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RESUMO

Avaliacdo da producdo de BMP2 no intestino de camundongos infectados com
Trypanosoma cruzi

Uma das principais complicac@es tardias da doenca de Chagas (DC) é o megacolon,
acometendo aproximadamente 10% dos pacientes sintomaticos. Entretanto, estudos séo
necessarios para entender mecanismos envolvidos na progressdo desse quadro na fase
crénica da DC. Sabe-se que neurdnios do plexo mioentérico sao essenciais para o controle
da motilidade intestinal. Mediante a infeccdo por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), o perfil
inflamatorio que se instala estd envolvido na destruicdo neural. Uma das proteinas
relacionadas a manutencdo das células nervosas do plexo mioentérico é a proteina
morfogenética 6ssea do tipo 2 (BMP2), produzida principalmente por macrofagos da
muscular. A homeostase da relacdo BMP2/macr6fagos estéa diretamente envolvida com a
motilidade intestinal e com a manutencdo da funcdo do 6rgdo. Dessa forma, o objetivo
desse estudo foi correlacionar a produgéo de BMP2 intestinal com a produgé&o de citocinas
e alteracdes histopatoldgicas em camundongos C57BI/6 infectados pela cepa Y de T.
cruzi nos periodos de 30 e 90 dias de infeccdo. Os camundongos foram infectados com
1000 formas tripomastigotas sanguineas. Apos o periodo de infeccdo, os camundongos
foram eutanasiados e o baco e intestino foram coletados. O intestino foi dividido em dois
fragmentos, um foi utilizado para as analises histoldgicas e o outro para quantificacdo de
TNF-a, IFN-y, IL-10 e BMP2, assim como o0 baco. A infec¢do pela cepa Y induziu
aumento na produgdo de TNF-a, IFN-y e BMP2 no intestino aos 30 dias de infecgdo,
assim como aumento do infiltrado inflamatério e a diminui¢do do nimero de neurénios
no plexo mioentérico. A deposicdo de colageno teve aumento gradativo ao longo da
infeccdo, demonstrado aos 90 dias de infec¢do. Observou-se que 0 aumento de BMP2 aos
30 dias de infeccdo tem correlagdo positiva com o aumento de IFN-y e TNF-a no
intestino. Entretanto, BMP2 e IFN-y demonstraram correlagdo negativa com a quantidade
de neurdnios do plexo mioentérico nesse mesmo periodo no 6rgdo. Como primeiro relato
da alteragdo da producdo de BMP2 apos a infec¢do por T. cruzi, sugere-se que esse
desiquilibrio possa representar uma nova via na manutengédo do perfil pré-inflamatorio
intestinal, assim como estar relacionado com o dano neuronal que o processo infeccioso
estabelece.

Palavras-chaves: doencga de Chagas, BMP2, intestino, sistema nervoso entérico



Xvii

ABSTRACT

Evaluation of BMP2 production in the intestine of mice infected with Trypanosoma

cruzi

One of the main late complications of Chagas' disease (CD) is the megacolon, affecting
approximately 10% of symptomatic patients. However, studies are needed to understand
mechanisms involved in the progression of this condition in the chronic phase of CD.
Myenteric plexus neurons are known to be essential for the control of intestinal motility.
Through infection by Trypanosoma cruzi (T. cruzi), the inflammatory profile that sets in
is involved in neural destruction. One of the proteins related to the maintenance of nerve
cells in the myenteric plexus is the type 2 morphogenetic protein (BMP2), produced
mainly by muscle macrophages. The homeostasis of the BMP2/macrophage ratio is
directly involved with intestinal motility and the maintenance of organ function. Thus,
the aim of this study was to correlate the production of intestinal BMP2 with the
production of cytokines and histopathological changes in C57BI / 6 mice. infected by the
T. cruzi Y strain in the periods of 30 and 90 days of infection. The mice were infected
with 1000 blood trypomastigote forms. After the infection period, the mice were
euthanized and the spleen and intestine were collected. The intestine was divided in two,
one fragment was used for histological analysis and the other for quantification of TNF-
a, IFN-y, IL-10 and BMP2, as well as the spleen. Infection with strain Y induced an
increase in the production of TNF-a, IFN-y and BMP2 in the intestine after 30 days of
infection, as well as an increase in the inflammatory infiltrate and a decrease in the
number of neurons in the myenteric plexus. Collagen deposition increased gradually
throughout the infection, demonstrated at 90 days of infection. It was observed that the
increase in BMP2 after 30 days of infection has a positive correlation with the increase
of IFN-y and TNF-a in the intestine. However, BMP2 and IFN-y showed a negative
correlation with the number of neurons in the myenteric plexus in the same period in the
organ. As a first report of the alteration of BMP2 production after infection by T. cruzi, it
is suggested that this imbalance may represent a new pathway in maintaining the intestinal
pro-inflammatory profile, as well as being related to the neuronal damage that the
infectious process establishes.

Keywords: Chagas disease, morphogenetic protein 2, intestine, enteric nervous system.



1. INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi) € o agente etioldgico da doenca de Chagas (DC).
Os principais responsaveis pela transmissdo desse microrganismo na America Latina sdo
insetos da familia Reduviidae. Paises como Argentina, Brasil, Bolivia, Coldmbia,
Uruguai, Equador e Venezuela sdo considerados endémicos para a DC, sendo que cerca
de 25 milhdes de pessoas vivem em &reas com risco de infec¢do (WHO, 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) existem 8 milhGes de pessoas
infectadas no mundo, sendo que a maior parte desse nimero se concentra na América
Latina (WHO, 2016). Também se estima que 0 numero de NnOvVos casos por ano nesse
continente seja de 300 mil casos (SIMOES et al., 2017). Além da América Latina, casos
ja foram relatados na Europa e na América do Norte (GASCON; BERN; PINAZO, 2010).
Esses achados se justificam, principalmente, pela globalizacdo e subsequente migracao
de pessoas infectadas. Outras formas de infec¢do também estdo envolvidas no aumento
desses casos, como a transmissao pelo vetor, a oral e a congénita (WHO, 2016).

No Brasil, pelo menos um milh&o de pessoas estdo infectadas por T. cruzi, sendo
que a maior parte desses casos sdo de individuos na fase cronica (SOUSA JUNIOR et al.,
2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Recentemente, casos de DC aguda aumentaram
no pais. Sugere-se que esse aumento esteja relacionado ao consumo de alimentos
contaminados com o protozoario, como o agai e caldo de cana (VARGAS et al., 2018).
A atracdo dos vetores pelas luzes utilizadas no momento da extracdo do acai e a falta de
higiene antes do processamento sdo hipoteses que corroboram para a contaminagdo do
alimento (COURA et al., 2002). E discutido também, que possam existir crioprotetores
no suco de acai, 0 que permitiria a sobrevivéncia do parasito mesmo apds congelamento
(SANTANA et al., 2018).

O agente etioldgico da DC possui varias formas celulares de desenvolvimento
dependente do hospedeiro, seja ele vertebrado (HV) ou invertebrado (HI). Mediante ao
repasto sanguineo na pele do HV, triatomineos infectados, eliminam fezes com
tripomastigotas metaciclicas (BRENER, 1997; TYLER; ENGMAN, 2001). Com o
repasto, uma reacdo inflamatdria ocorre e faz com que o hospedeiro coce o local

(CHAGAS, 1909). Desta forma, o protozoario penetra pela microlesdo. As formas



tripomastigotas metaciclicas conseguem infectar qualquer tipo celular nucleado (SOUZA
et al., 2010; WALKER et al., 2013) e assim, diferenciam-se em amastigotas dentro da
célula infectada. A partir de divisdo binaria, o parasito se multiplica e se diferencia em
tripomastigota pouco antes de romper a célula. Ao ganhar a corrente sanguinea, as formas
tripomastigotas sanguineas migram para os tecidos, formando os ninhos de amastigotas e
dando progresséo a DC (BRENER, 1997).

A migracdo do T. cruzi para os tecidos esta relacionada, principalmente, com o
tipo de cepa envolvida na infeccdo. Embora a nomenclatura e classificacdo das cepas
ainda seja um pouco confusa, marcadores genéticos, bioquimicos e bioldgicos séo
utilizados para a diferenciacdo entre elas (ZINGALES et al., 2009). Atualmente existem
seis grupos definidos, (Tcl-TcVI) baseados nas unidades discretas de tipagem (“discrete
typing units” — DTUS) (ZINGALES et al., 2009). Um sétimo grupo ainda esta em estudo
para ser incluido (Tcbat). Além de caracteristicas do parasito (parasitemia, ciclo etc), a
classificacdo abrange também a predominéncia das cepas por regies e por fases da
doenca desenvolvidas (ZINGALES et al., 2012; 2018).

