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RESUMO

LESSA, D. F. S. Grelina: Avaliagdo da atividade imunomoduladora e
cardioprotetora na Doenca de Chagas experimental. 2019. 120 f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Sao Paulo. 2019.

A Doenca de Chagas permanece ainda como grave problema de saude publica, e o
tratamento com o benzonidazol (N-benzil-2-nitroimidazol-acetamida), Unica
medicacdo disponivel no Brasil para o tratamento tripanocida, tém demonstrado
melhores resultados nas fases iniciais do envolvimento cardiaco, ndo alterando
desfecho em pacientes com doenca cardiaca bem estabelecida. Dentre os
mecanismos mais aceitos para explicar a fisiopatologia da lesédo cardiaca, a reacéo
inflamatoria desencadeada pela presenca do parasita no tecido tém tido maior
importancia na producdo dessas lesbes. A Grelina tém demonstrado acéo
cardioprotetora e anti-inflamatéria em diversas condi¢cdes experimentais, porém até o
presente estudo, ndo foi testada na fase cronica da Doenca de Chagas. 36 ratos
Wistars foram randomizados em 6 grupos (C: controle, CG: controle tratado com
grelina, I: infectado, IG: infectado tratado com grelina, IB: infectado tratado com
benzonidazol, IGB: infectado tratado com grelina e benzonidazol) em que o efeito da
aplicacéo da grelina isolada e associada ao benzonidazol foi avaliada no curso de 150
dias de infeccdo realizada intraperitonealmente com 2 x 10° formas sanguicolas da
cepa Y de T. cruzi. Paraisso, avaliamos a funcdo cardiaca através da ecocardiografia
antes e apoés o tratamento (120 e 150 dias), biomarcadores de lesdo e congestédo
(Troponina | e T, NT-pro-BNP), histopatologia e PCR cardiacos. Avaliagcdo da
apoptose em esplendcitos, dosagem de citocinas pro inflamatérias e moduladoras,
analise fenotipica das populacdes celulares de linfocitos (TCD4*, TCD8* e NK) foram
realizadas para estudo da resposta imune e possivel modulacdo com os tratamentos
utilizados. Nao foram detectadas alteracdes morfoldgicas e funcionais que indicassem
lesdo cardiaca nos grupos infectados, a despeito da deteccdo do parasita no tecido
cardiaco pelo PCR. Os grupos tratados com grelina demonstraram importante
reducdo da apoptose em esplendcitos, aléem de reducéo no percentual de células NK
e NKT.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi ; Grelina;
Imunomodulacao; Apoptose.



ABSTRACT

LESSA, D. F. S.. Ghrelin: Evaluation of immunomodulatory and cardioprotective
activity in experimental Chagas Disease. 2019. 120 f. Thesis (Doctoral). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo. 2019.

Chagas disease remains a serious public health problem, and treatment with
benzonidazole (N-benzyl-2-nitroimidazole-acetamide), the only drug available in Brazil
for trypanocidal treatment, has shown better results in the early stages of disease, not
altering outcome in patients with well-established heart disease. Among the most
accepted mechanisms to explain the pathophysiology of cardiac injury, the
inflammatory response triggered by the presence of the parasite in the tissue has been
most important factor in the production of these lesions. Ghrelin has been shown
cardioprotective and anti-inflammatory action under various experimental conditions,
but until the present study, it has not been tested in the chronic phase of Chagas
disease. 36 Wistars rats were randomized in 6 groups (C: control, CG: ghrelin-treated
control, I: infected, IG: ghrelin-treated infected, IB: benzonidazole-treated infected,
IGB: infected ghrelin-treated and benzonidazole) and the ghrelin effects associated or
not with benznidazole was evaluated in the course of 150 days of infection, performed
intraperitoneally with 2 x 10° blood forms of T. cruzi Y strain. For this, we evaluated
cardiac function at pre and post-treatment periods by echocardiography (120 and 150
days), injury and congestion biomarkers (Troponin | and T, NT-pro-BNP),cardiac
histopathology and PCR. Assays of splenocyte apoptosis, proinflammatory and
modulating cytokine profile, phenotypic analysis of lymphocyte cell populations
(TCD4*, TCD8*, and NK) were performed to study the immune response and possible
modulation with the treatments used. No morphological and functional alterations were
detected in the infected groups, despite the detection of the parasite in cardiac tissue
by PCR. The groups treated with ghrelin showed significant reduction of apoptosis in

splenocytes, as well as reduction in the percentage of NK and NKT cells.

Key words: Chagas Disease; Trypanosoma cruzi; Ghrelin ; Immunomodulation ;
Apoptosis.



RESUMEN

LESSA, D. F. S.. Grelina: Evaluacion de la actividad inmunomoduladora y
cardioprotectora en la enfermedad de Chagas experimental. 2019. 120 f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo. 2019.

La enfermedad de Chagas sigue siendo un grave problema de salud publica y su
tratamiento con benzonidazol (N-bencil-2-nitroimidazol-acetamida), el unico farmaco
disponible en Brasil para el tratamiento tripanocida, ha mostrado mejores resultados
en las primeras etapas de compromiso cardiaco no alterando el resultado en pacientes
con enfermedad cardiaca totalmente establecida. Entre los mecanismos mas
aceptados para explicar la fisiopatologia de la lesion cardiaca, la reaccion inflamatoria
desencadenada por la presencia del parasito en el tejido ha sido el mecanismo mas
importante en la produccion de estas lesiones. Se ha demostrado que la Grelina tiene
accion cardioprotectora y antiinflamatoria en diversas condiciones experimentales,
pero hasta el presente estudio, no se ha evaluado en la fase crénica de la enfermedad
de Chagas. Se aleatorizaron 36 ratas Wistars en 6 grupos (C: control, CG: control
tratado con grelina, I: infectado, IG: infectado tratado con grelina, IB: infectado tratado
con benzonidazol, IGB: infectado tratado con grelina y benzonidazol) donde el efecto
de la aplicacion de grelina aislada y asociada a benzonidazol se evalu6 en el
transcurso de 150 dias de infeccion realizada por via intraperitoneal con 2 x 10° formas
sanguineas de la cepa Y de T. cruzi. Para esto, evaluamos la funcién cardiaca a través
de ecocardiografia previa y posterior al tratamiento (120 y 150 dias), biomarcadores
de lesién y congestién (Troponina |y T, NT-pro-BNP), histopatologia y PCR cardiacos.
Evaluacion de apoptosis de esplenocitos, dosificacion de citocinas proinflamatorias y
moduladoras, andlisis fenotipica de las poblaciones de células linfocitarias (TCD4 +,
TCD8 +y NK) se realizaron para estudiar la respuesta inmune y la posible modulacion
con los tratamientos utilizados. No se detectaron alteraciones morfologicas y
funcionales que indicaran lesion cardiaca en los grupos infectados a pesar de la
deteccién del parasito en el tejido cardiaco por medio de PCR. Los grupos tratados
con grelina mostraron una reduccion significativa de la apoptosis en los esplenocitos,

asi como una reduccién en el porcentaje de células NK y NKT.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas; Trypanosoma cruzi; Greling;

Inmunomodulacién; Apoptosis.
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INTRODUCAO
1.1. Doencga de Chagas (DC)

A DC é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, descoberta e descrita
por Carlos Chagas (CHAGAS, 1909), em uma expedi¢cao para cidade de Lassance,
arraial de Minas Gerais, para investigacdo de um surto de maléria que estava
comprometendo os trabalhos no acampamento da Estrada de Ferro Central do Brasil.
Ao chegar no local, fora abordado pelo engenheiro responsavel que o alertou sobre
insetos que viviam em frestas das casas feitas de pau-a-pique, e que durante a noite
saiam para picar os trabalhadores, geralmente no rosto, sendo conhecido por este
motivo como “barbeiro”. Tal evento motivou extensa investigagao por Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, médico sanitarista que descreveu de maneira Unica na ciéncia o
agente etiolégico, principal método de transmissdo, apresentacdo clinica e
epidemiologia da DC (ANDRADE,2011). A frente das pesquisas de malaria, em um
primeiro momento Carlos Chagas encontrou no sangue de um sangui um protozoario
a gue deu no nome de Trypanosoma minasense (CHAGAS, 1908).

Apbs analises em intestinos dos insetos hemat6fagos naquela regido, Chagas
encontrou um protozodrio cujas caracteristicas o fizeram pensar estar diante de um
estagio evolutivo do préprio T. minasense, recém descrito, ou de um novo parasita de
vertebrados e do homem. Sem recursos para prosseguir o estudo de modo mais
detalhado em seu laboratério num vagao de um trem, Chagas enviou barbeiros para
0 seu supervisor Oswaldo Cruz, no Instituto Manguinhos no Rio De Janeiro
(BENCHIMOL & SILVA, 2008). Carlos Chagas dedicou estudos sistematicos acerca

do protozoario em questéo, pois desconfiava que poderia ser um parasita humano.
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Em abril de 1909, o médico entdo encontra a presenca de T. cruzi em uma crianca de
2 anos, com febre, chamada Berenice (CHAGAS 1909,c).

Quanto a sua origem, a Doenca de Chagas estava confinada a animais
silvestres e tratava-se de uma enzootia em que espécies como marsupiais,
quiropteros, roedores, e primatas dentre outros abrigavam o parasita. Além disso, 0s
triatomineos silvestres transmitiam o parasita neste meio, mantendo o ciclo (COURA,
2002).

O protozoario causador da doenca pertence ao Filo Sarcomastigophora
Ordem Kinetoplastida, género Trypanosoma. Devido ao fato deste parasita possuir
cinetoplasto volumoso e modo especifico de multiplicacdo, pesquisadores o
consideraram pertencente ao subgénero Schizotrypanum (CHAGAS 1909, NEVES et
al., 2017)

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi do tipo heteroxénico, em que o parasita
passa obrigatoriamente por uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro
vertebrado, e outra fase multiplicativa extracelular no hospedeiro invertebrado, insetos
hemipteros, hemat6fagos, dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma
pertencentes a familia Triatomidae (COURA, 2002; JUNQUEIRA et al.,, 2010;
AZAMBUJA & GARCIA, 2017).

No Cone Sul, houve uma campanha macica para eliminacdo do Triatoma
infestans, principal vetor do T. cruzi no Brasil. Levando-se em considera¢ao que outras
espécies de triatomineos silvestres podem transmitir o parasita, € fundamental a
manutenc¢ao da vigilancia epidemioldgica constante (CEBALLOS et al., 2006)

Apo6s mais de um século de sua descoberta, a DC continua figurando como
relevante problema de saude publica nos paises da América Latina sendo a terceira

doenca parasitaria mais prevalente, depois da malaria e esquistossomose (LEE,
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2013). Estimam-se que aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas estejam
infectadas no mundo, com a ocorréncia de 36.800 novos casos ao ano, estando a
maior parte desta populacao situada em paises latinos americanos. Nestes paises, a
doenca de Chagas mata mais que qualquer outra doenca parasitaria. Segundo dados
recentes da Organizacdo Mundial de Saude, sdo 14.000 mortes/ ano. O Primeiro
Relatorio da Organizacdo Mundial de Saude sobre Doencas Tropicais Negligenciadas,
estimou 752 mil dias de trabalho perdidos ao ano devido as mortes causadas pela
doenca na América Latina. O gasto estimado é de 1,2 bilhdo de ddlares em
produtividade perdida (WHO, 2016).

Apesar de sua maior prevaléncia nesses paises, a imigracao legal e ilegal de
individuos infectados provenientes de regies endémicas para outros paises que até
entdo ndo tinham registros da doenca, foi determinante para que aproximadamente
300.000 pessoas infectadas estejam vivendo nos Estados Unidos de acordo com
ualtimo estudo epidemioldgico publicado (BERN, 2009). Outros paises como: Canada,
Espanha, Franca, Suica, Itdlia, Jap&do, paises emergentes da Asia e Austrélia
passassem a documentar casos, levando a globalizacdo da doenca (SCHMUNIS,
2007).

De acordo com sua evolucdo a DC pode ser classificada em duas fases:
aguda e crbnica. A fase aguda pode ocorrer em decorréncia da infeccdo primaria ou
por reativacdo em individuos cronicamente infectados. Apds a infeccéo primaria, a
fase aguda cursa com duracao entre 6-8 semanas e seu quadro clinico se assemelha
a outras miocardites, com manifestacOes sistémicas de febre, taquicardia nao
compensatoria, esplenomegalia e edema (ANDRADE, 2011). Quando a porta de
entrada for a conjuntiva ocular, o hospedeiro pode apresentar edema palpebral

unilateral associado a aumento de volume do linfonodo satélite pré-auricular, sinal
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semioldgico conhecido como Sinal de Romafia. Esse edema inflamatério aparece em
10 a 20% dos casos agudos da doenca de Chagas, como um sinal caracteristico da
doenca e foi descrito em 1935 por Cecilio Romafa,

A fase cronica pode ser assintomatica (ou indeterminada) e sintomatica. A
fase indeterminada por durar de 10 a 30 anos, sendo que dessa populacéo, cerca de
30 a 40% poderdao desenvolver sintomatologia grave associada ao sistema
cardiovascular e insuficiéncia cardiaca congestiva levando-os a morte e/ou
desenvolvimento de desordens gastrointestinais, tais como, megacolon e
megaesbfago (BONNEY, 2014).

