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RESUMO

A Doenga de Chagas afeta, em toda a América Latina, aproximadamente 20
milhdes de pessoas. O Trypanosoma cruzi, apOs a infec¢do, invade diferentes tipos
celulares, incluindo células musculares cardiacas e esqueléticas, onde fazem novos ciclos
intracelulares, neles podendo causar lesdes de intensidade varidvel. O principal tecido
acometido é o cardiaco, onde se d4 a manifestacdo de miocardite grave, relacionada com a
presenca de parasitas intracelulares. A lesdo cardiaca observada durante a infec¢do pelo T.
cruzi apresenta-se com grande infiltrado inflamatério e parasitismo tecidual e fibrose.
Inibidores da COX-2, enzima responsavel pela sintese de PGE,, sdo capazes de diminuir o
infiltrado inflamatério, bem como favorecer a diminuicdo da parasitemia na fase aguda da
doenca de Chagas. O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo conjunta do estrégeno e deste
mediador inflamatério na parasitemia e no infiltrado inflamatério durante a fase aguda da
doenca de Chagas, comparando para tal a infeccdo em camundongos machos e fémeas,
tratados ou nao com drogas inibidoras da COX-2.

Camundongos BALB/C foram divididos em 6 grupos, infectados com 300 formas
de T. cruzi e tratados diariamente com PBS e Etoricoxib. Um grupo ndo infectado de
machos e outro de fémeas foram utilizados como controle negativo. A parasitemia foi
observada do 5° ao 19° dia de infec¢do, sendo que no 21° os animais foram sacrificados e
tiveram seus coracOes retirados para estudo morfométrico e bago para cultura com
posterior determinacdo de NO. Nossos resultados demonstraram que a parasitemia e o
infiltrado inflamatdério nos animais tratados com inibidor da COX-2 foram menores do que
no grupo tratado com PBS, em ambos os sexos, com uma parasitemia menor em
camundongos fémeas. Porém, a producdo de NO foi maior no grupo dos camundongos
machos.

Os dados obtidos nos permitem concluir que animais cuja sintese de prostaglandina
via COX-2 se encontra inibida apresentam um menor infiltrado inflamatério e parasitemia,
independente do sexo. Contudo, no grupo-controle pudemos observar que as fémeas
apresentam uma menor parasitemia, acompanhada por um maior infiltrado cardiaco.
Apesar disto, camundongos machos apresentaram um nivel alto de NO nos macréfagos
peritoneias durante a infeccao por 7. cruzi.

Palavras-Chave: Doenca de Chagas, 6xido nitrico, prostaglandina, infiltrado inflamatdrio.



ABSTRACT

Chagas’s disease affects approximately 20 million people in Latin America. After
the infection 7. cruzi invade different cell types, including cardiac and skeletal muscle
cells, where they make new intracellular cycles being possible to cause variable intensity
lesions. It most affects the cardiac tissue, which manifestation is the severe myocarditis,
related to the presence of intracellular parasites. Cardiac lesion observed during the
infection by 7. cruzi is presented with high inflammatory infiltrate and tissue parasitism
and fibrosis. COX-2 inhibitors, enzyme responsible for the PGE, synthesis, are capable of
diminishing the inflammatory infiltrate, as well favoring the decreasing of parasitemia in
the acute phase of the Chagas disease. The aim of this study was to evaluate the action of
the estrogen and the inflammatory mediator in parasitem and in the inflammatory infiltrate
during the acute phase of the Chagas disease, making a comparison with the male and
female mice infection, treated or not with inhibitor COX-2 drugs.

24 BALB/C mice were divided into 6 groups, infected with 300 forms of 7. cruzi
and daily treated with PBS and Etoricoxib. A male non-infected group and another female
one were used as negative control. Parasitem was observed from the 5™ to the 19" day of
infection, being the 21% the day animals were killed and had their hearts taken off for a
morphometric study and the spleen for the culture with posterior determination of NO. Our
results demonstrated that parasitem and the inflammatory infiltrate in the animals treated
with COX-2 inhibitor were lower than in the group treated with PBS, in both sexes, with a
lower parasitem in female mice. However, NO production was higher in the male mice
group.