As cepas Colombiana e Y, isoladas de humanos, por exemplo, sdo classificadas
como Tcl e Tcll, respectivamente (ZINGALES et al., 2009). Cepas Tcl sdo as mais
dispersas, sendo que casos humanos sdo predominantemente encontrados na América
Central e do Sul, geralmente associados com cardiopatia chagasica (ZINGALES et al.,
2012). As cepas Tcll sdo encontradas, principalmente, nas regides sul e central da
América do Sul e estdo relacionadas com o desenvolvimento de manifestacGes cardiacas,
megaes6fago e megacolon nos individuos infectados (ZINGALES et al., 2012).

Anteriormente aos DTUs, como uma tentativa de agrupar as cepas e 0s achados
em infeccBes em modelos experimentais murinos, os biodemas também foram propostos
(ANDRADE, 1974). Essa classificacdo baseava-se na avaliacdo de aspectos da interacdo
parasito-murino, como parasitemia, morfologia, tropismo tecidual e lesbes
histopatologicas (ANDRADE, 1974). A cepa Y, uma das representantes do biodema I,
foi classificada como crescimento in vitro rapido, alta parasitemia e mortalidade em
camundongos com pico maximo entre 7 e 12 dias e reticulotropica (ANDRADE;
BRODKYNS; ANDRADE, 1983; DEVERA; FERNANDES; COURA, 2003).

1.2 Patogénese da doenca de Chagas: Megacdélon



O megacolon é a forma gastrointestinal mais tardia da DC (DIAS, 1993). Na fase
aguda da DC as manifestagBes intestinais sdo, de forma geral, discretas e até
imperceptiveis (DIAS et al., 2016), entretanto, apesar de raros, existem relatos de
hemorragia e disfagia intestinal relacionados a formas diferentes de infeccdo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Na fase cronica, macroscopicamente, é possivel
observar alteracbes da forma intestinal através de exames radiologicos e clinicos
(MENEGHELLI, 2004). Para ser classificado como megacélon chagéasico, deve ser
observado no trato gastrointestinal (TGI), o espessamento e aumento do Iimen do 6rgéo
associado com aperistalse (LOPES, CHAPADEIRO, 1997). Esses achados
macroscopicos podem ser encontrados ao longo de todo o TGI, mais comumente
localizados no eséfago e no colon de humanos, sendo denominados de megaeséfago e
megacolon, respectivamente.

E aceito que o estabelecimento da infeccdo por T. cruzi destroi as células nervosas
do sistema nervoso entérico (SNE) levando a alteracdo da funcéo e diminuicéo do transito
intestinal e comprometimento do peristaltismo (MARTINS CAMPOS, TAFURI, 1973,
REZENDE, 1984). A hiper-reatividade intestinal, a incoordenacdo motora, a acalasia
esfincteriana e hipertrofia muscular também séo alguns dos fendmenos encontrados que
somados e relacionados a estase do bolo fecal no segmento intestinal, resultam na
dilatacdo do 6rgdo (GUILLEN-PERNIA et al., 2001).

O SNE é divido em dois plexos: mioentérico e submucoso. O primeiro é
responsavel, principalmente, pela regulacdo dos movimentos gastrointestinais e encontra-
se entre as camadas musculares longitudinal e circular (FURNESS, 2012). O segundo
localiza-se na submucosa e esta relacionado a secrecao gastrointestinal e fluxo sanguineo
(FURNESS, 2012). Ambos podem atuar também através de termina¢fes nervosas de
diferentes neurdnios residentes que liberam neurotransmissores com atividades inibitéria
ou excitatoria do sistema gastrointestinal (FURNESS, 2012). O plexo mioentérico é o
mais afetado pelo processo inflamatorio estabelecido pela infecgdo por T. cruzi,
resultando na diminuicdo do nimero de células nervosas ou até destruicdo completa de
ganglios nervosos (TAFURI, 1971a; ADAD et al., 1991; 2001). As lesdes originadas a
partir da inflamacdo levam processos inflamatorios nos neurdnios do sistema
gastrointestinal (SOUZA et al., 1996), como ganglionite, periganglionite, neurite e
perineurite no plexo mioentérico (TAFURI; MARIA; LOPES, 1971b; ADAD et al.,
2001), os quais tem inicio logo na fase aguda e se prolongam e agravam durante a fase
cronica (ANDRADE, ANDRADE, 1969). O processo inflamatério estabelecido,



geralmente possui distribuicdo focal. Entretanto, é possivel observar neurénios integros
préximos a neurdnios lesionados (TAFURI, 1971a).

Na camada muscular, encontram-se focos de intensidade variavel de miosite, com
fibrose, degeneracao e necrose fibrocelular (ADAD et al., 1991). O processo inflamatorio
causado pela infeccdo e a compressdo originada pelo bolo fecal, levam a mucosa a
isquemia, seguida de degeneracdo, necrose e ulceracdo (TAFURI, 1971a). A ulceracdo
da mucosa em conjunto com a destruicdo de plexos mioentérico (em maior grau) e
submucoso (em menor grau) (DA SILVEIRA et al., 2007b; JABARI et al., 2014) e
estruturas relacionadas leva a fibrose da submucosa (TAFURI, 1971).

O SNE ¢é composto por subpopulac6es neuronais diferentes que sao classificadas
de acordo com os neuromediadores produzidos (FURNESS, 2012). Neur6nios motores
excitatorios produzem como principais a acetilcolina, substancia P (SP) e a
neurotaquicina A (COSTA, BROOKES, HENNING, 2000). Neurbnios motores
inibitorios estdo relacionados com o polipeptidio intestinal vasoativo (VIP) e d6xido
nitrico (NO), por exemplo (COSTA, BROOKES, HENNING, 2000). Ambos o0s
neurdnios motores inervam as camadas musculares, glandulas e vasos sanguineos
(COSTA, BROOKES, HENNING, 2000). A homeostase dessas subpopulacfes
neuronais é essencial para a funcionalidade intestinal, ja que elas se comunicam com
outros tipos de neurdnios intestinais, como 0s neurdnios intrinsecos aferentes primarios,
interneurdnios e outras células intestinais (FURNESS, 2012).

Sabe-se que na DC existe uma destruicdo seletiva de neurdnios, na qual o perfil
das subpopulac@es diferencia-se em pacientes infectados com megac6lon e megaesdfago
e em pacientes sem megas (DA SILVEIRA et al., 2007c; NASCIMENTO et al., 2013;
JABARI et al., 2011; 2014). Para pacientes com megaes6fago, neurdnios reativos para
VIP e NO, caracterizados como inibitdrios, estdo preferencialmente diminuidos enquanto
neurdnios reativos para SP, excitatorios, predominam (NASCIMENTO et al., 2013). No
caso de megacolon chagasico, diferentemente do achado no megaesdfago, neurénios
reativos para VIP, NO e VIP/NO predominam aos excitatorios (JABARI et al., 2011;
2012). Contraditoriamente, estudos mais antigos demonstraram redugcdo em
subpopulagdes nitrérgicas em casos de megacdlon (RIBEIRO et al., 1998; DA
SILVEIRA etal., 2007¢). Entretanto, seguindo JABARI et al., (2011) existiam limitacdes
nas metodologias empregadas.

A falta de material humano para a elucidacdo da fisiopatologia da DC diminui

substancialmente o avanco da pesquisa nessa area (CAMPOS et al., 2016). Como



alternativa, modelos experimentais foram propostos para estudos em diferentes areas da
DC, a maioria focado na fase aguda. Limitacbes como a alta taxa de mortalidade
dependendo da cepa de T. cruzi e da concentracdo do inéculo dificultam a selecdo de
modelos murinos para a fase cronica (CAMPOS et al., 2016).

A infeccdo experimental também causa diminuicdo de células nervosas em
modelos experimentais murinos de fase aguda e fase cronica (MIRKIN et al., 1997;
MAIFRINO et al., 1999; 2005; ARANTES et al., 2004; CAETANO et al., 2008; SOUZA
et al., 2010; MOREIRA et al., 2011; 2013; VAZQUEZ et al., 2015; MASSOCATTO et
al., 2017a; 2017b). Camundongos da linhagem C57BI/6 infectados com a cepa Y de T.
cruzi, apresentaram alteracfes na largura do célon e da espessura da camada muscular,
bem como aumento do infiltrado inflamatdrio no intestino, parasitismo tecidual, miosite,
ganglionite e periganglionite ainda na fase aguda experimental (VAZQUEZ et al., 2015).

Camundongos C57BI/6 knockout para INOS e IFN-y ndo apresentaram
desenervacdo intestinal na fase aguda experimental independente da presenca de
infiltrado inflamatério (ARANTES et al., 2004). Sugere-se que a liberacdo de NO
induzida pela infeccdo no intestino esteja relacionada com a diminui¢do dos neurdnios
intestinais (ARANTES et al., 2004). Na fase cronica experimental, camundongos Swiss
infectados com cepa Y também demonstraram desestruturacdo da arquitetura do plexo
mioentérico, diminuicdo de células nervosas, aumento da espessura do colon, hipertrofia
de células musculares, aumento da deposicdo de coladgeno e presenca de infiltrado
inflamat6rio (CAMPOS et al., 2016).