Assim, quatro situacbes clinicas distintas podem ocorrer: a forma
indeterminada, forma cardiaca, forma digestiva e a forma mista, com acometimento

cardiaco e digestivo no mesmo hospedeiro.

1.2. Cardiomiopatia Chagéasica Cronica

A forma cardiaca, denominada cardiomiopatia chagasica crénica (CCC), pode
afetar cerca de 20-30% dos individuos infectados, sendo essencialmente uma
miocardiopatia dilatada, em que a inflamacdo cronica mediada pelo parasita,
usualmente de baixa intensidade, mas incessante, provoca destruicdo tissular
progressiva e fibrose extensa do miocéardio. Esta forma subdivide-se em: forma
cardiaca sem disfuncdo ventricular e forma cardiaca com disfungéo ventricular,
destacando-se nessa classificacdo o principal marcador prognéstico, a disfuncao
ventricular.

Pacientes com a forma cardiaca da doenca necessitam de acompanhamento

cardiologico periodico, assim como realizacdo de exames complementares como
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eletrocardiografia, ecocardiografia, radiografias toracicas, dosagem de biomarcadores
de lesédo cardiomiocitaria (Troponinas | e T) e de congestdo (NT-pro-BNP), para
estabelecer o diagndstico, prognéstico e melhor estratégia terapéutica para as
alteracdes cardiocirculatérias encontradas (ANDRADE et al., 2011; BASQUIERA et
al., 2003; RAHMAN & BROADLEY, 2014).

Em uma coorte composta por pacientes com fenétipo de cardiomiopatia
dilatada e insuficiéncia cardiaca congestiva, a identificacdo do agente etioldgico (T.
cruzi) conferiu pior prognostico de maneira independente aos dados clinicos e
ecocardiograficos, demonstrando que pacientes com cardiomiopatia chagasica,
guando comparados a pacientes com cardiomiopatia dilatada primaria, apresentavam
pior evolucdo apenas pelo componente infeccioso/inflamatério da doenca (NUNES et
al., 2010).

Uma série de mecanismos foram postuladas para explicar a deterioracao
miocardica e por consequéncia a alteracdo da funcdo cardiaca na CCC como
disautonomia cardiaca. Estudos necroscépicos e funcionais demonstraram intensa
despopulacdo neuronal das fibras do sistema nervoso parassimpético cardiaco,
privando esses pacientes de resposta inibitoria vagal, ajustes cronotrépicos rapidos
em situacdes adaptativas normais, como alteragbes posturais e atividade fisica,
mediadas pelo sistema parassimpéatico (KOBERLE, 1968; MARIN-NETO, 2007).
Embora essas alteracbes morfofuncionais sejam detectadas no sistema autonémico
cardiaco, sua ocorréncia e intensidade séo variaveis, e ndo se correlacionam de
maneira estrita com o grau de disfuncéo ventricular, ndo podendo assim, a conhecida
“teoria neurogénica”, explicar de forma convincente a destruicdo miocardica na CCC

(ANDRADE, 2011).



Introducéo | 7

Disturbios na microcirculacédo cardiaca podem estar presentes, associados a
modificacdes do tonus e reatividade vasculares, disfuncdo endotelial e alteracdes na
atividade plaguetaria, levando a formacéo de microtrombos e complicacdes de ordem
isquémica, tendo como principal causa o dano inflamatorio diretamente relacionado
ao parasita, porém o disturbio perfusional resultante amplifica a resposta inflamatoria
(ANDRADE, 1994). Tais alteracdes podem estar relacionadas a formacdo de
aneurismas ventriculares, sendo mais conhecido como aneurisma apical, ou de ponta,
do ventriculo esquerdo, situacdo potencialmente trombogénica e de alto risco para
acidente vascular encefalico (HIGUSHI, 2003). Assim como a “teoria neurogénica”, os
distarbios da microcirculacdo, mesmo que existentes, ndo ocorrem de maneira
independente na CCC, embora contribuam para exacerbar a resposta inflamatoria
adversa.

Dentre os mecanismos mais aceitos para explicar a fisiopatogenia da CCC, a
resposta imunologica e inflamacgéo dependentes da presenca parasitaria no miocardio
representam o0s principais pilares da etiologia da doenca. Apos longa fase
assintomatica (indeterminada), caracterizada pelo equilibrio dos mecanismos
imunolégicos modulados para uma resposta protetora (anti-inflamatéria), ha, por
motivos ainda néo elucidados, perda desse status imunoldgico “quiescente” para uma
condicido de resposta inflamatdria intensa, necrose e fibrose teciduais progressivas. E
importante ressaltar, que caracteristicas inerentes ao hospedeiro e sua competéncia
imunoldgica, como carga parasitaria, cepa do parasita e tempo de infeccdo podem
diferenciar os individuos que evoluem a dano tecidual importante daqueles que
mantém-se com a infec¢do e dano tecidual controlado (TALVANI, 2006; ANDRADE,

2011).
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Estudos histolégicos revelaram auséncia ou paucidade parasitaria em
coracBes com extenso dano tecidual (ANDRADE & ANDRADE, 1955), porém ensaios
mais elaborados detectaram, com maior sensibilidade, a presenca de reacao
antigeno-anticorpo através de imuno-histoquimica, e DNA do parasita por PCR
(JONES et al., 1993). Tendo em vista intensa inflamacdo encontrada em coragcdes
chagéasicos associada a pequena carga parasitaria tecidual, cristaliza-se o conceito
de que este tipo de cardiomiopatia seja essencialmente um processo inflamatoério-
infeccioso, sendo necessario avaliar em possiveis estratégias terapéuticas se o
tratamento tripanocida aliado ao controle da resposta imunoldgica adversa podem

modificar a historia natural a doenca.

1.3. Imunologia da Doenca de Chagas

O sistema imunolégico tem por func¢édo fisiolégica primordial a defesa contra
substancias e microrganismos infecciosos. Os diversos mecanismos imunologicos
que combatem as infec¢des e protegem o organismo de moléculas estranhas podem
ocasionar lesao tecidual em algum momento. A defesa contra microrganismos
acontece em duas vias distintas, em reacdes ocasionadas pela imunidade natural ou
adquirida. Os mecanismos bioquimicos, celulares e moleculares presentes no sistema
imune funcionam em homeostase e estdo programados para protecéo contra agentes
externos e patdégenos (BURNET, 1971 ; ABBAS, 2008).

A imunidade que reage contra patdégenos é constituida, essencialmente, por
barreiras fisicas e quimicas, células do sistema monofagocitario, células NK, fracdes
do sistema complemento, mediadores de inflamacédo e citocinas. Essa € a primeira

linda de defesa contra infec¢des (SILVERSTEIN, 2001; JANEWAY et al., 2001). Por
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outro lado, a imunidade adquirida ou adaptativa é gerada ao longo da vida mediante
a exposicao a agentes infecciosos. Esse sistema é estimulado por meio da exposi¢cao
ao microrganismo infeccioso, que, uma vez reconhecido, gera uma memoaria
imunologica. Tal memoaria protege o organismo de futuras infeccbes por um mesmo
antigeno. Os principais componentes da resposta imunoldgica adquirida sdo os
linfécitos B, T e seus produtos (ALBERTS, 2002; ABBAS, 2008).

Na infeccdo por T. cruzi, o parasita infecta as células nucleadas do hospedeiro
por meio de um arsenal de proteinas. As principais sdo as polimérficas de superficie
(glicosilfosfatidilinositol - GPIs), trans-sialidases, mucinas, dentre outras, essenciais
para formacdo do vacuolo parasitéforo (DE PABLOS & OSUNA, 2012;
BARTHOLOMEU et al., 2014).

T. cruzi invade preferencialmente os macréfagos e apds varios ciclos de
duplicacdo, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineos que
infectam as células vizinhas (ANDRADE et al., 2014). A resposta imunoldgica inata
durante a fase aguda é mediada principalmente por linfocitos NK produtores de INF-
y para ativagdo dos macrofagos e consequente produgao de 6xido nitrico para a lise
parasitaria (FILTJENS et al., 2016; DA COSTA, 2017).

Uma vez que as formas tripomastigotas atingem a corrente sanguinea, o
parasita utiliza suas proteinas de superficie como calreticulina e GP160 para controlar
a contornar a lise e a opsoniza¢do mediadas pelo sistema complemento (NORRIS et
al., 1994; FERREIRA et al., 2004).

Estudos em camundongos monstraram, por sua vez, que a infeccao
chagasica crbnica é caracterizada pela expansao clonal de células T CD8 enquanto
a infeccdo no homem induz a uma reducéo na capacidade da resposta imune contra

antigenos de T.cruzi. Embora existam respostas imunes robustas em roedores e
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humanos, a infeccéo crénica ndo pode ser eliminada pelo sistema imunolégico. Na
infeccdo crénica, o numero de parasitas é reduzido, porém linfocitos TCD8 destroem
as células que contém amastigotas, o que caracteriza a atividade citolitica dessas
células associadas as lesdes teciduais a longo prazo (DOS REIS, 2011; TARLETON,

2015).

1.4. Tratamento parasiticida

Estima-se que mais de 7,19 bilhdes de ddlares/ano sdo gastos no mundo no
tratamento de pacientes com CCC, em razdo da elevada taxa de complicacdes
clinicas da cardiomiopatia, que implicam em altos custos hospitalares e de
monitoracdo nessa populacdo (LEE, 2013). As terapias vigentes destinadas ao
parasita apresentam-se pouco eficazes em pacientes cronicamente infectados, na
contramao dos altos indices de cura reportados na fase aguda da infeccdo (BERN,
2015).

Atualmente o benzonidazol e o nifurtimox sdo as Unicas drogas disponiveis
para o tratamento da DC, sendo apenas o benzonidazol disponivel no Brasil.

O benzonidazol possui atividade anti-T. cruzi, tendo como mecanismo de a¢ao
a inibicao direta da sintese de DNA do parasita, atuando principalmente nas formas
extracelulares, ou seja, a tripomastigota (MAYA et al., 2007). Esse medicamento é
indicado especialmente em casos agudos em que a infeccdo tenha ocorrido por
transmissao natural, transfusdo sanguinea ou acidental e doenga imunossupressora
(NAGAJYOTHI et al., 2012). E consenso que todos os pacientes que manifestem a

forma aguda da doenca, seja por primoinfec¢ao ou reagudizacéo da infec¢cao cronica,



Introducéo | 11

devam receber tratamento parasiticida, exceto gestantes, pelo conhecido potencial
teratogénico da droga (ANDRADE et al., 2011).

A terapia com benzonidazol pode apresentar complicacdes relacionadas a
sua tolerancia em uma parcela de pacientes que apresentam efeitos colaterais como:
dermatite alérgica (29-50%); parestesia (0-30%), neuropatia periférica (0-30%),
anorexia e perda de peso (5-40%), nausea e vOmitos (0-5%), leucopenia e
trombocitopenia (<1%) levando a interrupcéo precoce do tratamento em 7 a 20% dos
casos onde a droga é utilizada (BERN, 2015).

Em estudo prospectivo, multicéntrico (5 paises da América Latina),
randomizado, placebo controlado, duplo-cego, chamado BENEFIT, avaliou-se em
uma populacdo de 2854 pacientes com CCC, se a terapia com o benzonidazol
modificaria o tempo até os seguintes desfechos primarios: morte, reanimacao por
parada cardiorrespiratéria, colocacdo de marcapasso ou cardiodesfibrilador
implantavel, taquicardia ventricular sustentada, novo episédio de insuficiéncia
cardiaca aguda, acidente vascular encefalico e tromboembolismo sistémico/pulmonar.
Ndo houve diferenca com significancia estatistica entre os pacientes do grupo
benzonidazol e placebo em relacdo ao tempo até o desfecho primario estabelecido. O
estudo concluiu que apesar da terapia com benzonidazol reduzir a deteccao
parasitaria pelo método molecular utilizado (PCR), ndo houve reducéo na deterioracéo
clinica nos 5 anos de segmento analisados, indicando que em pacientes com CCC, o
tratamento tripanocida, de forma isolada, ndo modificou o curso natural e
complicagbes da doenca (MORILLO et al., 2015).

A despeito dos sdlidos resultados e metodologia empregada no estudo
BENEFIT, os resultados expressaram o comportamento da doenca de em diferentes

paises, com cepas diferentes de T. cruzi, logo podendo conferir heterogeneidade
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geografica sobre a resposta terapéutica. Analisando de forma isolada os resultados
deste estudo no Brasil, foi visto forte tendéncia em reducdo do desfecho primario
(baseado em morbidade e mortalidade), e na analise post-hoc, houve menor taxa de
hospitalizacbes em pacientes tratados com benzonidazol (RASSI et al., 2017).

