situ de TNF-a, mas ndo de IL-12, IL-17 e IL-10. De forma importante,
os camundongos deficientes de IFN-y apresentam niveis séricos aumentados de
leptina, que pode ter sido produzida como mecanismo compensatorio da deficiéncia
de resposta Thl.

A deficiéncia de IL-4 parece ndo influenciar diretamente na resposta imune in
situ, nem tampouco na producao de leptina.

De forma interessante, os animais Balb-c infectados mostraram ser bons

produtores de leptina, TNF e IL-10 sérico.
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