No inicio da infec¢do, o perfil Thl é essencial para o controle do protozoéario.
Citocinas como TNF-o e IFN-y sdo produzidas primariamente e estdo envolvidas com
ativacdo de macrofagos microbicidas produtores de espécies reativas de oxigénio
(CAMARGO et al., 1997; BASSO, 2013). Uma resposta balanceada é essencial para que
a infeccdo seja controlada e ndo resulte em dano tecidual excessivo. Dessa forma, IL-4
com expansao clonal de células Th2 e a presenca de Tregs, com producdo de IL-10 e
TGF-B séo importantes frente a infeccdo pelo T. cruzi (SILVA et al., 1991; 1994;
GUTIERREZ et al., 2009a).

1.3 Proteina morfogenética ¢ssea do tipo 2 — BMP2

Proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), inclusas na familia do TGF-f, possuem
funcdes pleiotrépicas (CHEN; ZHAO; MUNDY, 2004). Aproximadamente 20 BMPs ja



foram descritas e podem estar envolvidas desde a embriogénese até a homeostase de
células de ¢rgdos adultos (GOLDSTEIN et al., 2005; BRAGDON et al., 2011;
CHALAZONITIS et al., 2011; KASHIMA; HATA, 2018; LOWERY; ROSEN, 2018;
AMPUJA; KALLIONIEMI, 2018). Descritas inicialmente no mecanismo de formacéo
6ssea (CHEN; ZHAO; MUNDY, 2004), esse grupo de proteinas é dividido em pelo
menos quatro subgrupos relacionados a similaridade de funcdo e estrutura bioquimica
(BRAGDON et al., 2011).

Uma das primeiras a ser descrita, a BMP2 foi bastante estudada pela sua
capacidade osteoindutiva (CHEN; ZHAO; MUNDY, 2004). Além disso, essa proteina
esta diretamente envolvida com a homeostase intestinal (MULLER et al., 2014) e na
organogeénese do intestino, na renovacdo de células epiteliais e homeostase de neurénios
no plexo mioentérico intestinal (PMI) (GOLDSTEIN et al., 2005; CHEN et al., 2014;
MULLER et al., 2014). Existe uma comunicacdo no PMI, no qual uma subpopulacao
especifica de macrofagos da muscular (MM) secreta niveis basais de BMP2 para 0s
neurdnios dessa estrutura. Como resposta, 0s neurdnios produzem o fator de manutencao
de col6nia de macrofagos (CSF-1) para regular essa subpopulacdo (LOCATI, 2014;
ROBINETTE; COLONNA, 2014). Essa comunicagéo resulta na homeostase do trato
gastrointestinal por regular a motilidade do 6rgdo. Quando os MM séao depletados, por
exemplo, BMP2 ndo é produzida e a motilidade intestinal é prejudicada (MULLER et al.,
2014).

A secrecdo de BMP2 ndo é exclusiva dos macrofagos da camada muscular do
plexo mioentérico, sendo que outras populacdes de macréfagos (DUBE et al., 2017) e
outros tipos celulares podem secretar essa proteina. A BMP2 esta relacionada a
diferenciacdo e no crescimento celular, apoptose, morfogénese tecidual, motilidade
celular e renovacdo de células tronco embrionarias (BRAGDON et al., 2011). Estudos
demonstraram a importancia das BMPs na migracdo e diferenciacdo celular para a
formacéo do sistema nervoso entérico, como também na homeostase do tecido adulto
(CHALAZONITIS et al., 2004; 2008; 2011; 2012; GOLDSTEIN et al., 2011; XIAO et
al., 2007; CHALAZONITIS e KESSLER, 2012). Sabe-se que a agdo da BMP2 nos
neurdnios entéricos in vitro, possui carater concentragdo-dependente (CHALAZONITIS
et al., 2004). Isso quer dizer que concentracdes diferentes dessa proteina modulam os
neurdnios entéricos de forma diferente. Durante a organogénese in vitro, baixa
concentracdo de BMP2 aumenta o numero de neurbnios entéricos, enquanto alta

concentracéo limita o numero dessas células (CHALAZONITIS et al., 2004).



A variagdo da expressdo da proteina BMP2 pode ocorrer em doengas
caracterizadas por disturbios no sistema nervoso entérico. Em intestinos estenoticos de
pacientes com a doenca de Hirschsprung, por exemplo, a expressdo da BMP2 é mais
acentuada quando comparada com intestinos normais (WU et al., 2014). Ja em ratos com
diabetes induzida, a expressdo de BMP2 diminui, e s6 retorna a niveis normais com o
tratamento de insulina (HONORE et al., 2011). Mesmo a fisiopatologia das doencas
citadas sendo diferentes, ambas estdo relacionadas com inflamac&o, perda neuronal nos
plexos intestinais, alteracdo da funcdo peristaltica normal, hipertrofia e mudanca na
expressdo da BMP2 (BLEUMING et al., 2006; HONORE et al., 2011; WU et al., 2014;
MULLER et al., 2014).

Diferentemente do que acontece para o intestino, a acdo da BMP2 em processos
de remodelamento e regeneracdo 0ssea é mais elucidada. Terapéuticas que envolvem o
uso dessa proteina relatam a indugdo de inflamagéo no local de aplicacdo (NGUYEN et
al., 2017). Sendo que quanto maior as concentragfes utilizadas, maior é 0 processo
inflamatdrio estabelecido (LEE et al., 2011a; 2012). Estudos in vivo e in vitro com
modelos de patologias 0sseas, observaram o aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1p, IL-6, IL-17, IL-18 e TNF-o em terapéuticas a base de BMP2,
sugerindo seu perfil concentracdo-dependente pré-inflamatério (HORI et al., 2006;
ZARAetal., 2011; LEE et al., 2011a; 2011b; LEE et al., 2012; SHEN et al., 2013). Além
da relacéo direta com o aumento da expressdo de citocinas, IL-1b e IFN-y em células 3
pancredticas e ilhotas de Langerhans de ratos e humanos, induzem o aumento na
expressdo de BMP2 (IBARRA URIZAR et al., 2016). Esses achados podem sugerir uma
importante funcdo da BMP2 em processos inflamatérios.

Devido a falta de entendimento dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da
DC, especialmente aqueles relacionados as manifestacdes gastrointestinais, novos
estudos sdo necessarios. A partir da elucidacdo dos fatores que condicionam o
desenvolvimento do quadro da doencga, € possivel buscar e estabelecer medidas
terapéuticas que possibilitem uma melhor qualidade de vida para o paciente chagasico.
Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi correlacionar a expressdo da BMP2 com a
producdo de citocinas e alteracOes histopatoldgicas intestinais originadas durante a
infeccdo pelo T. cruzi aos 30 e 90 dias na doenca de Chagas experimental.



2. JUSTIFICATIVA

Como a DC é de carater incapacitante e prejudica a qualidade de vida dos doentes
crénicos sintomaticos, € necessario buscar novas formas de terapia. Para isso, 0
entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nas principais complicacfes
é de extrema importancia. Dessa forma, estudar o papel de proteinas na infec¢do pelo T.
cruzi pode auxiliar a elucidacdo de mecanismos que auxiliem no desenvolvimento de
novos tratamentos. Fisiologicamente, a BMP2 tem funcdo na homeostase dos neur6nios
entéricos e manutencdo do peristaltismo atraves da secrecdo mediada pelos macréfagos
da muscular do intestino. Diante disso, estudar o papel desta proteina é interessante, visto
que até o0 momento, ndo existem estudos que demonstrem seu papel na infeccdo por T.
cruzi.

Acreditamos que o estabelecimento do papel do BMP2 na DC é fundamental para
ampliar o conhecimento acerca das complicagfes do trato gastrointestinal. Sabe-se que
variacdo da expressdo de BMP2 esté relacionada com processos inflamatdrios e disturbios
no sistema nervoso entérico. Considerando que os fatores que alteram a expressdo de
BMP2 estdo presentes na infeccdo frente ao T. cruzi justifica-se estudar esta proteina na

infeccdo experimental.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a produgdo de BMP2 e correlacionar com a produgdo de citocinas e
alteragOes histopatoldgicas no intestino de camundongos C57BI/6 aos 30 e 90 dias de

infeccdo com a cepa Y de Trypanosoma cruzi.