Em recente coorte com 1813 pacientes acompanhados por um periodo de 2
anos, composta por dois grupos, um tratado com benzonidazol e outro nédo tratado, foi
demonstrado significativa redu¢cdo de morte por doenca cardiaca e dos marcadores
de agravamento da doenca de base (alteracdes eletrocardiograficas, elevacdo do NT-
pro-BNP e positividade no PCR) nos pacientes que receberam o benzonidazol. Vale
ressaltar que, ao contrario do estudo BENEFIT, a terapia foi iniciada de maneira mais
precoce em relacdo aos critérios de: média de idade dos individuos e critérios de
gravidade clinica. Tais resultados ajudam a elucidar o atual panorama de incerteza
sobre os beneficios da terapia com benzonidazol na fase cronica, especialmente nas

fases mais precoces da doenca (CARDOSO et al., 2018).

1.5. Grelina

A grelina € um peptideo constituido de 28 aminoacidos o qual foi isolado do
estdbmago de ratos e humanos sendo identificado no ano de 1999 por um grupo de
cientistas japoneses (KOJIMA et al., 1999). E produzida em maior quantidade na
camada submucosa do estbmago, nas células oxinticas enddcrinas (X/A) situadas em
adjacéncia aos capilares e sem contato com o lumen estomacal (KORBONITS et al.,
2004). Em adicao, pequenas quantidades de grelina também s&o produzidas em

outros Orgaos, tais como: coragdo, pulmao, rins, pancreas, placenta, tecido linfatico,
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tiredide, glandula pituitaria, hipotalamo, alguns tecidos neoplasicos e linhagens de
células cancerigenas (ZHANG et al., 2010).

Atua como um ligante enddgeno para o receptor secretagogo do horménio de
crescimento (GHS-R) (CAO et al., 2013). O GHS-R é um receptor acoplado a uma
proteina-G que se liga a grelina para estimular a liberacdo do horménio do crescimento
(GH). No sistema cardiovascular, existem dois subtipos de GHS-R expressos, o0 GHS-
R tipo 1a e GHS-R tipo 1, no entanto a forma funcional é representada pelo GHS-R
tipo 1la, sendo encontrada em outros 6rgdos como: sistema linfoide, pancreas, trato
reprodutivo e sistema nervoso central (SMITH et al., 2001; GRANATA et al., 2011). O
miocardio constitui uma importante fonte de grelina (IGLESIAS et al.,, 2004), e a
expressdo de GHS-Rla em cardiomiécitos sugere a existéncia de mecanismo
autocrino/paréacrino da grelina no coracédo (BEIRAS-FERNANDEZ et al., 2010).

Uma série de estudos vém demonstrando a atividade cardioprotetora da
grelina. Os efeitos positivos associados a grelina sdo: reducdo da pressao arterial
(diminuicédo de pés-carga); efeito inotropico positivo; protecao endotelial; aumento do
metabolismo energético do miocéardio; regulacdo de aterosclerose; prevencdo de
lesbes por isquemia/reperfusdo e melhora no prognéstico de infarto do miocéardio
(CHANG et al., 2004; NAGAYA et al., 2001; LEDDEROSE, 2011). Também é relatada
reducdo da inflamacao cardiaca e endotelial através das respectivas inibicdes da
producdo de citocinas proé-inflamatérias, da ligacdo de células mononucleares e
inibicdo da ativacdo do fator-kappa B nuclear (NF-kB) em células endoteliais;
supressdao dos niveis de TNF-a e IL-6 miocardicas (CAO et al., 2013).

ZHANG et al. (2009) demonstraram o efeito da grelina na inibigdo do estresse
do reticulo endoplasmatico (ERS) em coracdes de ratos com isquemia cardiaca

induzida. Foi demonstrado nesse estudo que ratos com lesédo cardiaca isquémica,
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tratados com grelina, apresentaram melhora do quadro através da reducdo do ERS e
caspase-12, conferindo atividade antiapoptética, sugerindo a capacidade dos
cardiomiécitos de sobreviverem a forte estresse.

CAO et al. (2013) investigaram os efeitos da grelina na resposta inflamatéria
e na injuria cardiaca induzida por CPB (cardiopulmoray bypass). Estes pesquisadores
encontraram evidéncias de que a grelina inibia a resposta inflamatéria local e
sistémica nestes animais. O estudo mostrou que 0s niveis séricos e miocardicos das
citocinas IL-6 e TNF-a encontravam-se elevados nos animais com injdria miocardica,
e o tratamento com grelina diminuiu significantemente os niveis destas citocinas pro-
inflamatorias.

SHATI & DALLAK (2019) demonstraram importante atividade antiapoptotica
da grelina por meio da reducéo da ativacao extrinseca via Fas/FasL na leséo cardiaca,
em ratos, induzida por doxorrubicina, agente quimioterapico amplamente utilizado em
protocolos para o cancer de mama, com elevados indices de cardiotoxicidade.

No tocante a sua atividade anti-inflamatoria, desde sua descoberta, uma série
de estudos utilizando a grelina em situacdes experimentais pro-inflamatérias como:
sepse por puncgao cecal, injecéo intraperitoneal, intratraqueal e endovenosa de LPS;
nefrectomia; ligadura de colédoco, isquemia miocérdica, entre outros, demonstraram
que a administracdo exdgena da grelina reduziu a quantificacdo de citocinas pro-
inflamatorias. Destacam-se, nesses estudos, dentre 0s principais mecanismos anti-
inflamatorios atribuidos a grelina, a inibicdo do fator NFkB e ativacdo do sistema
nervoso parassimpatico (LI et al., 2004; GONZALEZ-REY et al., 2006; DEBOER et al.,
2008; CHORNY et al., 2008; ISERI et al., 2008).

Tendo em vista a atividade cardioprotetora e anti-inflamatéria extensamente

comprovadas da grelina, auséncia de estudos na fase crbénica da doenca de Chagas
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e crescente demanda por novas terapias que visem ndo apenas o controle parasitario,
mas também supressdo da resposta imune adversa e dano tecidual irreversivel, o
propésito deste trabalho foi avaliar se a aplicacdo exdgena de grelina, isolada e
associada com o benzonidazol, modifica a resposta imune, perfil apoptético e fungéo

cardiaca na fase crénica da doenca de Chagas experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Avaliar o efeito da administracdo exdgena da grelina sobre a funcéo cardiaca

e resposta imunoldgica na fase cronica da Doencga de Chagas em ratos Wistar

infectados pela cepa Y de T. cruzi.

2.2. Objetivos especificos

*Avaliar se a grelina reduz a quantificacdo do parasitismo sanguineo e tecidual,

assim como estudar as possiveis lesdes histoldgicas causadas pelo parasita.

* Avaliar se a grelina apresenta efeitos antiapoptoticos em esplendcitos por ensaio

de Anexina V e lodeto de Propideo.

* Interrogar os efeitos da grelina sobre os valores citocinas IL-1, IL-6, IL-10, IL-12,

TGF-B, TNF-a e IFN-y.

* Avaliacao fenotipica das populacdes celulares (CD3*, TCD4*, TCD8*, células NK)

por citometria de fluxo.

» Descrever os efeitos do tratamento com grelina e/ou benzonidazol sobre as variaveis
funcdo cardiaca por meio do estudo ecocardiografico e quantificacdo dos

biomarcadores sanguineos de lesé@o e congestao (Troponina I, T e NT-pro- BNP).
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3. Material e métodos

3.1 Animais

Trinta e seis (36) ratos machos adultos de linhagem Wistar, com peso entre
90-100 gramas, foram utilizados neste estudo. Os animais s&o provenientes do
Biotério Central da Universidade de S&o Paulo, Campus de Ribeirdo Preto.

Durante este estudo, os animais foram devidamente ambientados no
Laboratorio de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias de Ribeirdo Preto (FCFRP-
USP), abrigados em caixas plasticas, sendo respeitado o limite de 2 animais por caixa,
a temperatura de 23 + 2°C, com ciclo claro escuro 12/12 horas.

Todos os animais receberam racdo especifica para roedores e agua ad
libitum. As caixas e as maravalhas foram higienizadas a cada 3 dias, evitando assim,
0 acumulo de aménia, conforme preconizado pelos padrbes de experimentacdo
animal e normas adotadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. Protocolo experimental:

14.1.712.53.7.
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Tabela 1: Descricdo dos grupos e numero de animais utilizados

Grupos Sem Tratados Tratados com Tratados com
(ratos Wistar) tratamento com Grelina Benzonidazol Grelina e

Benzonidazol

Controle (C) n=6 _ _ B
Controle Grelina (CG) _ n=6 _ B
Infectado (l) n=6 _ _ _
Infectado Tratado Grelina (IG) B n=6 _ B
Infectado Tratado n=6

Benzonidazol (IB):
Infectado Tratado Grelina n=6

Benzonidazol (IGB):

Grupos Controles:

Controle (C): Animais sem infeccdo e sem tratamento (n=6)

Controle Tratado (CG): Animais sem infeccdo tratados com grelina (n=6)

Grupos Infectados pela cepa Y de T. cruzi:

Infectado (I): Animais infectados sem tratamento (n=6)

Infectado Tratado (IG): Animais infectados tratados com grelina (n=6)

Infectado Tratado Benzonidazol (IB): Animais infectados tratados com benzonidazol
(n=6)

Infectado Tratado Grelina e Benzonidazol (IGB): Animais infectados tratados com

grelina e benzonidazol (n=6)



Material e Métodos | 21

3.2 Infeccéo

Os animais foram infectados intraperitonealmente (i.p) com 100.000 formas
tripomastigotas sanguicolas de Y de T. cruzi. Essa cepa foi isolada por SILVA &
NUSSENZWIG (1953) por meio do xenodiagndstico em paciente na fase aguda da
doenca. A cepa Y é altamente virulenta e possui pico parasitémico entre o 7°e 14°
dia apds o indculo (DA COSTA et al., 2018). Além disso, essa cepa tem morfologia
delgada e esta associada a alta mortalidade e lesdes tissulares graves.

A cepa Y é mantida no laboratério em camundongos Swiss ndo isogénicos e

0S repiques com o sangue infectado séo realizados semanalmente.

3.3 Parasitemia

A parasitemia foi realizada no 8° dia ap0s a infeccao (pico de parasitémico) e
14° dia para a confirmacéo da infec¢éo, pelo método de Brener (BRENER, 1962)..

A andlise parasitémica também foi realizada nos 120° e 150° dias apés a
infeccdo. Todos os animais apresentaram auséncia das formas tripomastigotas
sanguicolas, o que determina que os animais avaliados se encontravam fase crénica

da infeccdo chagasica experimental.

3.4 Tratamento dos grupos

Os animais foram tratados a partir do 120°ap0s infecgdo. A grelina (R&D
Systems, TOCRIS, USA) foi diluida em solucdo salina estéril, administrada via

subcuténea na dose de 100ug/Kg/ EDA (SOEKI et al., 2013), durante 30 dias.
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O Benzonidazol (LAFEPE, Brasil), foi administrado via oral (gavage), na dose

de 100mg/kg/dia (DINIZ et al., 2013), por 3 semanas.

3.5 Dias de experimento e eutanasia

Para avaliar a funcdo cardiaca e resposta ao tratamento com grelina, a
ecocardiografia foi realizada em dois momentos distintos: 120 dias p.i. (pés-infec¢éo),
antes de iniciar o tratamento, e 150 dias p.i., ao final do tratamento (Figura 1).

Os animais foram eutanasiados ao 150° da infeccdo por decaptacdo e
anestesia prévia com isoflurano a 5% via inalatéria, conforme as diretrizes adotadas
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo.

Protocolo experimental: 14.1.712.53.7.