Data obtained make get to a conclusion that animals which prostaglandin synthesis
via COX-2 is inhibited, present a lower inflammatory infiltrate and parasitem, irrespective
of the sex. However, in the control group we could observe that the female ones present a
lower parasitem, followed by a higher cardiac infiltrate. Despite that, male mice presented
a high level of NO in the peritoneal macrophages during the infection by 7. cruzi.

Keywords: Chagas’s disease, nitric oxide, prostaglandin, inflammatory infiltrate.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A Doencga de Chagas (tripanossomiase americana) é uma infeccdo causada pelo
protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi, descoberta e descrita por Carlos Chagas em
1909; é uma importante doenca parasitdria cronica (CHAGAS, 1909). O Trypanosoma
cruzi infecta mais de 18 milhdes de pessoas na América Latina, sendo responsavel pela alta
prevaléncia, morbidade e letalidade (TEIXEIRA; GAZZINELI; SILVA, 2002). Estima-se
que em uma populacdo de cerca de 360 milhdes de habitantes de paises endémicos, pelo
menos 90 milhdes de pessoas (25%) estejam sob risco de infec¢do e cerca de 20 milhdes
estejam infectados (WHO, 1991; ABEL et al., 2001; ALMEIDA-LEITE et al., 2007). No
Brasil, esta parasitose constitui um dos mais graves problemas de satde publica devido a
sua alta prevaléncia e expressiva morbimortalidade. Em 1991, segundo dados do
Ministério da Sadde, havia em torno de 5 milhdes de infectados, e acredita-se que metade
seja apenas portadora, apresentando alguma manifestacdo clinica; e somente a outra
metade chegaria a 6bito decorrente da conseqiiéncia direta ou indireta (SOUZA, 2000;
MANOEL-CAETANO; SILVA, 2007).

De acordo com a forma de transmissao do Trypanosoma cruzi, a Doenga de Chagas
pode ser adquirida ou congénita, sendo a primeira, a mais freqiiente. A adquirida
habitualmente se adquire através da picada de triatomineos (vetores), que favorece a
contaminacdo pelo contato das dejecdes do inseto infectado com as mucosas ou tecido
epitelial. Outras formas de transmissdo, porém menos freqiientes, sdo pela via
transplacentdria, pelo leite materno, pela via digestiva, transfusido sanguinea e transplante
de 6rgaos (SOUZA, 2000).

O ciclo de vida do T cruzi é complexo e inclui duas formas extracelulares e
intracelulares nos hospedeiros mamiferos. Na forma extracelular, a forma tripomastigota,
ndo se divide, estd presente na corrente circulatéria de hospedeiros mamiferos. Essa forma
€ ingerida pelo inseto vetor (triatomineos da familia Reduviidae) apds o repasto sangiiineo.
No intestino médio do inseto, tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas que se
multiplicam e migram para o intestino posterior, onde se transformam em tripomastigotas
metaciclicos. Essa € a forma infectante que € excretada com as fezes e infecta hospedeiros

vertebrados, passando através de mucosas ou lesdes na pele. Eles, entdo, invadem células
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vizinhas, diferenciando-se em amastigotas. Apds a multiplicacio no citoplasma,
amastigotas transformam-se em tripomastigotas. As formas amastigota e tripomastigota sao
liberadas na corrente circulatéria e tecidos adjacentes apds a ruptura das células do
hospedeiro. Assim, formas tripomastigotas invadem diferentes tipos celulares, incluindo
células musculares cardiacas e esqueléticas, onde fazem novos ciclos intracelulares, neles
podendo causar lesdes de intensidade varidvel (DaROCHA et al., 2002).

Depois de adquirida, a doenga de Chagas pode se dividir em duas fases: a aguda e a
cronica, e ambas podem ser subdivididas em duas outras formas: em assintomadtica e
sintomdtica (CHAGAS, 1911). A fase aguda pode se caracterizar por alta parasitemia,
intensidade do processo inflamatério e pode ser assintomdtica (mais comum) ou
sintomadtica, com febre, mal-estar, edemas, hepatoesplenomegalia, infartamento ganglionar
generalizado e taquicardia, elementos diretamente relacionados com a defesa celular
(ANDRADE, 1958). As pessoas infectadas desenvolvem uma resposta imune que controla
a proliferacdo dos parasitas (BRENER, 1987).