3.2 Especificos

e Avaliar peso, parasitemia e sobrevida de animais infectados com a cepa Y de T.
cruzi aos 30 e 90 dias de infeccéo;

e Avaliar infiltrado inflamatério no intestino de camundongos infectados com a
cepa Y de T. cruzi aos 30 e 90 dias de infec¢éo;

e Quantificar neurdnios do plexo mioentérico de camundongos infectados com a
cepa Y de T. cruzi aos 30 e 90 dias de infeccao;

e Avaliar a deposicdo de colageno no intestino de camundongos infectados com a
cepa Y de T. cruzi aos 30 e 90 dias de infeccao;

e Quantificar a expressao de BMP2, TNF-a, IFN-y e IL-10 em camundongos
infectados com a cepa Y de T. cruzi aos 30 e 90 dias de infeccao;

e Correlacionar a concentracdo de citocinas com a concentracdo de BMP2 no
intestino de camundongos infectados com a cepa Y de T. cruzi;

e Correlacionar a quantidade de neurbnios do plexo mioentérico com a
concentracdo de BMP2 e de IFN-y no intestino de camundongos infectados com

acepaY deT. cruzi.
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4. METODOS

4.1 Animais

No presente trabalho, foram utilizados camundongos machos da linhagem
C57BI/6, com 6 a 8 semanas de idade, infectados ou ndo com a cepa Y de T. cruzi. A
divisdo dos grupos foi feita da seguinte forma: camundongos infectados com cepa Y com
30 dias e 90 dias de infecgéo e dois grupos controles sem infecc¢do, mantidos por 30 e 90
dias.

Os animais foram mantidos no Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Satude
Publica (IPTSP) em condicdes controladas e conhecidas: em gaiolas plasticas de 414 mm
X 168 mm, temperatura entre 20 e 25°C, umidade entre 45 e 55%, com renovagao
constante de ar e fotoperiodo de 12h. Foram alimentados com ragdo de composicdo
conhecida (Nuvilab-CR1, NUVITAL, Brasil) e a agua oferecida ad libtium. Todos os
componentes da gaiola, como &gua, maravalha para forragem e racao foram autoclavadas
antes do uso e exposicao aos animais. O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Goias e foi aprovado sob identificagdo 051/19
(Anexo 1).

4.2 Infeccdo e eutanasia dos animais

Quatro grupos experimentais fizeram parte de todo o estudo, sendo que dois grupos
foram infectados e dois ndo. Dos dois grupos infectados, um foi infectado com a cepa Y
por 30 dias e o outro por 90. Os grupos controles também seguiram com as mesmas
duracdes de tempo experimental, seguidos de eutanasia apos esses dias (Quadro 1).

Quadro 1 — Levantamento do nimero de grupos, tipo de cepa utilizada para a infecgdo, dias de manutengao
de cada experimento e o nimero de animais utilizados.

Grupo Infectado/Controle Cepa Dias de Numero de
infeccdo/manutencdo  animais

1 Controle nédo - 30 5
infectado

2 Controle nédo - 90 7
infectado

3 Infectado Y 30 6

4 Infectado Y 90 10




11

Tripomastigotas sanguineos mantidos em camundongos Balb/c foram inoculados
nos camundongos destinados para o experimento. Para o ajuste da concentracdo a ser
inoculada via subcutanea (1000 tripomastigotas sanguineos/mL), os parasitas foram
contados em 50 campos num volume de 5 uL de sangue entre lamina e laminula
(BRENER, 1962).

A eutanésia foi realizada aos 30 e 90 dias de infeccdo para os grupos infectados e
para os grupos ndo infectados. Realizada através de deslocamento cervical (ap0s
confirmacéo do estado anestésico, induzido por solucdo anestésica a 5% de cloridrato de
xilazina e 10% de quetamina, intraperitoneal), seguido de coleta de sangue arterial e
necropsia por incisdo dorsolateral. Intestinos foram coletados para estudos posteriores.
As visceras restantes também foram coletadas e armazenadas em -80 °C para futuras

analises.

4.3 Acompanhamento da parasitemia, peso corporal e sobrevida

A parasitemia dos camundongos infectados foi realizada até que ndo fossem mais
encontrados tripomastigotas sanguineas circulantes. Através da veia caudal, 5 pL de
sangue foram retirados dos camundongos para avalicdo do nivel de parasitemia. Sob
lamina e laminula, os parasitos foram contados em 50 campos aleatérios em microscopio
de luz comum com aumento de 400x (BRENER, 1962). Essa observacdo foi feita a cada
3 dias ap06s a primeira deteccdo de parasitos no sangue dos animais. O resultado da
parasitemia foi normalizado pela area da lamina e &rea observada no microscépio de
acordo com o aumento utilizado (ARAUJO-JORGE, 2000). O peso dos animais foi
anotado no dia do in6culo (dia 0) e no dia da eutanasia (dia 30 e dia 90 pos infeccdo).
Além disso, diariamente os camundongos foram observados para acompanhamento da
sobrevida (Figura 1).

0 dias 30 dias 90 dias
Infeccdo Pesagem Pesagem
Pesagem Eutandsia Eutandsia

Parasitemia: 3 em 3 diasl
Sobrevida

Figura 1 - Esquema do delineamento experimental do estudo.
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4.4 Processamento dos 6rgaos

Ap0s a eutandsia dos grupos ndo infectados e infectados com 30 ou 90 dias de
infeccdo, dois fragmentos do intestino grosso foram coletados (distal e proximal). O
fragmento distal intestinal retirado, foi lavado em PBS 1x, colocado em papel filtro e
fixado em paraformaldeido 4%, por no maximo 48 horas. Em seguida foram transferidos
a uma serie crescente de alcoois etilicos para desidratacdo, seguida de diafanizacdo em
xilol e inclusdo em parafina. O fragmento foi posicionado em eixo longitudinal
perpendicular ao plano de microtomia, para obtencdo de cortes transversais. Cortes
seriados com 5 pm de espessura e 25 pm de distancia entre cada corte, foram realizados
e estes, aderidos as laminas com o adesivo polilisina e submetidos a secagem. Em seguida
foram realizadas as coloracGes de rotina especificas cada avaliacdo do trabalho:
hematoxilina e eosina (HE), Giemsa e picrosirius.

4.5 Quantificacdo do infiltrado inflamatorio

Laminas coradas por HE foram utilizadas para a analise do infiltrado inflamatdrio.
A partir de microscopio de luz comum acoplado a camera, 10 fotos de trés fragmentos
seriados (100um de distancia entre eles) foram capturadas sob aumento de 400x para
posterior andlise. A intensidade do processo inflamatério foi avaliada nas camadas
submucosa e muscular e classificada em 0 (normal), 1 (discreto), 2 (moderado) e 3
(acentuado). Apds a categorizacdo das fotos, a média de cada caso obtida foi classificada
conforme o seguinte escore: 0-0.3 = normal; 0.4-1.0 = discreto; 1.1-2 = moderado; 2.1—
3 = acentuado (adaptado de WESLEY et al., 2019).

4.6 Contagem de neurdnios do plexo mioentérico

Laminas coradas por Giemsa foram utilizadas para quantificacdo de neurbnios.
Quatro cortes seriados com distancia de 100 pum entre cada um foram avaliados sob
microscopia de luz comum em aumento de 400x. Essa distancia foi selecionada para que
fosse analisada uma maior area. Os neurdnios foram contados em 30 campos aleatorios
em aumento de 400x em cada corte, totalizando 120 campos por animal. O resultado foi
dado por quantidade de neurdnios/campo. (adaptado de CAETANO et al., 2008).
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4.7 Quantificacédo de tecido conjuntivo fibroso

Laminas coradas por picrosirius e contra-coradas por hematoxilina foram
utilizadas para avaliagdo morfométrica de deposicdo de tecido conjuntivo ha mucosa,
submucosa e camadas musculares intestinais, com excec¢do da camada serosa. As analises
foram feitas em microscépio sob luz polarizada e a quantificacdo por meio do software
Axion vision (ZEISS). Para cada fragmento intestinal foram analisados 20 campos em

aumento de 400x. Os resultados foram expressos em % de colageno.

4.8 Obtencao do homogenato do intestino e do bago

O fragmento proximal foi pesado e transferido para tubo Eppendorf com solugéo
de PBS 1x previamente identificado, juntamente com inibidor de proteases Complete™
(SIGMA, EUA). O mesmo foi feito para o baco, sendo que o érgdo foi divido
longitudinalmente em dois. Um fragmento foi armazenado em -80° C para analises futuras
e 0 outro para obtencdo do homogenato. Em seguida, os fragmentos foram submetidos ao
homogeneizador. Homogenatos obtidos foram centrifugados a 12000xG, por 30 minutos
e 0 sobrenadante respectivo, armazenado a -80°C para quantificacdo de BMP2, citocinas

e proteinas totais.