3.6 Coleta sanguinea

Para a contagem dos parasitas sanguineos realizou-se a venopuncédo (veia
dorsal da cauda), com auxilio de um cateter (angiocath 24g — BD — Nova Jersey —
USA) e colhidos 5uL de sangue. Essa aliquota foi transferida para uma lamina de
microscopia, coberta com laminula 22x22 mm. O numero de parasitas é determinado
pelo numero total de campos lidos na laminula, no aumento de 400 vezes e dividido

por 50. (BRENER, 1962).
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3.7 Ecocardiografia

Para realizacdo do exame, os animais foram anestesiados com quetamina
(40mg/kg) e xilazina (5mg/kg) por via intramuscular, tiveram a regido precordial
tricotomizada, e posteriormente foram submetidos ao estudo ecocardiogréfico
realizado com o equipamento Vevo 2100 (VisualSonics®, Toronto, Canada) acoplado
a transdutor linear multifrequencial (13,5-15MHz) sendo todos os estudos realizados
por um Unico observador sem conhecimento do grupo a cada animal pertencia. As
Imagens foram obtidas em janelas paraesternais esquerda e direita para obtencéo de
cortes em eixo curto e longo. O modo M foi utilizado para medir espessuras parietais,
didmetros sistdlico e diastolico e calcular a fracao de ejecéo (FEj) e de encurtamento
(FENn) do ventriculo esquerdo pela férmula de Teichholz como também para obtencéo
da excursao sistolica do plano anular tricuspide, o TAPSE (Figuras 2 e 3). Para avaliar
o didmetro anteroposterior de atrio esquerdo e aorta, foi utilizado o modo B em corte
de eixo curto ao nivel da base cardiaca (Figura 4). O Doppler de onda pulsada foi
utilizado para andlise do fluxo transmitral e mensuracdo da onda E, velocidade
diastélica de enchimento inicial, e a onda A velocidade diastolica de enchimento tardio
(Figura 5). O Doppler tissular (Figuras 6, 7 e 8) foi empregado na obtencdo das
velocidades de relaxamento iniciais e tardias da parede septal (e’ e @’) e parietal (e’'L
e a’ L.) como também na avaliacdo da velocidade sistdlica do ventriculo direito da
porcao lateral do anulo tricuspide (S'T). Todos os parametros foram obtidos de acordo
com as recomendacdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia e Sociedade

Europeia de Imagem Cardiovascular (LANG et al., 2015).
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Figura 1. Janela paraesternal direita para obtencao do corte longitudinal 5 cAmaras aquisicao
do modo M para mensuracao das cavidades e espessuras parietais em sistole e diastole.

l!' " . Institution usp

by Vevo™ 2100 Study Name CCC120 DIAS PARTE 11
Series Name RWO3R4
Frequency 15 MHz

Figura 2. Janela paraesternal esquerda em corte apical 4 camaras focado em ventriculo

direito para obtencdo do modo M em regido de anulo posterior tricispide e mensuracdo do
TAPSE.

RV ¥2100 Institution usp

ote. VOVO'Z Study Name CCC120 DIAS PARTE II
Series Name RWO04R2
Frequency 15 MHz
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Figura 3. Janela paraesternal direita,corte em eixo curto ao nivel da base cardiaca para
obtencdo dos didmetros antero-posteriores de aorta e atrio esquerdo.
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Series Name RATO 1
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Figura 4. Janela paresternal esquerda em corte apical 4 camaras e fluxo transmitral pelo
doppler de onda pulsada para medida das ondas E e A.
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Figura 5. Janela paraesternal esquerda em corte apical 4 cAmaras com obtencéo do doppler
tecidual do anel septal mitral e obtengéo das velocidades das ondas e’ e a'.
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Figura 6. Janela paraesternal esquerda em corte apical 4 cAmaras com obtenc¢éo do
doppler tecidual do anel lateral mitral e obtencéo das velocidades das ondas e’ L e a’ L.
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Figura 7. Janela paraesternal esquerda em corte apical 4 cAmaras com obtencéo do doppler
tecidual do anulo tricuspide para medida da velocidade sistélica (S'T).
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3.8 Desenho Experimental

Figura 8. Diagrama de fluxo esquematico com os momentos de infec¢do, ecocardiografia,
tratamento e eutanasia dos animais.
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3.9 Anélise fenotipica das células do lavado peritoneal por citometria de fluxo

Para a andlise fenotipica das células do lavado peritoneal (macrofagos),
aliquotas de 120uL (2x108células/poco) foram distribuidas em tubos para citometria
(Corning). A essa suspenséo celular, foram adicionados 150uL de paraformaldeido
3,72% v/v por 10 minutos em gelo. Em seguida, as amostras foram lavadas com 500uL
de tampao fosfato-salino gelado (PBS) (1x), centrifugadas a 3600 rpm por 4 minutos
a 4°C e o sobrenadante descartado.

Em seguida, foram adicionados 50uL de Fcblock (CD32 1:100), diluido em
tampéo Cell Staining Buffer (BD Biosciences Pharmingen) e as amostras foram
incubadas por 20 minutos a 4°C, ao abrigo da luz. Ao término da incubacao, as células
foram lavadas com PBS (1x) gelado, sendo submetidas a centrifugacao de 3600 rpm
por 4 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Apos a centrifugacdo, pellet foi
ressuspenso e incubados com anticorpos monoclonais anti - Macrophage e anti -
RT1B (BD Bioscience Pharmigen) (Tabela 2) por 30 minutos a 4°C, ao abrigo da luz.

Todos os anticorpos foram obtidos da BD Biosciences Pharmingen, e utilizados
na diluicdo 1:100uL. Apds a incubacéo, as células foram lavadas com PBS (1x) gelado
e submetidas a centrifugacdo de 3600 rpm por 4 minutos, sendo o sobrenadante
descartado. Ao término, foi adicionado ao pellet 150uL de Cell Staining Buffer (BD
Bioscience Pharmigen). A leitura das amostras foi realizadas em citometro de fluxo
Becton Dickinson FACS-canto e analisadas em software DIVA-BD (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA).
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Tabela 2. Anticorpos monoclonais utilizados na analise fenotipica de macrofagos:

Anticorpo Clone Concentragao
Anti - rat Macrophage subset-PE HIS36 0,2mg/mL
Anti-rat RT1B — PerCP 0OX-6 0,2mg/mL

3.10 Preparo da suspenséo celular do baco e analise fenotipica por citometria

de fluxo

Em condicdes assépticas, o baco de cada animal foi removido cirurgicamente
e transportado para uma placa de Petri pequena, contendo 5mL de RPMI-1640
incompleto. Posteriormente, este baco foi cuidadosamente macerado com auxilio de
émbolos estéreis peneiras cell strainer (BD) estéreis. A suspensdo de células
esplénicas foi transferida para tubos conicos (Falcon) e submetida a centrifugacéo de
1800 rpm durante 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante desprezado. Em seguida,
foi adicionado 2mL de tamp&o hemolitico ACK (NH4CL 0,15M, KHCO3 1mM, Na2zEDTA
0,1mM) durante 2 minutos, a temperatura ambiente. Apds centrifugacdo a 1800 rpm
por 10 minutos, as células foram ressuspensas em 10mL de RPMI-1640 incompleto.
Esta suspensdo de células permaneceu em repouso por 10 minutos a 4°C para
sedimentacao de fragmentos tissulares (matriz), que posteriormente foram removidos.
Em seguida, ap6s homogeneizacao cuidadosa dos tubos, acrescentou-se 5uL desta
suspensao celular em 495uL de solucédo de Azul de Trypan (0.4%) para a contagem
de células viaveis em camara de Neubauer. Depois disto, as concentracdes foram
acertadas para 2x107 células/mL; 2x108 por tubo em meio RPMI-1640 incompleto,

para cada animal.
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A analise fenotipica das subpopulacdes de linfocitos foi realizada por
citometria de fluxo, com a marcacao por anticorpos monoclonais dirigidas contra
antigenos de superficie das células de interesse neste estudo. Aliquotas de 100uL da
suspensdo de células esplénicas (2x10°%celulas) foram distribuidas em tubos de
citometria, e fixados com 150uL de paraformaldeido 3,72% por 10 minutos em banho
de gelo. Apos lavagem com PBS (1x) gelado e centrifugacdo de 3600 rpm por 4
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados 50uL
de Fcblock diluido em tampao Cell Staining Buffer. Essas amostras foram incubadas
por 20 minutos a 4°C, ao abrigo da luz. Ao fim da incubacéao, as células foram lavadas
com PBS (1x) gelado, sendo submetidas a centrifugacao de 3600 rpm por 4 minutos
e 0 sobrenadante descartado.

O pellet foi ressuspenso e as amostras foram incubadas por 30 minutos a 4°C
(ao abrigo da luz) com anticorpos monoclonais para as seguintes subpopulacfes de
linfécitos: anti-CD3-APC, anti-CD4-PECy-7, anti-CD8-PercP, anti-CD45RA-PE, anti-
CD161-FITC.

Neste experimento, todos os anticorpos foram obtidos da BD Biosciences
Pharmingen, e utilizados na diluicdo 1:100puL (Tabela 3). Apés a incubacdo, as células
foram lavadas com PBS (1x) gelado e submetidas a centrifugacédo de 3600 rpm por 4
minutos, sendo o sobrenadante descartado. Em seguida, pellet foi resuspenso em
150uL de de Cell Staining Buffer (BD). A analise foi realizada em citobmetro de fluxo

Becton Dickinson FACS-canto com software DIVA (BD).
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Tabela 3. Anticorpos monoclonais utilizados na andlise fenotipica de esplendcitos:

Anticorpo Clone Concentragao
Anti-rat CD3 — APC 1F4 0,2mg/mL
Anti-rat CD4 — PECy-7 OX-35 0,2mg/mL
Anti-rat CD8 — PercP OX-8 0,2mg/mL
Anti-rat CD45RA - PE OX-33 0,2mg/mL
Anti-rat CD161a - FITC 10/78 0,5mg/mL

3.11 Obtencdo do extrato parasitario dacepaY de T. cruzi

As formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram obtidas a partir de
culturas de células LLCMK2. As células LLCMK2 foram infectadas com a cepa Y de
T. cruzi e mantidas em meio RPMI-1640 (Sigma- Aldrich — Ltda) suplementado com
5% de soro fetal bovino (Gibco) por cinco dias em estufa de atmosfera Umida contendo
5% de CO2 a 37°C, obtendo-se uma cultura uniforme e confluente.

ApoOs este periodo, as formas tripomastigotas foram submetidas a
centrifugacéo por 1000 rpm durante 10 min a 4°C, para precipitacdo dos debris. Em
seguida, o sobrenadante foi centrifugado por 5000 rpm por 10 min a 4°C, para a
precipitacdo dos parasitas. Este sedimento resultante foi lavado cinco vezes em PBS
gelado (pH - 7.2) a 3000 rpm por 5 minutos. Apdés a Ultima centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e os parasitas ressuspensos em 1,5mL de PBS gelado,
sendo entdo, realizado trés a cinco de sonicacdo (20KHz, 30 watts), sendo 30
segundos por ciclo, para lise parasitaria e obtencdo do extrato. O sobrenadante
resultante foi filtrado (membrama 0,45um) e transferido para eppendorfs estéreis, e

congelados a -80°C (BRAZAO et al., 2015).
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O antigeno especifico de T. cruzi obtido foi usado nos ensaios in vitro de
proliferacéo celular de esplendcitos (CFSE) e apoptose. A concentracdo do extrato
parasitario utilizada nos ensaios foi de 300ug/mL (proteinas sollveis quantificadas por

meétodo de Bradford).

3.12 Anélise do padréo de apoptose no bago — Marcagdo com anexina-V e iodeto

de propideo

Para a andlise do processo de apoptose, a suspensao de células esplénicas
(100uL), acertadas para 2x10° células/tubo, com meio RPMI-1640 incompleto, foi
distribuida em tubos de citometria. Estas células foram centrifugadas a 3600 rpm por
4 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. Em seguida, adicionou-se as
suspensdes celulares, 100uL da solucdo tampé&o de ligacdo de anexina-V (Annexin
Binding Buffer — BD Biosciences Pharmingen) diluido 1:10 em agua purificada e 1uL
de anexina-V FITC (isotiocianato de fluoresceina). As células foram incubadas por 15
minutos (ao abrigo da luz) a temperatura ambiente. No momento da leitura em
citbmetro de fluxo, foi adicionado 1uL de iodeto de propideo (PI).

Adicionalmente, foi realizada a analise de apoptose de esplendcitos em
cultura celular (in vitro). Para esta andlise, as células (2x10°% células/pogo) foram
distribuidas em placas de 96 pocos e incubadas em estufa de atmosfera Umida a 5%
CO2 por um periodo de 24 horas. As amostras também foram distribuidas e incubadas
com antigeno especifico de T. cruzi (300ug/mL). Apds o periodo de incubacéo, as
células foram transferidas para tubos de citometria e lavadas duas vezes (volume de
200uL) em tampao Annexin Bindding Buffer (BD) e centrifugadas a 3600rpm por 4

minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso com tampéao
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de ligacdo Annexin Bindding Buffer diluido e anexina-V (FITC), em diluicdo 1:100.
Prosseguiu-se a incubacao de 15 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente
(BRAZAO et al., 2015). No momento da leitura, foi adicionado Pl em diluicdo 1:100 e
as amostras foram lidas em citobmetro de fluxo Becton Dickinson FACScan com

software DIVA (BD).

3.13 Andlise da proliferacédo de esplenécitos por método de CFSE

Para realizacdo do ensaio de esplendcitos, estas células foram ajustadas, na
concentracdo de 2x108células/mL, sendo em seguida ressuspensas em PBS (1x) pré-
aquecido (37°C) e incubados com 1,1uL de CFSE (do inglés, “carboxyfluorescein
succinimidyl” ester — BD Biosciences Pharmingen) (5uM), durante 10 minutos ao
abrigo da luz a 37°C. Os tubos contendo as suspensdes celulares foram agitados
gentiimente de forma periddica a cada 2 minutos para assegurar uma marcagao
homogénea. Em seguida, a marcacao foi bloqueada pela adicdo de meio RPMI-1640
(gelado) contendo 5% de SBF. Em seguida, os tubos foram agitados gentilmente e
deixados a temperatura ambiente por 1 minuto. Ap6s o tempo, estes foram
submetidos a centrifugacao de 8000 rpm por 1 minuto a 4°C, sendo o sobrenadante
descartado e o pellet ressuspendido em meio RPMI-1640.