A fase aguda dura entre 10 a 60 dias. Apds esse periodo hd diminui¢do dos parasitas
na circulacdo, ndo sendo encontrados normalmente na fase cronica. Na maioria das vezes,
o inicio da infec¢do é acompanhado de sintomas e sinais locais, decorrentes da penetracdo
do parasita e representado pelo sinal de Romaifia ou pelo chagoma de inocula¢do, com
formacdo de uma lesdo exsudativa proliferativa, acompanhada de reagdo ganglionar
satélite (LARANJA; DIAS; NOBREGA, 1948; ANDRADE, 1958). Essa fase apresenta
um curso clinico curto e reagdes inflamatdrias nos tecidos parasitados (DIAS, 1984). O
principal tecido acometido € o cardiaco, o que provoca, no tecido, a miocardite grave,
relacionada com a presenca de parasitas intracelulares (ANDRADE, 1982; PRATA;
MACEDO, 1984: PRATA, 2001). Os sintomas e sinais da infeccao inicial sdo, em regra,
transitérios, regredindo parcial ou totalmente apds os primeiros meses de doenga
(geralmente, apds dois a quatro meses). Alguns doentes morrem durante essa fase (quase
sempre criangas), com manifestacdes de meningo-encefalite, ou insuficiéncia cardiaca, ou
ambas. Sem tratamento, a mortalidade decorrente dessas causas € de cerca de 5 a 10%
(PRATA, 2001). Na maioria das vezes, porém, a doenca se desenvolve de maneira
favoravel, passando a uma fase de cronicidade mais ou menos assintomética (LARANIJA;
DIAS; NOBREGA, 1948).

Foi descrita, também, uma forma assintomética da fase aguda, em que os sintomas

sdo brandos e os pacientes s@o aparentemente imunorregulados (BRENER, 1987).



16

Durante a primeira semana de infec¢do em humanos por 7. cruzi, tripomastigotas
podem ser detectadas por exame microscopico em sangue fresco. No final de dois meses
de infecgdo, tripomastigotas diminuem, ndo sendo detectados niveis intracelulares de
amastigotas. Sendo a proliferagdo controlada por resposta imune adaptativa, baixos niveis
de parasitismos intracelulares teciduais persistem durante a vida do hospedeiro. Pode-se
detectar presenca de anticorpos séricos da classe IgG, sendo importantes para o diagndstico
sorolégico (HOFT et al, 2000).

Depois de dois a quatro meses, as manifestacdes clinicas agudas desaparecem e os
parasitas sdo raramente detectados no sangue periférico, podendo apenas haver essa
possibilidade por meio de métodos parasitologicos de xenodiagndstico e hemocultura
(BRENER, 1987). O parasitismo tissular € escasso. Pode ser observado através de técnicas,
tais como imunohistoquimica, Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) in situ ou PCR
padrdo sdo aplicadas para a deteccdo de T. cruzi nos tecidos doentes de hospedeiros com
infeccdo cronica (TARLETON; ZHANG, 1999). A doenca entra na fase cronica,
geralmente comecando com um longo periodo assintomdtico, chamado de forma
indeterminada, que acomete a maioria dos doentes (50 a 60%) e persiste de dez a trinta
anos ou por toda a vida. Cerca de 20 a 30% desenvolvem, apds 10 a 20 anos de infeccao,
miocardiopatia de gravidade varidvel; 8 a 10% apresentam a forma digestiva, caracterizada
por dilatacdes do es6fago e/ou célon (megaesdfago e megacdlon). Os demais pacientes
apresentam associacdo das manifestacdes cardiaca e digestiva, conhecida como forma
mista (BRENER, 1987).

A doenca de Chagas cronica pode acometer também o trato digestivo e o sistema
nervoso. A forma digestiva pode acometer esdéfago ou célon. Uma das manifestacdes mais
precoces do megaesdfago € a incoordenagdo dos movimentos peristalticos do esdfago, que
mais tarde sdo seguidos por dilatacdo, disfagia e sintomas relacionados. Constipacao
prolongada é o principal sintoma do megacéOlon, que apresenta diferentes graus de
dilatacdo (BRENER, 1987).

No megaesofago e megac6lon hd sempre algum grau de destrui¢do do sistema
nervoso autdbnomo, que precede as alteracdes de motilidade. Ha grave desnervacdo na
presenca de esdfago de calibre normal. Existem lesdes nas camadas musculares, mas ndo
se sabe se sdo primdrias ou secunddrias (KOEBERLE, 1957; PRATA, 2001).