4.9 Quantificacdo de BMP?2 e citocinas

A avaliagdo de niveis de BMP2, IFN-y, TNF-a ¢ IL-10 nos homogenatos obtidos
do intestino e do bacgo foram feitas através do ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para
BMP2 foi utilizado o kit comercial PEPROTECH (Lot# 0614T255). Para IFN-y (Lot#
P209723) e TNF-a (Lot# P210424) o kit utilizado foi da R&D System. Enquanto, para
IL-10, 0 BD OptEIA™ (Lot# 9164829). A metodologia foi realizada conforme as
indicacbes dos fabricantes. Para reacdo colorimétrica, foi utilizado 3,3,5,5-
tetramethylbenzidine (TMB) (BD Pharmingen, EUA) como substrato de peroxidase e a
leitura feita em filtro de 450 nm em leitor de microplaca (BIORAD 2550 READER EIA,
EUA). Foi utilizado a concentragdo de proteinas totais no homogenato intestinal obtida
em nanodrop e do baco para normalizagdo da concentragédo de BMP2 e das citocinas. A

concentragéo final foi dada em pg/mg.
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4.10 Andlise Estatistica

O banco de dados foi feito no programa EXCEL 2016 e as anélises estatisticas
executadas no GRAPHPAD PRISM 6.0 (GRAPHPAD SOFTWARE - EUA). A
verificagdo da distribuicdo normal das varidveis quantitativas foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para comparacdo entre dois grupos foi utilizado o teste “t” ndo pareado
para os dados com distribuicdo normal e teste de Mann-Whitney para os dados com
distribui¢do ndo normal. Resultados como peso dos animais foram analisados a partir do
teste de Two-way ANOVA. A sobrevida foi analisada pelo teste de Log-Rank. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. As

correlacdes foram feitas a partir do teste de Spearman com intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS

5.1 Acepa Y apresenta parasitemia de evolucéo rapida

Com o intuito de avaliar o comportamento da cepa Y de T. cruzi em camundongos
C57BI/6 infectados, fez-se a parasitemia a cada trés dias ap6s a primeira deteccdo de
formas circulantes. A andlise foi feita até que as formas tripomastigotas sanguineas
circulantes ndo fossem mais encontradas. A cepa Y apresentou um padréo rapido de
parasitemia, com inicio de circulacdo de formas tripomastigotas sanguineas a partir do 5°
dia pés infeccdo e fim ao 32° dia. O pico da parasitemia foi observado aos 7 dias de

infeccéo (Fig. 2).
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Figura 2 — Parasitemia de camundongos C57BI/6 infectados com 1000 formas tripomastigotas sanguineas
por via subcutinea com cepas Y de Trypanosoma cruzi. A parasitemia foi determinada por meio da
contagem do nimero de tripomastigotas sanguineos em 5 ul de sangue coletado da veia caudal. Os valores
da parasitemia foram corrigidos de acordo com o fator de correcdo baseado na &rea da lamina, do campo
observado e do aumento utilizado no microscopio.

5.2 A infeccéo pela cepa Y induz perda de peso

Haja vista o padréo de parasitemia foi de evolucdo e desaparecimento rapido na
infeccdo experimental, perguntou-se o peso dos animais teria sido alterado. Os animais
foram pesados no dia da infecgéo (0 dia) e aos 30 e 90 dias de infec¢do. No grupo controle
0s animais ganharam peso significativamente aos 30 (p<0,005) e 90 dias (p<0,005).
Camundongos infectados pela cepa Y apresentaram reducéo significativa de peso aos 30
dias de infecgdo quando comparados ao dia de infecgdo (dia 0) (p<0,005). Aos 90 dias,

camundongos infectados com essa mesma cepa ganharam peso significativamente
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quando comparado com o dia 0 e com o dia 30 (p<0,005). Logo, mesmo que a infeccio
com a cepa Y cause perda de peso aos 30 dias, 0s animais voltam a ganhar peso com o

passar do tempo (Fig. 3).

* * *
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Figura 3 — Peso corporal (g) de camundongos C57BI/6 controles e infectados com 1000 formas
tripomastigotas sanguineas por via subcutanea com cepa Y de Trypanosoma cruzi. As andlises foram feitas
aos 0, 30 e 90 dias de infecclo. Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, considerando
p<0,05, as barras representam a média e as linhas verticais representam o desvio padrao.

5.3 A infeccdo com a cepa Y ndo diminui a sobrevida dos animais

A taxa de sobrevida dos animais infectados com cepa Y de T. cruzi foi avaliada
durante 90 dias. Os animais infectados com 1000 formas tripomastigotas de cepa Y
apresentaram uma taxa de 100% de sobrevivéncia aos 90 dias de infecgdo (10/10

animais).
5.4 Animais com 30 dias de infeccdo apresentam infiltrado inflamato6rio mais intenso

Para a confirmacdo do modelo experimental utilizado para o intestino, foi
perguntado se existiam lesdes intestinais nos camundongos. O primeiro passo foi avaliar
0 processo inflamatorio no 6rgéo. O infiltrado inflamatdrio encontrado no intestino dos
animais com 30 dias de infecgdo foi mais intenso que o encontrado no grupo com 90 dias
(p=0,0043) (Fig. 4). A maior parte dos animais com 30 dias de infeccdo demonstrou
processo inflamatorio moderado (80%) (score: 1.1-1.5), enquanto que aos 90 dias o
processo inflamatorio decaiu e todos os animais desse grupo demonstraram infiltrado
discreto (100%) (score: 0.3-0.6) (Fig. 4).
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Figura 4 — Intensidade do infiltrado inflamatério intestinal de camundongos C57BI/6 aos 30 e 90 dias de
infeccdo com 1000 formas de tripomastigotas sanguineas de cepa Y de Trypanosoma cruzi. A analise foi
feita seguindo os seguintes pardmetros de score: 0-0.3 = normal; 0.4-1.0 = discreto; 1.1-2 = moderado;
2.1-3 = acentuado. *Diferencas estatisticas significativas quando p<0,05.
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Prancha 1 — Intensidade de infiltrado inflamatério de intestino de camundongos C57BI/6 infectados aos
30 (A) e 90 dias (B) de infec¢do com a cepa Y de Trypanosoma cruzi. LAminas coradas por Hematoxilina-
Eosina e documentadas em microscopio de luz comum sob aumento de 400x. Trés cortes seriados (100 um
de distancia) foram incluidos na andlise. Para a avaliacdo semiquantitativa, 10 fotos aleatérias (n=30) de
cada corte foram documentadas e categorizada de acordo com o score: 0-0.3 = normal; 0.4-1.0 =discreto;
1.1-2 = moderado; 2.1-3 = acentuado.

5.5 Trinta dias de infeccdo sdo determinantes para a diminui¢cdo de neurdnios no

plexo mioentérico
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A partir da contagem de neurénios no plexo mioentérico, observou-se que houve
diminuicdo significativa da quantidade dessas células ao longo da infeccdo experimental.
Tanto com 30 dias (p=0,0043) quanto aos 90 (p= 0,0043), a infec¢éo induziu diminuicdo
neuronal quando comparado aos grupos ndo infectados (Fig. 5).
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Figura 5 — Numero de neurdnios por campo no plexo mioentérico de camundongos C57BI/6 ndo infectados
e infectados pelas cepas Y de Trypanosoma cruzi aos 30 e 90 dias de infec¢do. Os fragmentos intestinais
foram corados por Giemsa e observados em microscépio de luz comum sob aumento de 400x para
contagem dos neurdnios. O total de 120 campos foram analisados para cada camundongo em 4 fragmentos
intestinais seriados. *Diferengas estatisticas significativas quando p<0,05.

Prancha 2 — Fotomicrografia do intestino de camundongos C57BI/6 ndo infectados com 30 dias (A) e
infectados com 30 dias (B) com 1000 formas da cepa Y de Trypanosoma cruzi. Neurdnios do plexo
mioentérico estdo destacados dentro de linhas pretas e destacados pela seta preta. A seta branca (B)
representa infiltrado inflamat6rio préximo aos neurdnios no grupo infectado com 30 dias. Quatro cortes
seriados com distncia de 100 pm entre cada um foram avaliados sob microscopia de luz comum em
aumento de 400x. Essa distancia foi selecionada para que fosse analisada uma maior area. Os neurdnios
foram contados em 30 campos aleatorios em cada corte, totalizando 120 campos por animal. Coloragdo
utilizada foi Giemsa.
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5.6 A cepa Y induz deposicéo de colageno apo6s 90 dias de infeccao

A infeccdo estabelecida por cepa Y induz aumento significativo de deposicao de
colageno aos 90 dias de infec¢do quando comparado com o grupo controle (p=0,0001) e

com o grupo infectado por 30 dias (p= 0,0017) (Fig. 6).
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Figura 6 — Percentual de coldgeno depositado no intestino de camundongos C57BI/6 ndo infectados ou
infectados pelas cepas Y de Trypanosoma cruzi aos 30 e 90 dias de infecgdo. Campos aleatérios (n=20) do
intestino foram avaliados em microscdpios sob luz polarizada em aumento de 400x. A quantificagdo foi
obtida por meio do software Axion vision (ZEISS). *Diferencas estatisticas significativas quando p<0,05.
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Prancha 3 — Percentual de coladgeno no intestino de camundongos C57BI/6 nédo infectados com 30 (A) e
90 dias (B) e infectados com 30 (C) e 90 dias (D) com 1000 formas da cepa Y de Trypanosoma cruzi. A
anélise do col&geno foi realizada por meio da captura de 20 campos aleatérios das camadas mucosa,
submucosa e muscular sob aumento de 400x e a quantificagdo foi executada a partir do programa Axion
vision (ZEISS). Diferengas foram consideradas significativas quando p>0,05.