Aliquotas desta suspensédo (100uL) foram distribuidas em tubos de citometria
para leitura basal, em citdmetro de fluxo Becton Dickinson FACScan (BD), e em placas
de 96 pocos com fundo redondo (incubadas ao abrigo da luz) em estufa de atmosfera
umida (5% de CO32), durante 4 dias a 37°C. Ambos, na presenca de antigenos
especificos de T. cruzi (300ug/mL) e Concanavalina A (ConA — 2,5ug/mL) (SIGMA,

USA). Apds o término da incubacéo, as células foram aspiradas da placa e distribuidas
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em tubos de citometria, sendo que, cada poco da placa, foi lavado trés vezes com
100uL de PBS (1x). Em seguida, adicionou-se 100uL de Fcblock diluido em tampéao
de Cell Staining Buffer, com posterior incubacao por 20 minutos a 4°C, ao abrigo da
luz.

Apos o término desta incubacao, as células em suspensao foram lavadas com
PBS (1x) gelado, sendo submetidas a centrifugacédo de 3600 rpm por 4 minutos a 4°C
e 0 sobrenadante descartado. Em seguida, as células foram marcadas com anticorpos
monoclonais anti-CD3 APC (aloficocianina), diluidos em tampéo Cell Staining Buffer
(diluicdo 1:100uL), com posterior incubacao por 30 minutos, a 4°C, ao abrigo da luz
(LYONS & PARISH, 1994; WANG et al., 2007).

ApoOs a incubacao, as células foram lavadas com PBS (1x) gelado e submetidas
a centrifugacdo de 3600 rpm por 4 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Foi
adicionado ao pellet 150uL de paraformaldeido 1%, diluido em PBS (1x) gelado. A
andlise foi realizada em citbmetro de fluxo Becton Dickinson FACScan com software

DIVA (BD).

3.14 Ensaios imunoldgicos — Dosagens de Citocinas, Troponinas I, T e NT-pro-

BNP

Dosagens de TGF-B, TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, Troponinas l e T e
NT-pro-BNP foram mensuradas nas amostras de soro dos animais com Kits de ELISA
(R&D Systems, INC, USA,; Biolegend Inc.San Diego, CA). Os testes foram realizados
em duplicata de acordo com as instru¢des do fabricante de cada Kit utilizado. As

leituras foram feitas em leitor de ELISA (BioTek Instruments, Inc. Winooski, VT, USA).
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3.15 Histologia cardiaca

O coracéo foi extraido cirurgicamente e lavado em solucéo salina 0,9% estéril,
com posterior fixagcdo em solucdo de ALFAC (mistura de alcool etilico, formol e acido
acético) por 24 horas. Apos este periodo, o ALFAC foi retirado e substituido por alcool
etilico 80%, até a inclusdo do 6rgdo em parafina. Foram confeccionados cortes
histolégicos de 6uM de espessura, corados com hematoxilina-eosina (HE). O
parasitismo foi determinado através da analise quantitativa do nimero de ninhos de

amastigotas observados em todo corte histolégico do coracéo (400x).

3.16 Deteccdao de T. cruzi por PCR

3.16.1 Extracédo de DNA de tecido cardiaco

O DNA genbmico do tecido cardiaco de todos os grupos foi entdo extraido com
o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega - USA), conforme manual.
Por¢des (10 — 15 mg) de uma regido semelhante do coragao (regido média da parede
ventricular) foram utilizadas. O DNA extraido foi quantificado em espectrofotdmetro e

normalizado para 50 ng/ul.

3.16.2 Reacdo da polimerase em cadeia (PCR)

O DNA de T. cruzi foi detectado por PCR, utilizando os primers S35 (5'-

AAATAATGTACGGGTGAGATGCATG) e S36 (5-GGGTTCGATTGGGGTTGGTG)

gue amplificam uma regido de 330 pb (STURM, 1989). A PCR foi realizada com o uso
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do kit GoTag® Green Master Mix (Promega). Cada amostra foi composta de 25 uM
GoTag® Green Master Mix (20mM Tris-HCI, 50mM KCI, 0,2 mM de dNTP mix; 1,5 mM
de MgClz, Taqg polimerase), 20 pmol de cada primer, 100 ng de DNA e agua DNAse
free num volume total de 50 ul. O DNA amplificado foi separado por eletroforese em gel

de agarose 0,8% com tampao TAE e visualizado sob luz UV com brometo de etidio (0,5

pg/ml).

3.17 Anédlise estatistica

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente pelo programa
computacional GraphPad Prism® versdo 5.0 (Graph Pad Software, USA).
A comparagdo entre 0s grupos experimentais foi realizada através da analise de
variancia, One Way ANOVA seguido do post-test de Bonferroni.

A analise estatistica da parasitemia sanguinea e do parasitismo cardiaco dos
animais dos grupos infectados (I e 1G) foi realizada utilizando-se o teste néo

paramétrico de Mann-Whitney. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.



Resultados
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4 — RESULTADOS

4.1 Ecocardiografia

Os estudos ecocardiograficos foram realizados em todos os animais (6 animais
por grupo, totalizando 36 animais) nos dois tempos determinados (120 e 150 dias),
nao havendo, por limitacGes técnicas do exame, exclusdo de qualquer animal desta
avaliacdo. As variaveis ecocardiograficas obtidas aos 120 e 150 dias estéo
apresentadas nas tabelas 4,5, 6 e 7.

A analise da funcédo sistolica do ventriculo esquerdo através da fracdo de
ejecdo (FEj) e encurtamento (FEn) ndo demonstrou diferengca com significAncia
estatistica entre os diferentes grupos experimentais no periodo pré-tratamento (120
dias) e ao final da terapia (150dias). As dimensdes internas do ventriculo esquerdo
em sistole e diastole e seus volumes (DIVEd, DIVEs, VDF e VSF), espessuras
parietais em sistole e diastole (SIvd, SIVs, PLVEd e PLVESs), diametros
anteroposteriores de aorta e atrio esquerdo e sua razdo normalizada (AE/AO) nao
apresentaram diferenca com significancia estatistica

Na avaliagdo da fungéo sistolica do ventriculo direito, avaliada através das
variaveis de excursao sistolica do plano anular tricispide (TAPSE) e velocidade anular
tricuspide (S’T), ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre os
grupos experimentais no periodo pré-terapia (120 dias) e apoés terapia (150dias).

A avaliagéo da funcéo diastolica foi obtida em 100% dos animais, ndo havendo
fusdo das ondas diastolicas (E e A) em nenhum animal, o que impossibilitaria a
avaliacéo individual destes dois componentes. As ondas E e A do fluxo transmitral néo

apresentaram diferenca com significancia estatistica entre o0s grupos nos dois
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periodos estudados. A média da relacdo E/A foi maior que 1 e menor que 2 em todos
0S grupos estudados, sem variagao significativa na velocidade da onda E, indicando
preservacao da funcao diastélica em todos os grupos estudados. O estudo de doppler
tecidual dos anéis septal e lateral da valva mitral demonstrou reducéo
significativamente estatistica na velocidade da onda e’ L no grupo infectado (1) quando
comparado ao grupo controle tratado com grelina (CG) no periodo pds-tratamento
(150dias). No entanto nao foi encontrada diferenca estatisticamente significante da
velocidade da onda €’ L do grupo | comparado aos grupos infectados tratados com
grelina e benzonidazol isolados e em associacéo (IG, 1B, IGB). As demais variaveis
derivadas do doppler tecidual ndo apresentaram significAncia estatistica entre os

grupos nos tempos estudados.
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Tabela 4. Parametros ecocardiogréficos da analise do modo M e Modo B com média e
desvio padréo aos 120 dias p6s-infeccdo nos diferentes grupos experimentais. Letras
diferentes, quando presentes, indicam significancia estatistica entre os grupos. SIVd: Septo
interventricular na diastole; SIVs: Septo interventricular na sistole; DIVEd: Didmetro interno do
ventriculo esquerdo na didstole; DIVEs: Diametro interno do ventriculo esquerdo na sistole;
PLVEd: Parede livre do ventriculo esquerdo na diastole; PLVEs: Parede livre do ventriculo
esquerdo na sistole; Fej: Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; FEn: Fracdo de
encurtamento do ventriculo esquerdo; VDF: Volume diastdlico final; VDS: Volume sistdlico
final; AE: Diametro anteroposterior do atrio esquerdo; AO: Diametro anteroposterior da aorta;
AE/AO: Relacéo éatrio esquerdo/aorta; TAPSE: Excurséo sistolica do plano anular tricaspide.

p<0,05.
Parametro C CG I IGB B IG p
SIvd (mm) 1,946+0,163 2,102+0,158b  2,383+0,201a 2,023+0,213 1,915+0,235b 1,956+0,272b  0,0082
SIVs (mm) 2,724+0,281  2,907+0,172 3,105+0,294  2,851+0,413  2,749+0,364  2,810+0,430 0,4272
DIVEd 8,5697+0,387  8,548+0,798 8,112+1,032  8,674+0,506  8,609+0,849  9,038+0,668 0,468
(mm)
DIVEs 5,5617+0,524  5,212+0,694 5,041+0,869  5,391+0,693 5,303+0,683  5,707+0,851 0,709
(mm)
PLVEd 2,248+0,153  2,287+0,356 2,362+0,346  2,166+0,373  2,177+0,271  2,303+0,355 0,888
(mm)
PLVEs 3,083+0,432  3,343+0,050 3,5624+0,196  3,073#0,410  3,431+0,366 3,278+0,3585 0,161
(mm)
Fej (%) 63,08+6,45 67,42+4,59 66,22+4,94 65,49+7,16 66,39+5,82 63,90£10,45 0,911
FEN (%) 35,81+4,67 39,16+3,52 38,04+3,94 37,94+5,65 38,36+4,75 36,87+7,88 0,933
VDF (uL)  405,3+40,68  403,9+82,78 361,7+104,1  414,0£52,54  409,9+87,97  454,5+72,33 0,508
VSF (uL) 148,2+36,11 132,8+41,47 124,8+50,52 143,5+41,60  138,2+40,15 164,6+54,54 0,735
AE (mm) 6,866+0,343 6,423+0,143 7,193+0,639 6,510+0,728  5,989+0,716 6,984+1,094 0,071
AO (mm)  4,81740,213  4,79440,195 5,188+0,698  4,674+0,118 4,746+0,467  4,910+0,388 0,379
AE/AO 1,422+0,066 1,336+0,078 1,428+0,146 1,388+0,136  1,260+0,128 1,415+0,168 0,226
TAPSE 3,234+0,349 3,301+0,695 3,363+0,481 3,113+0,538  3,763%0,430 3,247+0,381 0,291

(mm)
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Tabela 5. Pardmetros ecocardiograficos do estudo doppler pulsado e tecidual com
meédia e desvio padrédo aos 120 dias pos-infeccdo. Letras diferentes, quando presentes,
indicam significancia estatistica entre os grupos. E: Onda diastolica de enchimento inicial;
A: onda diastdlica de enchimento tardio; e€’: onda diastdlica inicial do Doppler tecidual no anel
septal; a’: onda diastdlica tardia do Doppler tecidual no anel septal; e’ L: onda diastdlica inicial
do Doppler tecidual no anel lateral; a’ L: onda diastdlica tardia do Doppler tecidual no anel
lateral; E/e’: Razao entre as ondas E e €’; S'T: Velocidade da onda sistolica da porcéo lateral
do anulo tricuspide. p<0,05.