A forma indeterminada da doenca de Chagas cronica tem grande importancia

epidemioldgica em 4reas endémicas. Durante o periodo assintomadtico, os individuos
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N

podem ser considerados como pertencentes a categoria de cardiacos em potencial
(ANDRADE, 1958; ANDRADE, 1982; DIAS, 1989).

A forma indeterminada é caracterizada por positividade de exames sorolgicos e/ou
parasitolégicos, auséncia de sintomas e/ou sinais da doenga, eletrocardiograma
convencional normal, e coracdo, esdfago e coélons radiologicamente normais. Esses
critérios estdo de acordo com a Validade do Conceito de Forma Indeterminada da Doenca
de Chagas, apresentado em 1985.

A evolucdo clinica de pacientes com a forma indeterminada € geralmente lenta e
benigna. Em longo prazo, a evolugdo desses pacientes é favordvel, e eles, geralmente,
morrem de outras causas (DIAS, 1989).

Camundongos infectados com T.cruzi tém sido usados como modelo para doenca
humana, porque também desenvolvem parasitemias detectdveis durante infeccdo aguda,
seguida por fase cronica de parasitismo tecidual. Diferentes linhas de camundongos
exibem vdrios padrdes da doenca podendo variar dependendo de diferentes isolados de T.
cruzi usados (HOFT et al, 2000).

Hipoteses t€m sido levantadas para explicar as lesdes patoldgicas no coracdo
infectado de pacientes, incluindo: a) a persisténcia da infeccdo; b) antigenos parasitdrios
nos sitios da inflamacao ou; ¢) o papel importante dos processos autoimune (TARLETON,
1988; BRENER; GAZZINELLI, 1997). O descuido do mecanismo basico do inicio e
manutencao de carditis, infec¢do cronica, sucede a infec¢ao do tecido, que € acompanhada
por fibrose tecidual e determina o resultado clinico do paciente. Por contraste, é essencial
que parte dos tecidos inflamados seja resposta de protecdo do hospedeiro contra a infeccao.
Com isso, encerramos o entendimento do mecanismo dos eventos moleculares.
Enfatizando o tecido inflamado tem sido o mecanismo responsdvel pelo controle do
parasita e da inflamacao, associada com o tecido danificado durante a fase aguda e cronica
da infeccio (TEIXEIRA et al, 2002; BILATE; BENVENUTI; GUTIERREZ, 2007,
CUNHA-NETO, 2008).

1.2 Resposta Imune na Doenca de Chagas

As manifestagdes clinicas da doenca de Chagas no homem se devem a resposta
imune dirigida ao parasita. A infec¢do por Trypanosoma cruzi sensibiliza diferentes
compartimentos do sistema imunoldgico, ocasionando o aparecimento de respostas

humorais e celulares contra o parasita (BRODSKYN; BARRAL-NETO, 2000). A
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participacdo do sistema imune na resisténcia a infeccdo estd bem documentada, ndo
havendo, entretanto, consenso sobre a contribuicdo especifica de cada componente. Muitas
evidéncias mostram a participagio das células B, células T (CD4" e CD8"), células Natural
Killer (NK) e macréfagos no controle da infec¢do (LAUCELLA; ROTTENBERG; TITTO,
1996).

Parece que, particularmente nos estdgios iniciais, a resposta imune € protetora. No
entanto, o tripanosoma € capaz de escapar das defesas imunoldgicas do hospedeiro e
sobreviver, apesar da reagao imune continua que se desenvolve. Na fase cronica, a resposta
imunoldgica pode ser prejudicial para o hospedeiro, por meio de componentes auto-
agressivos (ABATH, 1983; ANDRADE et al.,2006).

A infec¢do de camundongos por 7. cruzi causa imunossupressdo do compartimento
de células T e inflamagdo cardiaca cronica, que se assemelha a infec¢do humana. A
apoptose induzida por ativa¢io de células T CD4" é uma caracteristica importante da
infeccdo experimental e poderia ter funcdo na imunossupressdo e persisténcia do parasita
em hospedeiros infectados (LOPES et al., 1995). Outros resultados sugerem que a
apoptose continua de linfocitos e a fagocitose de células apoptdticas por macréfagos
tenham papel na persisténcia do parasita (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).