5.7 A cepa Y induz o aumento de BMP2 aos 30 dias de infec¢do no intestino

Confirmado o modelo experimental e as alteragdes hispatoldgicas, objetivou-se
avaliar a producdo de BMP2 frente a infec¢do tanto no intestino quanto no baco. A
infeccdo estabelecida pela cepa Y induziu aumento significativo de BMP2 aos 30 dias de
infeccdo, quando comparado com o controle (p=0,0303) (Fig. 7A). Alem disso, o
aumento nao se manteve e decaiu ao longo da infec¢éo, tornando-se basal aos 90 dias de
infeccdo por essa cepa (p=0,0420) (Fig. 6A). Haja vista a resposta in situ, 0 proximo passo
foi analisar a producdo de BMP2 no bago. Na infec¢do com a cepa Y, nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada entre os grupos infectados e seus respectivos controles (Fig.
7B).
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Figura 7 — Quantificacdo de BMP2 em picogramas/mg de intestino (A) e bago (B) de camundongos
C57BI/6 ndo infectados ou infectados com 1000 formas de tripomastigotas sanguineas de cepa Y de
Trypanosoma cruzi. As dosagens foram feitas aos 30 e 90 dias de infecgdo através da técnica de ELISA.
*Diferencas estatisticas significativas quando p<0,05.

5.8 A cepa Y induz o aumento de IFN-y aos 30 dias de infec¢éo no intestino

Com intuito de correlacionar a resposta imunoldgica com a producdo de BMP2,
citocinas pro-inflamatérias foram dosadas em ambos os tempos experimentais. Nenhuma
diferenca estatistica foi encontrada na producdo de TNF-a aos 30 e 90 dias de infeccdo
com cepa Y no intestino (Fig. 8A). Para o IFN-y (Fig. 8B), a infec¢do induziu aumento
na producdo da citocina aos 30 dias de infeccdo (p=0,0043) e aos 90 dias (p=0,0185)
quando comparado a seus respectivos controles. O préximo passo foi avaliar a producdo
da citocina reguladora IL-10. Nenhuma diferenca estatistica foi observada na producéo

de IL-10 intestinal apds infeccdo (Fig. 8C).
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Figura 8 — Quantificagdo de TNF-a (A), IFN-y (B) e IL-10 (C) em picogramas/mg de intestino de
camundongos C57BI/6 ndo infectados ou infectados com 1000 formas tripomastigotas sanguineas de cepa
Y de Trypanosoma cruzi. As dosagens foram feitas aos 30 e 90 dias de infeccdo por meio da técnica de
ELISA. *Diferengas estatisticas significativas quando p<0,05.

5.9 A cepa Y induz o aumento de TNF-a e IFN-y no bago aos 30 dias de infeccdo no
baco

Visto a resposta inflamatdria in situ no intestino, buscou-se entender melhor o
perfil de ativacdo sistémica que a cepa induz nos camundongos C57BI/6 infectados aos
30 e 90 dias. Para 0 TNF-a (Fig. 9A), a cepa Y induziu o aumento na producdo dessa
citocina aos 30 dias de infeccdo quando comparado com o controle ndo infectado
(p=0,0043). Em relagdo ao IFN-y (Fig. 9B), a infec¢do induziu aumento aos 30 dias de
infeccdo quando comparado ao grupo controle sem infeccdo (p=0,0087). Além disso, foi
observado que aos 90 dias houve uma queda nos niveis dessa citocina no bago de
camundongos infectados (p=0,0029). N&o foi observado diferenca estatistica em nenhum
momento da infecgédo por cepa Y na produgéo de IL-10 nesse 6rgéo. Entretanto, notou-se
uma tendéncia que resulta na diminuic¢do da producao de IL-10 aos 30 dias de infeccdo

com essa cepa, quando comparado com o respectivo controle (p=0,0519) (Fig. 9C).
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Figura 9 — Quantificacdo de TNF-a (A), IFN-y (B) e IL-10 (C) em picogramas/mg de baco de camundongos
C57BI/6 nédo infectados ou infectados com 1000 formas tripomastigotas sanguineas de cepa Y de
Trypanosoma cruzi. As dosagens foram feitas aos 30 e 90 dias de infeccdo por meio da técnica de ELISA.
*Diferencas estatisticas significativas quando p<0,05.

5.10 O aumento de BMP2 pode estar relacionado com a manutencao do perfil pro-

inflamatério com 30 dias de infeccéo

Visto que com 30 dias de infecgdo observou-se aumento de BMP2, IFN-y e TNF-
a, foi perguntado se o aumento dessas proteinas poderia estar correlacionado. As
correlagbes entre BMP2 e TNF-a (Fig. 10A) e BMP2 e IFN-y (Fig. 10B) mostraram-se
significativas e positivas (p=0,0226, r=0,6909 e p=0,0039 e r=0,8091 respectivamente).
Enquanto para a citocina regulatéria IL-10 (Fig. 10C), a correlacdo ndo foi significativa
(p= 0,2030 e r= 0,4182). Dessa forma, é possivel sugerir que 0 aumento de BMP2 pode

ser fruto do aumento de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y e TNF-a.
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Figura 10 — Correlag&o entre a concentracdo de TNF-a (A), IFN-y (B) e IL-10 (C) com a concentracdo de
BMP2 em picogramas/mg de intestino. Dados provenientes de camundongos C57BI/6 infectados pela cepa
Y de Trypanosoma cruzi aos 30 dias de infecgdo. Correlacéo pelo teste de Spearman. Diferengas estatisticas
significativas quando p<0,05.

5.11 O aumento de BMP2 e IFN-y pode estar relacionado com a diminuicdo de

neurdnios do plexo mioentérico

Para avaliar se existe alguma relacéo entre o aumento das citocinas e a diminuicéo
dos neurénios no plexo mioentérico, foi realizada a correlacdo entre a quantidade dessas
celulas e a concentragdo de TNF-a (Fig. 11A), IFN-y (Fig. 11B), IL-10 (Fig. 11C) e
BMP2 (Fig. 11D). CorrelacGes significativas e negativas foram observadas entre a
quantidade de neurdnios e a concentracdo intestinal de IFN-y e BMP2 respectivamente
(p=0,0162, r=-0,7182 e p=0,0277, r=-0,6727). Entre TNF-a e IL-10 ndo foi observada
nenhuma correlacéo significativa (p=0,4348, r=-0,2636 e p= 0,2862, r=-0,3545). Visto
isso, é possivel observar que o aumento de BMP2 e IFN-y podem participar do processo

de lesdo neuronal intestinal.
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Figura 11 — Correlacéo entre a quantidade de neurdnios por campo com a concentragdo de TNF-a (A),
IFN-y (B), IL-10 (C) e BMP2 (D) em picogramas/mg de intestino. Dados provenientes de camundongos
C57BI/6 infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi aos 30 dias de infecgdo. Correlacdo pelo teste de
Spearman. Diferencas estatisticas significativas quando p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Esse estudo teve como objetivo demostrar a producdo de BMP2 no intestino e
baco de camundongos C57BI/6 frente a infeccdo pela cepa Y de T. cruzi, bem como
correlacionar esta produgdo com parametros relacionados a imunopatogénese da
infeccdo.

Nossos resultados demonstram que a cepa Y induz a producao de BMP2 de forma
diferente nos grupos experimentais de infeccdo. A infeccdo pela cepa Y induziu um
aumento significativo de BMP2 aos 30 dias de infec¢cdo no intestino. Como primeiro
relato da alteracdo da producdo de BMP2 em uma doenca parasitaria, € possivel que exista
uma relacdo entre desbalanco dos niveis dessa proteina com a fisiopatologia da DC
intestinal.

A cepa utilizada nesse estudo corresponde a mais bem estabelecida da literatura.
Acepa Y representaa DTU Il (ZINGALES et al., 2009) que possui perfil mais doméstico
e estd intimamente relacionada com desenvolvimento da forma crénica da DC na América
do Sul (ZINGALES et al., 2012). Ja é bem estabelecido que a parasitemia da cepa Y em
animais experimentais ocorre de forma rapida e nos primeiros dias ap6s infecgdo
(VAZQUEZ et al., 2015), como foi observado em nosso estudo.