Parametro

E (mm/s)

A (mm/s)
E/A

e’ (mm/s)

a’ (mm/s)
e'L

(mm/s)

a'L

(mm/s)
Ele’

S'T (mm/s)

Cc

753,5+£116,8

466,6+31,3

1,598+0,307

36,97+4,78

29,40+9,71

40,26+12,45

32,75+9,71

20,60+4,13

87,43+15,26

CG

778,1+56,8

509,8+66,7

1,472+0,264

35,33+4,48

27,04x2,27

35,28+6,53

37,93+2,31

21,30+2,21

77,51+20,05

725,2+93,8

487,6+67,6

1,507+0,296

34,36+3,61

24,69+3,30

38,20£13,06

31,28+10,3

20,74+3,57

82,49+11,27

IGB

741,3+37,6

453,4+67,6

1,660+0,246

32,0045,66

25,59+4,55

33,65+1,58

28,1143,62

23,22+3,72

81,87+14,25

IB

808,3+131,0

499,0+77,3

1,620+0,159

35,35%6,19

28,73+5,52

41,51+3,19

31,2846,37

23,51+4,43

83,93+13,82

IG

835,0+166,1

515,4+49,7

1,622+0,316

36,60+6,54

31,09+7,89

37,85+4,90

33,70+10,96

23,17+£4,70

89,69+20,15

0,523

0,513

0,834

0,668

0,465

0,585

0,496

0,644

0,849
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Tabela 6. Parametros ecocardiogréaficos da analise do modo M e Modo B com média e desvio
padrdo aos 150 dias pés-infec¢cdo nos diferentes grupos experimentais. Letras diferentes,
guando presentes, indicam significAncia estatistica entre os grupos. SIVd: Septo interventricular na
diastole; SIVs: Septo interventricular na sistole; DIVEd: Diametro interno do ventriculo esquerdo na
diastole; DIVEs: Diametro interno do ventriculo esquerdo na sistole; PLVEd: Parede livre do
ventriculo esquerdo na diastole; PLVESs: Parede livre do ventriculo esquerdo na sistole; Fej: Fracéo
de ejecdo do ventriculo esquerdo; FEn: Fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo; VDF:
Volume diastdlico final; VSF: Volume sistdlico final; AE: Diametro anteroposterior do atrio esquerdo;
AO: Diametro anteroposterior da aorta; AE/AO: Relacado atrio esquerdo/aorta; TAPSE: Excurséo
sistolica do plano anular tricuspide. p<0,05.

Parametro
SIvd (mm)
SIVs (mm)
DIVEd (mm)
DIVEs (mm)
PLVEd (mm)
PLVEs (mm)
Fej (%)
FEN(%)
VDF (uL)
VSF (uL)
AE (mm)
AO (mm)
AE/AO
TAPSE (mm)

C
2,039+ ,2084
2,957+0,289
8,593+0,741
5,359+0,811
2,274+0,263
3,021+0,576

65,53+7,07

37,73+5,49
407,2+77,45
142,4+50,64
6,651+0,781
5,056+0,340
1,312+0,126
3,290+0,062

CG
2,049+0,097
2,994+0,284
8,294+0,857
5,060+0,790
2,193+0,165
3,272+0,141

67,55+5,24
39,19+4,08
377,6+86,45
125,0+43,15
6,835+0,401
5,107+0,162
1,334+0,066
3,341+0,347

I
2,330+0,062
3,073+0,157
8,073+1,340
5,226+0,581
2,575+0,403
3,460+0,222

61,47+7,27
34,49+5,56
362,0+116,9
133,0+31,53
7,463+0,633
5,306+0,468
1,407+0,079
3,271+0,197

IGB
2,247+0,282
2,946+0,259
8,037+0,533
5,152+0,539
2,265+0,189
3,235+0,378

64,84+3,91

36,89+2,88
349,8+51,33
124,0+29,16
6,941+0,915
5,122+0,164
1,353+0,192
3,555+0,291

1B

2,028+0,217
2,893+0,297
8,300+0,720
5,215+0,711
2,252+0,143
3,015+0,194

65,22+5,36

37,34+4,23
377,0£71,23
106,9+50,83
7,173+0,477
4,993+0,304
1,438+0,158
3,480+0,288

IG
2,130+0,232
2,958+0,307
8,447+0,545
4,955+0,382
2,313+0,320
3,474+0,332

69,85+5,23
41,20+4,47
390,7+56,01
116,6+20,77
7,315+0,403
5,149+0,497
1,452+0,135
3,674+0,564

0,056
0,918
0,871
0,928
0,246
0,120
0,257
0,234
0,871
0,742
0,305
0,777
0,445
0,281
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Tabela 7. Parametros ecocardiogréaficos do estudo doppler pulsado e tecidual com média e
desvio padrdo aos 120 dias pds-infeccdo. Letras diferentes, quando presentes, indicam
significancia estatistica entre os grupos. E: Onda diastolica de enchimento inicial; A: onda
diastdlica de enchimento tardio; e’: onda diastdlica inicial do Doppler tecidual no anel septal; a’: onda
diastdlica tardia do Doppler tecidual no anel septal; €’ L: onda diastdlica inicial do Doppler tecidual no
anel lateral; a’ L: onda diastdlica tardia do Doppler tecidual no anel lateral; E/e’: Raz&o entre as ondas
E e e’; S'T: Velocidade da onda sistélica da porgao lateral do anulo tricuspide. p<0,05.

Parametro
E (mm/s)
A (mm/s)
E/A
e’ (mm/s)
a’ (mm/s)
e’ L (mm/s)
a’ L (mm/s)
Ele’
S'T (mm/s)

C
807,4+130,3
478,9+92,78
1,690+0,144

34,28+3,92
34,25+15,05
38,31+2,93
35,33+8,48
23,59+4,62
70,61+6,55

CG
843,4+74,25
579,6+33,15
1,446+0,203

32,85+3,48
27,53+5,55
39,8845,1a
29,65+7,7
25,83+2,91
77,21+7,26

I
683,4+77,75
479,9+35,53
1,418+0,128

27,92+3,56
26,36+4,96
28,34+3,17b
24,82+5,73
24,60+2,18
95,45+8,3

IGB
794,2+139,7
474,5+107,4
1,740+0,494
34,47+8,52
31,38+8,759
36,00+2,92
29,68+5,03
21,18+3,86
84,49+9,04

1B
763,9+107,0
453,4+121,1
1,766+0,82
30,15+3,59
28,15+4,611
38,97+7,79
33,62+4,96
25,51+3,5

73,56+4,37

IG
732,4+95,52
465,9+43,72
1,507+0,227

30,58+5,34
27,78+6,381
36,92+9,50
35,68+8,07
25,3146,81
90,90+7,16

0,197
0,176
0,566
0,251
0,629
0,030
0,084
0,474
0,647
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4.2 Parasitemia na fase crbnica

A parasitemia foi avaliada 120° e 150° dias da infeccdo. Todos os animais
apresentaram auséncia de tripomastigotas no sangue, indicando que todos estavam

na fase cronica da infeccéao.

4.3 Determinacdo de macrofagos peritoneais e expressdo de RT1B por
citometria de fluxo

Na fase crbnica da infeccao, o grupo infectado sem tratamento (I) apresentou
reducdo estatisticamente significante quando comparado ao grupo controle (C). O
tratamento dos animais infectados com grelina produziu um aumento no percentual
de macrofagos em relacdo ao grupo infectado sem tratamento, no entanto nao foi

estatisticamente significante (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo do percentual de macréfagos totais obtidos a partir do lavado
peritoneal de ratos Wistar machos, fase cronica da infeccdo, nos seguintes grupos
experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado (1), infectado tratado
com grelina (IG), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado tratado com grelina e
benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n=6; resultados
apresentados em média e erro padrao da média. Os grupos que ndo compartilham a mesma
letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple
comparison posttests).
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4.4 Macrofagos RT1B*

Em relacdo a expressao de RT1B em macréfagos, a comparacdo entre os
grupos mostrou que o tratamento com grelina e/ou benzonidazol ndo alterou a

expressao desta molécula em macrofagos nos grupos estudados (Figura 10).

Figura 10. Representacéo da expressao do antigeno RT1B* em macrofagos obtidos a partir
do lavado peritoneal de ratos Wistar machos, fase cronica da infec¢cdo, nos seguintes grupos
experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado (), infectado tratado
com grelina (IG), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado tratado com grelina e
benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n=6; resultados
apresentados em média e erro padrdo da média. p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni's
multiple comparison posttests).
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4.5 Andlise das subpopulacdes de linfocitos CD3* CD4*e CD3*CD8*

O tratamento dos animais infectados com grelina (IG) ou benzonidazol (IB)
isoladamente nao alterou as populacdes de linfécitos TCD4* e TCD8*. No entanto, o
tratamento dos ratos infectados com a associacdo de grelina e benzonidazol (IGB)
aumentou o percentual dessas células quando comparado ao grupo infectado sem

tratamento (IG). (Figura 11).

Figura 11. Avaliacédo das subpopulag@es de linfocitos CD3* CD4* (A) e CD3* CD8* (B) no baco
de ratos Wistar, na fase cronica da infeccdo, nos seguintes grupos experimentais: controle
(C), controle tratado com grelina (CG), infectado (l), infectado tratado com grelina (IG),
infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado tratado com grelina e benzonidazol (IGB).
Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n=6; resultados apresentados em
média e erro padrdo da média. Os grupos que nao compartiham a mesma letra séo
significantemente diferentes.
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4.6 Andlise do percentual de linfocitos B (CD45RA™)

A comparagdo entre 0s grupos estudados mostrou que o tratamento com
grelina e/ou benzonidazol ndo alterou o percentual de linfocitos B (CD45RA™*) na fase

cronica da infecgdo. (Figura 12).

Figura 12. Avaliacdo fenotipica do percentual de linfocitos B (CD45RA*) no baco de ratos
Wistar, na fase crbnica da infec¢ao, nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle
tratado com grelina (CG), infectado (1), infectado tratado com grelina (1G), infectado tratado
com benzonidazol (IB) e infectado tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo
de animais em cada dia de experimento n=6; resultados apresentados em média e erro padrao
da média. Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sdo significantemente diferentes,
p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison posttests).
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4.7 Avaliacao da proliferacédo celular pelo método de CFSE

O perfil de proliferacéo celular de células do baco foi analisado com células
marcadas com CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester). Essa molécula
fluorescente se liga a proteinas do citoplasma e € distribuida a células filhas. Nossos
resultados mostram que na fase crbnica da infeccdo a proliferacdo celular basal
(Figura 13) ndo apresenta diferencas estatisticamente significantes nos diferentes
grupos estudados.

A analise de proliferacédo celular em cultura (4 dias), nos pocos sem estimulo
(meio RPMI), apresentou uma reducdo estatisticamente significante entre o grupo
controle tratado com grelina (CG) quando comparado ao grupo controle sem
tratamento (C). Nesta mesma andlise, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos infectados (Fig. 14 A).

Para os pocos estimulados com Concanavalina-A, observamos um aumento
significante da populacdo de esplendcitos para o grupo controle tratado com grelina
(CG) quando comparado ao grupo controle sem tratamento (C). O mesmo acontece
para o grupo infectado tratado com grelina e/ou benzonidazol (IG, IB, IGB) quando
comparado ao grupo infectado (I) (Fig. 14 B).

A avaliacdo da proliferacdo celular de 4 dias, em pocos estimulados com
extrato parasitario, mostrou aumento estatisticamente significante entre os grupos
infectados tratados com grelina (IG), benzonidazol (IB) ou associa¢éo das substancias

(IGB) quando comparados ao grupo infectado sem tratamento (I) (Fig. 14 C).
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CFSE - Basal

Figura 13. Proliferacdo de esplendcitos, a partir do baco de ratos Wistar (fase cronica
da infeccdo), nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com
grelina (CG), infectado (1), infectado tratado com grelina (IG), infectado tratado com
benzonidazol (IB) e infectado tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada
grupo de animais n=6; os resultados estado apresentados em media e erro padrao da
média. Grupos que ndo compartilham a mesma letra séo significantemente diferentes,
p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison posttests).
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CESE em cultura-72 horas

Figura 14. Proliferacdo de esplendécitos em cultura, a partir do baco de ratos Wistar (fase
cronica da infeccéo), nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com
grelina (CG), infectado (l), infectado tratado com grelina (IG), infectado tratado com
benzonidazol (IB) e infectado tratado com grelina e benzonidazol (IGB). As células foram
marcadas com CFSE, colocadas em meio de cultura durante 4 dias, em contato com ConA e
antigenos de T. cruzi. ApGs a incubacao de 4 dias, as células foram marcadas com anticorpo
anti-CD3 (APC) e a proliferacdo foi avaliada em citdbmetro de fluxo. Para cada grupo de
animais n=6; os resultados estdo apresentados em média e erro padrao da média. Grupos
que ndo compartilham a mesma letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way
ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison posttests).

(B)

A)
Meio
80- 8
e k]
5 b,c ~
60 )
: a,b d §
2 a ac % |
B 40- 2
5 S
A [32)
™ i [a)
5 9
X b X

(©)
Extrato parasitario
50-
401 4 b b, c
b
30+ a a

204

104

%CD3*CFSE'®Y 4 dias




Resultados | 52

4.8 Andlise fenotipica de células NK (CD 161*) e NKT (CD3* CD161")

A percentagem de células NK foi reduzida no grupo infectado tratado com
grelina (1G) e infectado tratado com ambos os farmacos (IGB), quando comparados
ao grupo infectado (I) (Fig. 15 A). Nao foram observadas alteracOes estatisticas
significantes nas células NKT para grupos IG, IB e IGB em compara¢cdo com o grupo

infectado (1) (Fig. 15 B).

Figura 15. Porcentagem de células NK (A) e NKT (B) na fase crbnica da infeccdo, nos
seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado (1),
infectado tratado com grelina (IG), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado tratado
com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados estao
apresentados em média e erro padrdo da média.Grupos que ndao compartilham a mesma letra
sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple
comparison posttests).
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4.9 Andlise do processo de apoptose e viabilidade celular

Os gréficos abaixo mostram a analise do processo de apoptose celular na
infeccdo chagasica experimental cronica. Os grupos IG, IB e IGB apresentaram
significativa reducéo da porcentagem de células no estagio inicial e tardio de apoptose
quando comparados ao grupo infectado n&o tratado, sendo essa reducao
estatisticamente significante (Figuras 16A e 16B).

Por outro lado, observa-se um aumento na porcentagem de células viaveis
para os grupos IG, IB e IGB quando comparados ao grupo infectado sem tratamento

(), sendo a diferenca estatisticamente significante (Figura 16C).
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Figura 16. Marcacédo de células do baco com Anexina V e lodeto de propideo nos seguintes
grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado (l), infectado
tratado com grelina (IG), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado tratado com
grelina e benzonidazol (IGB). As células foram marcadas com Anexina-V-FITC e iodeto de
propideo (PIl) para os estagios de apoptose inicial (A), apoptose tardia (B) e células viaveis
(C). Grupos que nao compartilham a mesma letra ao significantemente diferentes, p<0,05
(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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4.10 Analise do perfil de apoptose e viabilidade celular em cultura (24 horas, sem

estimulo)

Os gréficos abaixo mostram a andlise do processo de apoptose em cultura de
24 horas, sem estimulo parasitario. Os grupos IG, IB e IGB apresentaram uma
reducdo estatisticamente significante nos estagios inicial e tardio de apoptose, quando
comparados ao grupo infectado sem tratamento (Fig. 17A e 17B).

Houve um aumento estatisticamente significante no percentual de células

viaveis nos grupos IG, IB e IGB quando comparados ao grupo | (Figura 17C).
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Figura 17. Marcacéo de células do baco com Anexina V e lodeto de propideo (incubacédo da
cultura por 24hs) nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com
grelina (CG), infectado (I), infectado tratado com grelina (IG), infectado tratado com
benzonidazol (IB) e infectado tratado com grelina e benzonidazol (IGB). As células foram
marcadas com Anexina-V-FITC e iodeto de propideo (PI) para os estagios de apoptose inicial
(A), apoptose tardia (B) e células viaveis (C). Grupos que ndo compartilham a mesma letra

sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple
comparison posttests).
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4.11 Analise do perfil de apoptose e viabilidade celular em cultura (24 horas,

extrato parasitario)

Os graficos abaixo mostram a analise do processo de apoptose em cultura de
24 horas, com estimulo de extrato de T. cruzi. Os grupos IG e IBG apresentaram uma
reducao estatisticamente significante nos estagios inicial e tardio de apoptose, quando
comparados ao grupo infectado sem tratamento (I) (Fig. 18A e 18B). Observou-se um
aumento significante de células viaveis no grupo IGB quando comparado ao | (Fig.

18C).
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Figura 18. Marcacéo de células do baco com Anexina V e lodeto de propideo (incubacéo da
cultura por 24hs, estimuladas com extrato de T. cruzi) nos seguintes grupos experimentais:
controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado (l), infectado tratado com grelina
(IG), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado tratado com grelina e benzonidazol
(IGB). As células foram marcadas com Anexina-V-FITC e iodeto de propideo (Pl) para os
estagios de apoptose inicial (A), apoptose tardia (B) e células viaveis (C). Grupos que nao
compartilham a mesma letra séo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e
Bonferroni’s multiple comparison posttests).Grupos que ndo compartilham a mesma letra séo

significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison
posttests).
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4.12 Dosagens das Citocinas - IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, TGF-B, TNF-a e IFN-y

4121 IL-1

A Figura 19 mostra a dosagem de IL-1 nos diferentes grupos experimentais.
Os resultados estao apresentados em densidade optica (leitura em 450nm).
N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes no perfil desta

citocina.

Figura 19. Quantificacdo da citocina IL-1 no soro dos animais na fase crbnica da infeccao,
nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado
(), infectado tratado com grelina (1G), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado
tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados
estdo apresentados em média e erro padrdo da médiaGrupos que ndo compartilham a mesma
letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple
comparison posttests).
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4.12.2 IL-6

A Figura 20 mostra o perfil de IL-6 nos diferentes grupos experimentais.Os
resultados estdo representados em densidade O6ptica (leitura 450nm).N&o
observamos diferencas estatisticamente significantes entre os grupos estudados para

esta citocina.

Figura 20. Quantificagcdo da citocina IL-6 no soro dos animais na fase cronica da infecgéo,
nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado
(), infectado tratado com grelina (1G), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado
tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados
estdo apresentados em média e erro padrdo da média. Grupos que ndo compartiiham a
mesma letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s
multiple comparison posttests).
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4.12.3 IL-10

O gréfico abaixo (Fig 21) mostra o perfil de IL-10 no soro de ratos Wistar nos
diferentes grupos experimentais.Os dados estdo representados em densidade Optica
(leitura 450nm). O grupo infectado e tratado com grelina apresentou um discreto

aumento de IL-10, porém néo significativo.

Figura 21. Quantificacdo da citocina IL-10 no soro dos animais na fase crénica da infeccao,
nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado
(), infectado tratado com grelina (1G), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado
tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados
estdo apresentados em média e erro padrdo da média. Grupos que ndo compartilham a
mesma letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s
multiple comparison posttests).
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4.12.4 IL-12

A Figura 22 mostra as concentracdes de IL-12 (pg/mL) nos diferentes grupos
experimentais.Observa-se um aumento estatisticamente significante desta citocina no
grupo infectado tratado com grelina (IG) quando comparado aos grupos infectado sem

tratamento () e infectado tratado com benzonidazol (IB).

Figura 22. Quantificacéo da citocina IL-12 no soro dos animais na fase cronica da infecgéo,
nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado
(), infectado tratado com grelina (1G), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado
tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados
estdo apresentados em média e erro padrdo da média. Grupos que ndo compartiiham a
mesma letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s
multiple comparison posttests).
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4.12.5 TNF-a
A Figura 23 mostra a quantificacdo da citocina TNF-a nos diferentes grupos

experimentais.Nao houve diferencas estatisticamente significantes nestas analises.

Figura 23. Quantificacéo da citocina TNF-a no soro dos animais na fase crénica da infeccao,
nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado
(), infectado tratado com grelina (IG), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado
tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados
estdo apresentados em média e erro padrdo da média.Grupos que ndo compartiiham a
mesma letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s
multiple comparison posttests).
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4.12.6 IFN-y

A Figura 24 representa a dosagem de IFN-a (pg/mL) no soro de ratos Wistar
nos diferentes grupos experimentais estudados.N&o foram observadas diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos.

Figura 24. Quantificacéo da citocina IFN-y no soro dos animais na fase cronica da infecgéo,
nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado
(), infectado tratado com grelina (IG), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado
tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados
estdo apresentados em média e erro padrdo da média. Grupos que ndo compartilham a
mesma letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s
multiple comparison posttests).
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4.12.7 TGF-B

O gréfico abaixo mostra as concentracdes de TGF- no soro de ratos Wistar
nos diferentes grupos experimentais. O tratamento com os farmacos néo alterou o

perfil desta citocina nos diferentes grupos estudados (Figura 25).

Figura 25. Quantificacéo da citocina TGF-B no soro dos animais na fase cronica da infecgao,
nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado
(), infectado tratado com grelina (IG), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado
tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados
estdo apresentados em média e erro padrdao da média.Grupos que ndo compartilham a
mesma letra sdo significantemente diferentes, p<0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s
multiple comparison posttests).
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4.13 Dosagens de Troponinal, Troponina T e NT-pro-BNP

4.13.1 Troponinal

A Figura 26 mostra a quantificacdo de Troponina | no soro dos animais na fase
cronica da doenca de Chagas experimental cronica. Nao houve alteracéo

estatisticamente significantes entre os grupos analisados.

Figura 26. Quantificacdo da Troponina | no soro dos animais na fase crénica da infec¢ao, nos
seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado (1),
infectado tratado com grelina (1G), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado tratado
com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados estao

apresentados em média e erro padréo da média. (One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple
comparison posttests).
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4.13.2 Troponina T

O grafico abaixo mostra a dosagem de Troponina T no soro dos animais nos
diferentes grupos experimentais. Os dados estdo apresentados em densidade Optica
(leitura 450nm). N&o houve alteracdes estatisticamente significantes nestas analises

(Fig. 27).

Figura 27. Quantificacdo da Troponina T no soro dos animais na fase cronica da infecgéo,
nos seguintes grupos experimentais: controle (C), controle tratado com grelina (CG), infectado
(), infectado tratado com grelina (1G), infectado tratado com benzonidazol (IB) e infectado
tratado com grelina e benzonidazol (IGB). Para cada grupo de animais n=6; os resultados
estdo apresentados em média e erro padrdo da média. (One-way ANOVA e Bonferroni’s
multiple comparison posttests).
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4.13.3 NT-pro-BNP

A dosagem desse peptideo mostrou resultados inferiores ao limite de deteccao
do KIT de ELISA, indicando valores reduzidos no soro dos animais controles e

infectados.

4.14 Histologia Cardiaca

4.14.1 Grupo controle sem infec¢cao e sem tratamento (C)

O aspecto histolégico do coracdo dos animais controles (sem infeccdo e sem

tratamento) esta apresentado na Figura 20.

Figura 28. Fotomicrografia de cortes histolégicos do coragéo de ratos Wistar machos. Grupo
Controle (C). Hematoxiina-eosina (400X).
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4.14.2 Grupo controle tratado com grelina (CG)

O aspecto histolégico do coracdo dos animais controles tratados com grelina
(CG) mostrou-se semelhante ao grupo controle sem tratamento (C) (Figura 29). O
tratamento dos animais sem infecg¢édo tratados com grelina (CG) mostrou aspecto

semelhante ao grupo controle sem tratamento (C)

Figura 29. Fotomicrografia de cortes histologicos do coragdo de ratos Wistar machos. Grupo
controle tratado com grelina (CG). Hematoxiina-eosina (400X).

4.14.3 Grupo infectado sem tratamento (1)

Os cortes histolégicos do coracdo dos animais do grupo infectado sem
tratamento (1), no 150° dia da infec¢do, mostraram fibras desorganizadas e presenca
de células inflamatéorias em varias areas da musculatura cardiaca. Nao foram
encontrados ninhos de amastigotas nos cortes histoldégicos examinados (Figura 22 A

e B).
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Figura 30. Fotomicrografia de cortes histolégicos do coragdo de ratos Wistar machos
infectados pela cepa Y de T cruzi. Grupo infectado sem tratamento (1), no 150° dia da infecgéo.
Asecto histolégico do coracdo (A e B). Hematoxilina eosina (400X).
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4.14.4 Grupo infectado tratado com grelina (IG)

No coracéo dos animais infectados e tratados com grelina, as fibras cardiacas
apresentaram-se bem constituidas, sem processo inflamatério (Figura 31 A e B).
Também ndo foram observados parasitas na musculatura cardiaca dos animais

infectados tratados com grelina.

Figura 31. Fotomicrografia de cortes histolégicos do coracdo de ratos Wistar machos
infectados pela cepa Y de T cruzi e tratados com grelina (IG), no 150° dia da infecc&o. Aspecto
histologico do coragéo (A e B). Hematoxilina eosina (400X). Notar auséncia de parasitas na
musculatura cardiaca.
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4.14.5 Grupo infectado tratado com benzonidazol (IB)

O aspecto histolégico do coracdo dos animais infectados e tratados com
benzonidazol na fase crbénica da infeccdo mostrou em algumas regides fibras
desorganizadas e auséncia de ninhos de amastigotas (Figura 32 A e B).

Figura 32. Fotomicrografia de cortes histolégicos do coracdo de ratos Wistar machos

infectados pela cepa Y de T cruzi e tratados com benzonidazol (IB), no 150° dia da infeccéo.
Aspecto histoldgico do coracado (A e B). Hematoxilina eosina (400X).
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4.14.6 Grupo infectado tratado com grelina e benzonidazol (IGB)

Os animais infectados e tratados com a associagdo dos farmacos (grelina e
benzonidazol) apresentaram fibras bem constituidas, sem processo inflamatério.
Também ndo foram observados parasitas na musculatura cardiaca nos animais
tratados com associacao de grelina e benzonidazol (Figura 33 A e B).

Figura 33. Fotomicrografia de cortes histolégicos do coragdo de ratos Wistar machos

infectados pela cepa Y de T cruzi e tratados com grelina e benzonidazol (IBG), no 150° dia da
infeccdo. Aspecto histologico do coracao (A e B). Hematoxilina eosina (400X).
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4.15 PCR do coracao

A regido determinada pelos primers S35/S36 foi amplificada na maioria das
amostras infectadas. Os controles nao infectados ndo apresentaram bandas além dos
dimeros de primers (Figura 34). Das amostras analisadas, apenas uma do grupo
infectado e duas do grupo infectado e tratado com grelina/benzonidazol nao

apresentaram bandas (Figura 34, setas).