Tanto em modelos experimentais (MACHADO et al., 2001; MOREIRA et al.,
2011, 2013; CAMPOS et al., 2016; MASSOCATTO et al., 2017a, 2017b) quanto em
humanos (ADAD et al., 2001; DA SILVEIRA et al., 2005; 2007b), sabe-se que a infeccédo
por T. cruzi diminui significativamente a quantidade de células nervosas no plexo
mioentérico e que a fase aguda tem papel determinante nesse quadro (ADAD et al., 2001).
Esses dados corroboram com o nosso modelo experimental, no qual também foi
observado diminuicdo de neurbnios no plexo mioentérico aos 30 dias e 90 dias de
infeccao.

Arantes et al., (2004), ao utilizarem camundongos C57BI/6 knockout para iINOS
e IFN-y infectados com 100 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y, demonstrou
gue a auséncia de NO foi determinante para a sobrevivéncia neuronal ap6s 10 dias de
infeccdo. A falha na inducédo da producdo de NO via IFN-y impediu a desenervac¢ao no
modelo de fase aguda experimental (ARANTES et al., 2004). Nosso estudo demonstrou

correlagOes positivas entre o aumento de IFN-y com a diminuicdo da quantidade de
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neurdnios, o que esta de acordo com a literatura, ja que essa citocina induz NO (SANTOS-
LIMA et al., 1997; TALVANI et al., 2000).

Sabe-se que a infec¢do por T. cruzi induz producdo de IFN-y e TNF-a que
aumentam a expressdo de iNOS e, consequentemente aumentam os niveis de NO
produzidos por macréfagos tripanocidas (SANTOS-LIMA et al., 1997; TALVANI et al.,
2000). Em nosso estudo foi observado aumento significativo de IFN-y no intestino e no
baco aos 30 dias de infeccdo com a cepa Y. O IFN-y ¢ essencial para o controle inicial da
infeccdo por T. cruzi, ja que esta envolvido na manutencdo do perfil Thl/pro-
inflamatorio, inibicdo da multiplicagdo de formas amastigotas (CARDILLO et al., 1996)
e resisténcia a infeccdo. Entretanto, também representa um dos mecanismos de destruicéo
neuronal (ARANTES et al., 2004). Foi observado também uma queda significativa do
IFN-y aos 90 dias de infeccdo, o que indica importante papel dessa citocina no inicio da
infeccao.

Embora nenhuma diferenca estatistica tenha sido encontrada na producgéo de TNF-
a no intestino, no bago a infeccao estabelecida induziu aumento significativo aos 30 dias,
como esperado. Sinergicamente com o IFN-y, o TNF-a ativa macrofagos com perfil
microbicida e resulta em destruicdo de formas intracelulares do parasito e dessa forma
atua no controle da infecgdo (SANTOS-LIMA etal., 1997; TALVANI et al., 2000). Além
disso, em niveis sistémico, acredita-se que o0 TNF-a e outras citocinas como, IL-6, IFN-y
e IL-1 estejam relacionados com processos de caquexia em animais experimentais
(TISDALE; 1997; ANKER; COATS, 1999; HATTER et al., 2018) e isso explicaria a
queda de peso aos 30 dias de infec¢do observada em nosso estudo.

A partir do estabelecimento do processo inflamatorio e da destruicdo de células
nervosas, a motilidade intestinal é prejudicada e a progressdo para 0 megacolon pode
ocorrer. Embora grupos de pesquisa tem como objetivo contribuir para o entendimento
dos mecanismos moleculares do megacélon, pouco ainda se sabe.

Componentes como a substancia P, o peptideo vasoativo intestinal, serotonina, e
enzimas como triptase e quinase podem estar relacionadas com a progressao do
megacolon chagasico (ROGGERO et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2013; SEGATTO;
OLIVEIRA; SILVEIRA, 2017; KANNEN et al., 2018b; MARTINS et al., 2018) . Todas
as proteinas citadas anteriormente compartilham a acéo direta/indireta na homeostase de
neurdnios intestinais. Além disso, sabe-se que a presenca de células inflamatoérias no
intestino influencia no desenvolvimento do megacolon. A resposta inflamat6ria mediada

pela producéo de Oxido nitrico sintase, por exemplo, também ja foi demonstrada como
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putativa para o dano neuronal intestinal (ARANTES et al., 2004; JABARI et al., 2012).
Logo, para que ocorra a diminuicéo de plexos mioentéricos, como foi observado em nosso
estudo, é necessario o estabelecimento de um quadro inflamatério que englobe varios
mecanismos que resultem no dano neuronal acumulativo.

Considerada como uma proteina essencial para a organogénese do sistema
nervoso entérico e para a homeostase do tecido adulto, (GERSHON; CHALAZONITIS;
ROTHMAN, 1993; MULLER et al., 2014) encontramos alta producdo de BMP2 aos 30
dias de infeccdo com a cepa Y no intestino de camundongos C57BI/6. Niveis basais de
BMP2 séo secretados por macréfagos do plexo mioentérico para a homeostase dos
neurénios entéricos dessa regiao (MULLER et al., 2014). Dessa forma, a regulacéo da
concentracdo dessa proteina é de extrema importancia para a manutencdo da atividade
intestinal. Entretanto, sabe-se que em condic¢des inflamatdrias ocorre um aumento dos
niveis de BMP2. Citocinas como IFN-y sdo capazes de induzir a expressio do mRNA de
BMP2 (IBARRA URIZAR et al., 2016). O contrario também é observado, altos niveis
de BMP2 induzem o aumento de citocinas pré-inflamatorias como, IL-1p , IL-6, IL-17,
IL-18 e TNF-a (ZARA et al., 2011; LEE et al., 2011a, 2011b, 2012; MITCHELL et al.,
2016). Na DC jé é estabelecido o aumento dessas citocinas, tanto na fase cronica quanto
na fase aguda (BORGES et al., 2013; REIS MACHADO et al., 2014; VAZQUEZ et al.,
2015; CARDILLO et al., 2015; GATTO et al., 2017).

Em estdmago de camundongos infectados com Helicobacter pylori, observou-se
que o infiltrado inflamatério induzido pela infeccdo produzia BMP2, e isso foi
relacionado ao aumento dessa proteina no 6rgao (BLEUMING et al., 2006). Haja vista
que em nosso trabalho o infiltrado inflamatério estava em maior quantidade
concomitantemente com o aumento de BMP2, acreditamos que essas células possam
influenciar a quantidade de BMP2 produzida no intestino. In vitro, BMP2 é capaz de
induzir quimiotaxia, adesdo e inibir a diferenciacdo de mondcitos para perfil de
macrofago-M2, o que inibe o reparo tecidual (PARDALI et al., 2018). Essa inibicao
resulta na manutengdo do perfil pré-inflamatério M1, com aumento de citocinas pro-
inflamatdrias (PARDALI et al., 2018).

Em nosso trabalho foram observadas correlagdes positivas entre 0 aumento de
BMP2 e 0 aumento de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y ¢ TNF-o aos 30 dias de
infeccdo. Existem dois mecanismos que podem ser sugeridos a partir desses resultados.
O aumento de BMP2 pode ter sido induzido pelas citocinas pro-inflamatérias que

aumentaram em 30 dias de infeccdo. O contrario também pode ser valido, sendo que
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BMP2 pode ter induzido o aumento de citocinas pro-inflamatorias. O resultado dessas
interagBes é a manutencéo do perfil inflamatdrio e a consequente diminuigao de neurénios
nessa fase da infeccdo experimental.

Além de estar relacionado com infiltrado inflamatério e citocinas pro-
inflamatdrias, a BMP2 induz o aumento da SP em ganglios isolados da raiz dorsal de
ratos (BUCELLLI et al., 2007). A SP é um neuropeptidio inflamatdrio que em pacientes
infectados com T. cruzi na fase cronica com megaesdfago e megacélon (DA SILVEIRA
etal, 2008; NASCIMENTO et al., 2013) esta altamente expressa quando comparado com
pacientes ndo infectados. Sabe-se que esse neuromediador possui como uma de suas
funcdes o recrutamento de células inflamatérias (NASCIMENTO et al., 2013). Esse
comportamento pode estar relacionado com a destruicdo de células nervosas mediada
pelo estabelecimento do quadro inflamatério e a longo prazo (fase cronica da infeccao
por T. cruzi) com progressdo para megaesdfago ou megacélon (DA SILVEIRA et al.,
2007c; NASCIMENTO et al., 2013).