Figura 34. Deteccao de T. cruzi em amostras cardiacas. A sequéncia S36 foi amplificada
por PCR utilizando os primers S35 (5-AAATAATGTACGGGTGAGATGCATG) e S36 (5'-
GGGTTCGATTGGGGTTGGTG). O DNA foi visualizado sob luz ultra violeta, apés
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (0,5ug/mL). C = controle
nao infectado/néo tratado; | = infectado; CG = controle tratado com grelina; IG = infectado e
tratado com grelina; IB = infectado e tratado com benzonidazol; IGB = infectado e tratado com
grelina e benzonidazol. As setas indicam os fragmentos S35/S36 (330 pb) amplificados.
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5 — Discussao

A terapia classica para pacientes com a doenca de Chagas limita-se a
apenas duas drogas: Nirfurtimox e Benzonidazol. Esses medicamentos apresentam
eficicia limitada na fase cronica e elevadas taxas de efeitos colaterais (ANDRADE et
al., 2011; MORILLO et al., 2015; WHO, 2016). Assim, a busca por novas terapias e 0s
estudos de moléculas que modulam a resposta imunoldgica se faz necesséria e tem
sido o alvo de estudo do nosso grupo de pesquisa (DA COSTA et al., 2013; DA
COSTA et al., 2014; DA COSTA et al., 2018).

Segundo critérios clinicos, a fase indeterminada da DC é relacionada a
auséncia de sintomas de insuficiéncia cardiaca, eletrocardiograma e radiografia
toracica normais. Nas fases iniciais do envolvimento cardiaco, anormalidades
segmentares de movimentacdo nas paredes infero-lateral e infero-basal do ventriculo
esquerdo sdo encontradas, variando desde hipocinesia, acinesia até a formacéo de
aneurismas (ANDRADE, 2011). A fracdo de ejecao e de encurtamento, indices que
avaliam a funcao sistélica do ventriculo esquerdo, apresentam reducao progressiva
dos seus valores a medida que a doenca evolui, conferindo pior progndstico
(PEREIRA, 2011).

A Doenca de Chagas pode levar também a prejuizo na funcédo diastélica, que
pode ocorrer nas fases iniciais da doenca. A progressdo da doenca resulta em
reducdo da complacéncia ventricular e elevacdes nas pressdes de enchimento
(NASCIMENTO etal., 2013). Em alguns estudos, a prevaléncia de disfuncéo diastélica
variou de 10% na forma indeterminada a 100% em pacientes com a forma cardiaca e
com insuficiéncia cardiaca (BARROS et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2013). Ja em

outros trabalhos publicados envolvendo pacientes na forma indeterminada da doenca,
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nado foi observada nenhuma evidéncia de queda no desempenho diastélico
(BARBOSA et al., 2014; PAZIN-FILHO et al., 2007).

O uso de técnicas mais sofisticadas para avaliacdo do desempenho sistélico
segmentar do ventriculo esquerdo, como a técnica de rastreamento de pontos
(speckle tracking), tém se apresentado de modo promissor, sendo possivel detectar
de maneira precoce reducdo da contratilidade, ajudando na identificacdo dos
pacientes que apresentam maior risco de insuficiéncia cardiaca (BARBOSA et al.,
2014).

Nossos resultados demonstraram total preservacdo das fungdes sistolica e
diastolica em todos os grupos estudados, demonstrando que a infec¢cdo néo produziu
alteracdes morfologicas e funcionais no coracdo dos ratos, levando-nos a inferir, sob
as variaveis estudadas, que os animais infectados se encontravam provavelmente na
fase indeterminada da doenca.

Apesar da presenca de T. cruzi nos tecidos e no sangue ser facilmente
detectada na fase aguda da infeccao, na fase cronica a identificacao direta do parasita
por métodos convencionais é limitada. Entretanto, técnicas moleculares de
amplificacdo do DNA do parasita permitem demonstrar a presenca de T. cruzi nos
tecidos e nas lesdes cardiacas de animais e de pacientes com infeccdo crénica
(JONES et al., 1993).

No presente trabalho, apesar da auséncia de parasitismo sanguineo e tecidual
nas amostras de tecido cardiaco analisadas por histologia, o DNA genémico de T.
cruzi foi detectado em todas as amostras dos grupos infectados cronicos apds PCR.
Para quantificagédo do parasitismo tecidual, faz-se necessario em estudos porteriores

a realizacédo de PCR real time.
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Varios autores demonstraram que infiltrados de células mononucleares
podem ser detectadas no tecido cardiaco de individuos e de roedores nas fases aguda
e cronica da doenca de Chagas (ANDRADE, 2000). Nos infiltrados inflamatdrios
predominam linfécitos T, principalmente células TCD8*, e também linfécitos TCD4* e
macrofagos (SUN & TARLETON, 1993; TARLETON, 1995; MARTIN & TARLETON,
2005). Nos animais infectados e tratados com grelina e/ou benzonidazol, ndo foram
detectadas no estudo histopatologico alteracfes estruturais e/ou infiltrado inflamatoério
em nenhum dos coracdes estudados.

Somado a normalidade dos parametros ecocardiograficos, e de modo a
ratifica-los dentro do contexto presumido, as dosagens séricas dos marcadores de
leséo cardiaca (Troponina | e T) e congestdo (NT-pro-BNP), assim como o estudo
histopatolégico, ndo demonstraram indicios de lesdo cardiaca, a despeito da
identificacdo do DNA gendmico do parasita no miocardio dos animais dos grupos
infectados. Tal informagcdo nos permite analisar a resposta imune sob um cenario
clinico de auséncia de lesdo cardiaca detectavel pelos métodos diagndsticos
empregados.

Embora os mecanismos da resposta imune na doenca de Chagas ainda nao
estejam completamente elucidados, estudos indicam o envolvimento de linfécitos T
associados a alta producdo de IFN-y (SOARES et al., 2001). Estudos também
mostraram que pacientes que progrediram para a forma cronica mais grave da doenca
apresentavam altos niveis séricos de IFN-y (GOMES et al., 2003).

Os macroéfagos, por sua vez, constituem uma populacdo celular de grande
importancia encontrada nos sitios inflamatorios e s&o ativados por IFN-y e TNF-a,
citocinas super expressas, como demonstrado em cora¢cdes de camundongos

cronicamente infectados por T. cruzi (SOARES et al., 2010). Nosso trabalho mostrou
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gue os animais infectados com T. cruzi e tratados com grelina e/ou benzonidazol nao
apresentaram diferencas estatisticamente significantes no percentual de macrofagos
peritoneais e macrofagos RT1B* quando comparados aos animais infectados sem
tratamento. De forma semelhante, as dosagens das citocinas IFN-y e TNF-a também
nao mostraram diferencas entre os grupos tratados e sem tratamento.

Estudos realizados em modelos animais mostraram que durante a fase
cronica da doenca existe uma expansao das populacdes de células TCD4*e TCD8*
(TARLETON et al., 2015). Em nossos resultados, ndo observamos alteracdes nos
percentuais de linfécitos nos diferentes grupos estudados. Considerando a fase da
doenca presumida pelo estudo ecocardiografico e dosagem de biomarcadores séricos
de lesdo e congestdo, ndo seria esperado, de acordo com literatura vigente e
fisiopatogenia da doenca, presenca de resposta inflamatoria intensa detectada nos
grupos estudados.

As células NK e NKT sédo importantes no inicio da infec¢cdo, uma vez que
constituem a maior fonte de IFN-y, citocina que ativa macrofagos e induz a produgao
de 6xido nitrico (BASSO et al., 2013). O presente estudo mostrou que, na fase cronica
da infeccéo, a percentagem de células NK e NKT foi reduzida nos grupos infectado
tratado com grelina (IG) e infectado tratado com ambos os farmacos (IGB), quando
comparados ao grupo infectado (I). Tal resultado indica, que mesmo na fase
indeterminada da doenca, a grelina pode atenuar a atividade pré-inflamatoria
reduzindo as populacao de célular NK e NKT, importantes componentes relacionados
ao dano tecidual de origem inflamatoria.

Dentre as grandes mudancas que ocorrem no sistema imunoldégico, a infecgéo
com T. cruzi leva a ativacdo de linfécitos policlonais (MINOPRIO et al., 1989) e

promovem a apoptose das células T (WELSH & MCNALLY, 1999). Alem disso, 0s
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antigenos liberados por T. cruzi também induzem apoptose linfocitaria (LEGUIZAMON
et al., 1999; MARANON et al., 2000; TARLETON et al., 2015).

Nossos resultados demonstraram que a administragcdo de grelina na fase
cronica da infeccao, isolada, ou associada com benzonidazol, apresentou importante
reducdo com significancia estatistica no porcentual de apoptose inicial e tardia em
células esplénicas de animais infectados com T. cruzi. De forma coerente, houve
aumento expressivo no percentual de células viaveis nos animais tratados com grelina
em relacdo ao grupo infectado ndo tratado.

Estudos in vitro mostraram que a grelina inibe a apoptose em cardiomidcitos,
células endoteliais, adipécitos, células da zona glomerulosa adrenal, células f3
pancredticas, células osteoblasticas MC3T3-E1, células epiteliais intestinais e
neurénios hipotalamicos (BALDANZI et al., 2002). Além disso, a grelina possui efeito
direto na diminuicao da fibrose cistica, equilibrando as respostas imunolégicas inata e
adquirida, sobretudo na regulacao de citocinas pro-inflamatorias (ZHAN et al, 2008).
Um estudo recente mostrou que a incubacdo de macrofagos alveolares com grelina
inibiu a apoptose induzida por LPS. Segundo os autores, o efeito antiapoptético da
grelina sobre essas células provavelmente é mediado pelo receptor de GHSR (BIN et
al., 2015).

Com base nos resultados encontrados, foi possivel observar de modo inédito,
maior taxa de apoptose em esplendcitos nos animais com infeccdo por T. cruzi e
substancial reducdo do evento em animais tratados com grelina, demonstrando o
potencial desse substancia no cenério da infec¢cdo chagésica crbnica. Tal achado
sugere a necessidade de que estudos posteriores sejam realizados em modelo
experimental com lesdo cardiaca bem estabelecida, avaliando o potencial da grelina
em reduzir a apoptose de cardiomiocitos in vivo e in vitro, assim como a compreensao

dos mecanismos antiapoptéticos envolvidos.
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Nossas andlises de citocinas no soro dos ratos, na fase crénica da infec¢ao,
mostraram um aumento significativo na concentracdo de IL-12 no grupo infectado
tratado com grelina quando comparado ao grupo infectado sem tratamento. As demais
citocinas avaliadas nao apresentaram alteragdes significantes.

O papel da IL-12 no controle da infec¢ao por T. cruzi in vivo foi demonstrado
em camundongos infectados tratados com anticorpo monoclonal (mAb) anti-IL-12. Os
autores demonstraram que a parasitemia e a mortalidade dos camundongos tratados
com mAb anti-IL-12 foi maior quando comparados aos camundongos controles
(SILVA et al., 1998). Em humanos, a infec¢do por T. cruzi leva a alta producéo de
IFN-y, TNF-a e IL-12. A producdo dominante de IFN-y e TNF-a esta relacionada as
lesbes cardiacas da CCC humana. A presenca de T. cruzi fornece um estimulo
persistente para a producdo de IL-12 levando ao padrao inflamatério tipo Thl durante
a fase crbnica (ALIBERTI et al, 1996). Embora os modelos murino e humano
compartilhem mecanismos imunolégicos semelhantes, o padrdo de citocinas
inflamatorias associado ao agravamento da doenca € distinto. Nossos resultados
mostraram um aumento significativo da IL-12 sérica de animais infectados e tratados
com grelina, possivelmente sem relacéo direta com o quadro clinico encontrado.

Como limitacdes, o presente trabalho avaliou o curso da doenca na fase
crdnica num cenario de auséncia de lesdes tipicas da forma cardiaca, assim como
resposta imunoldgica ndo evidenciando status pré-inflamatério, o que pode néao refletir
o potencial da grelina em atuar sobre um cenério clinico e imunol6gico mais adversos.
O uso de ratos Wistar como modelo experimental ndo provou-se adequado para
producdo do fendtipo clinico e inflamatério da doenca no decorrer de 150 apés a

infeccdo com cepa Y de T. cruzi.
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6- Concluséo

O uso da grelina em animais infectados experimentalmente com T. cruzi na
fase crbnica demonstrou importante atividade antiapoptética em esplendcitos e
reduziu o numero de células NK e NKT, relacionadas a resposte imune inata,
sugerindo atividade anti-inflamatéria nos animais tratados. N&o foi possivel avaliar os
beneficios relacionados a cardioprotecdo da grelina em razdo da auséncia de lesédo
cardiaca detectavel. Estudos adicionais devem ser realizados com modelo

experimental mais susceptivel as lesdes de interesse.
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