A alteracdo dos niveis de BMP2 também tem sido relacionada a inducdo de
apoptose em diferentes tipos de células. Nos neur6nios do hipocampo em ratos expostos
ao arsénio, a BMP2 induz a apoptose via SMADs (PANDEY et al., 2017). Da mesma
forma, em camundongos infectados com H. pylori, foi observado regulagdo positiva da
BMP2 e aumento de apoptose nas células da mucosa do estbmago (BLEUMING et al.,
2006). Em um modelo de rato induzido por diabetes, 0s niveis decrescentes dessa proteina
também estdo correlacionados com a perda da homeostase do plexo mioentérico
(HONORE et al., 2011). Como a expressdo anormal de BMP/SMAD pode ser relatada
como disfuncdo neuronal, a alta concentracdo de BMP2 in vitro aumentou a proporc¢éo
apoptotica em cultura de neurdnios corticais primarios (SUN et al., 2013). Dito isso, a
correlacdo negativa e significativa entre BMP2 e neurdnios encontrada em nosso trabalho
sugere que alta concentracdo de BMP2 aos 30 dias de infeccdo com a cepa Y representa
uma nova via envolvida em apoptose neuronal.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, algumas hipdteses podem ser
levantadas sobre o papel da BMP2 na DC experimental. Essa proteina pode atuar de varias
maneiras que podem participar da progressdo das alteracGes intestinais observadas pela
infeccdo por T. cruzi. Resumidamente, sugere-se que aos 30 dias de infec¢do o aumento
de BMP2 esteja relacionado com 1) aumento de células inflamatérias produtoras de

BMP2, 2) manutencdo do perfil pré-inflamatdrio intestinal e 3) destrui¢do neuronal.
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7. CONCLUSAO

A partir desse estudo € possivel sugerir que o aumento de BMP2 intestinal apds
infeccdo com a cepa Y de T. cruzi representa uma nova via para manutencao do perfil
inflamatorio e relacdo com a diminuigdo de neurdnios no 6rgéo no inicio do processo

infeccioso (30 dias).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

e A infeccdo aos 30 dias resulta em processo inflamatdrio intestinal mais intenso;

e Ainfeccdo aos 30 dias resulta em diminuicao de neurdnios no plexo mioentérico;

e A infeccdo induz gradativa deposicdo de colageno intestinal aos 90 dias de
infeccdo;

e Animais infectados com a cepa Y produzem mais BMP2 e IFN-y intestinal aos 30
dias de infecéo;

e Acredita-se que a maior quantidade de infiltrado inflamatorio aos 30 dias de
infeccdo com T. cruzi esteja relacionada com o aumento de BMP2 intestinal;

e Acredita-se que a BMP2 esteja relacionada com um feedback positivo para a
manutencdo do perfil pré-inflamatério apds infecgdo. Seja induzindo o aumento
de IFN-y e TNF-a ou sendo induzida por essas citocinas aos 30 dias;

e Acredita-se que o aumento de BMP2, juntamente com o aumento de IFN-y, esteja

envolvida na inducdo ao dano neuronal aos 30 dias de infeccao.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer consubstanciado referente ao atendimento de pendéncia do protocolo
N°. 051/19 e certificado de aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Goias/CEUA-UFG.
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Gotama, 12 de agosto de 2019,

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE A0 ATENDIMENTO DE PENDENCIA DO
FROTOCOLO N°, 051/1%

I - Finalidade do projeto de pesquiza:

II - Identificacio:

O Data de apresentacio a CEUA: 23/05/19

3 Data do atendimento da pendénecia: 127082019

O Titule deo projeto: Avaliagio mmepateldgica do infesting de camumdongos reinfactados por difsrentes
cepas de Tnpanosoma cruzi

Pezquizador Responsivel Unidade: Artnr Wilson Florencio da Costa TPTSP

Pesquizadores Participantes: Mara Rihia Nunes Celes TPTSE, Tulisna Fais Machados TPTSP, Lilisna Borgas
de Menezes TPTSP, Flavia Aparecida de Oliveira TPTSP, Milton Adriano Pelli de Oliveira TFTSP, José Fodrigues
do Carme Meto TPTSE, Yarlla Loyane Lira Braza TPTSP.

O Medico Veterinario/CRAV: Lilizna Borges de Menezes Leite’ 3056

O Unidade onde sera realizado: IPTSPUFG

|
|

I - Respostas as pendéncias:

v Solicitacio da CEUA: Descrever as dunensdes das carxas a serem uhlizadas
Resposta do Pesquizader Responsavel: Os anmmars serdo alocades em gaiolas de pohipropilens de
tamanho 30x20 cm com tampas de ago momdavel perfurade (mucroisoladores) que serdo trocadas
duas vezes por semana & manhdos em estanfes com ventilagdo imdiadual.

v Solicitacio da CEUA: Descrever o potencial zoonotico e a via a ser unlizada para a infeccdo da
cepa Colombia de T cruzi
Resposta do Pesquizador Responsavel:

Craal (espdciz) Cepa Colombiana de T.oruzi

Alts virplémcia, Mo apreseatn potescial zoonético direto, mas pode comsar & dotaga wia
finmsbe on coutsito com o berbeire

Vi withznda parz | Imtmpertoneal

mfeccio
Freguéneis Do mainenton, mbeegho (1° &a) e teifssgdhio (M dia)

v Sobicitacio da CEUA: Adequar o cronograma

Easposta do Pesquisador Responsavel: micio do uso de amimais em 1172019 & fim da pesquisa em
314122022

Potencial oonético

Comissdo de Erica no Uto de AnimaisiCEL
Pra-] F.elbmadePhqu:;aEInma;m]’F.PIUTG,Almaanhmbwthd E, Edificia K2, 1° andar, Predio da Apencia de
Inovag 3o, Pargue Tecnologice, sala da CEUA, Campus Samambais - Goiinia-GO, Fone: (35-62) 3521-1874.
Email- ceun. ufpiigmail com
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VI - Parecer da CEUA:
De acordo com 3 documentacdo apresentada a CEUA, o projeto for considerado APROVADO pela
Comizzdeo de Efica no Uzo de Amimaiz/\CEUA da Universidade Federal de Gouas.

Informacio acs pesquizadores:

Eeiteramos a importineia deste Parecer Consubstaneiado, e lambrames gue os pesquisadores responsavels
deverio epcamumbar 3 CEUA-PRPI-UFG o Relatdnio Finzl baseado na conclusdo do estudo e na moidéncia
de pubhicagbes decorrentes deste, de acorde com o dizsposto na Lei n® 11.704 da 08/10/2008, & Resohigdo
MNommatrva o, 01, de 09072010 do Conselho Nacional de Controle de Expenmentacdo Ammal CONCEA
() prazo para enfrega do Eelatono & de ate 30 dias apos o encerramento da pesquisa, a qual esta prevista para
finalizar suas agdes em 317122022,

VII - Data da reundsio: 12/0819.

Comizzdo de Exica no Uso de Animaiz CETA
Dro-Reeitoria de Desquiza & Inovac e PRPL-UFG, Alameda Flamboyant, Qd. K, Edificio K2, 1° andar, Prédio da Apéncis de
Inowvagdo, Pargue Tecnologico, sala da CEUA. Campus Samambaia - Goiinia-GO0, Fooe: (33-62) 3521-1874.
Email: ceua.ufedemail com
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CERTIFICADO

Cerificamos que a proposta imfmulada “Avaliacio imunopatologica do imtestine de camundongos
reinfectados por diferentes cepas de Tnipanesema cruz’, remstrada com o protocole n® 05119, scb a
responsabilidade de Arthur Wilson Florencio da Costa & Mara Rabia Nunes Celes que emolve 3 produgdo,
manutengio ou whhizacio de amimas pertencentes ac filo Chordata, subfile Vertebrata {exceto humanos],
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acorde com os precertos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto o 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho
Mactonzl de Controle de Expenmentacio Ammal (COMNCEA), e fo aprovada pela COMIS 540 DE ETICA
MO US0 DE ANIMATS (CEUA) da Universidade Federal de Goads (UFG), em reumido de 12082019

0 Fmahdade: () Ensmo (x ) Pesqusa Crentifica

0O Vigéneia da sutorizagio (inicio e fim): 12/08/2019 a 3171272022
0 Especie/lmhagem/raga: Cammmdeonges, C53T/BLE

O N7 de amimzis autorizados: 362

O Peso'Tdade: 22 a 25g/adultos

O Sexo: machos

O Ongem (fornecedor): Broténo central UFG

Comizzio de Exica no Uso de Animarz CETA
Pro-Beitoria de Pesquiza e Inovacdo/PRPI-UFG, Alameda Flambovant, Qd. K, Edifice E2, 1° andar, Prédio da Apéncia de
Inovag 3o, Pargue Tecnologice, sala da CEUA, Campus Samambais — Goiania-G0, Fooe: (35-62) 3521-1875
Email ceua.ufedemail com
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