Em relagdo a imunidade inata, estudos mostraram que o interferon gama (IFN-y) é
uma citocina de efeito protetor na infec¢io experimental por 7. cruzi, levando a ativacdo de
macréfagos e prevenindo a doenga aguda, a imunossupressdo e a morte de camundongos
infectados (REED,1988). Em estudo, foi mostrado que IFN-y ativa macréfagos infectados
a inibir a replicacdo intracelular de 7. cruzi por mecanismos que envolvem a produgdo de
metabdlitos do 6xido nitrico (NO) (GAZZINELLI et al., 1992).

Martins e colaboradores (1998), utilizando camundongos Knock-out para IFN-v,
investigaram o papel desta citocina na indug¢do de apoptose e protecdo do hospedeiro
durante a infec¢ao aguda pelo Trypanosoma cruzi. Confirmaram que o IFN-y tem um papel
crucial na defesa do hospedeiro ao parasita, controlando a resposta imune, pela indugao de
NO, o qual leva a inducdo de apoptose durante a infec¢do experimental pelo parasita, com
a morte deste, promovendo uma estabilidade da doenca, levando a fase cronica da infec¢do
em camundongos.

No entanto, hd vérias evidéncias de que a resposta inata ao Trypanosoma cruzi se
auto-regula, reduzindo a ativacdo dos macréfagos e a produgdo local de NO. As citocinas

regulatérias IL-10 e TGF- inibem in vitro a producdo de NO e a atividade tripanomicida
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de macréfagos infectados e ativados por IFN-y (GAZZINELLI et al., 1992).

Relata-se em diversos trabalhos que a IL-12, TNF-a e IFN-y correlacionam-se com
a resisténcia a infeccdo por T. cruzi, TGF-f e IL-10 promovem suscetibilidade. Os
resultados dao suporte para o papel da imunidade inata no controle da infeccao por 7. cruzi
(SILVA et al., 1998). Outro trabalho demonstrou que a infeccdo por 7. cruzi resulta no
aumento da atividade de células NK nos esplendcitos e na inducdo da atividade dessas
células na cavidade peritoneal de camundongos infectados experimentalmente (HATCHER
etal., 1981).

A partir desses resultados, é possivel sugerir que a produgdo de IFN-y, precoce e
independente de células T, € um importante elemento da resisténcia do hospedeiro a
infeccdo por T. cruzi, desencadeada pela secrecdo de IL-12 por macréfagos (REIS er al.,
1993; COSTA et al., 2006).

Outra citocina importante na suscetibilidade a infec¢do por 7. cruzi é o Fator de
Transformagao e Crescimento Beta (TGF-B). O TGF-P provocou aumento da parasitemia e
exarcebou a suscetibilidade de camundongos C57BL/6 (suscetiveis). O estudo mostrou que
essa citocina € uma potente inibidora dos efeitos de ativacao de citocinas por macréfagos
in vivo e in vitro, apresentando papel na regulacdo da infec¢do (SILVA; TWARDZIK;
REED, 1991).

Os papéis de IL-10, TNE IFN-y e IL-12 foram estudados no controle do
parasitismo pelas imunidades inata e adaptativa. Camundongos Knouck-out (KO) para o
gene da IL-10 (IL-10 KO) infectados com a cepa Y de T. cruzi apresentaram menor
numero de parasitas no sangue e tecidos e maior producio de IFN-y e 6xido nitrico pelas
células do bagco do que o tipo selvagem. O tratamento de camundongos IL-10 KO e
selvagens com IL-10 recombinante resultou em aumento da parasitemia. Camundongos
Knouck-out para os genes da recombinase ativa (RAG/KO), que ndo possuem células B e
T, fornecem um modelo para determinar a importancia da imunidade inata na resisténcia.
Camundongos RAG/KO e selvagens tiveram niveis de parasitemia semelhantes até o 13°
dia da infec¢do, sugerindo o controle efetivo do parasitismo pelo sistema imune inato
durante a fase inicial da infecc@o. A partir de entdo, foi maior em RAG/KO. O tratamento
de camundongos RAG/KO, IL-10 KO e selvagens com anticorpos neutralizantes anti-IFN-
Y, anti-TNF ou anti-1L-12 aumentou os niveis de parasitemia, mostrando a importancia da
producdo enddgena dessas citocinas no controle do parasitismo pelas respostas inata e

adaptativa. Células do baco de camundongos selvagens tratadas com anti-1L-12
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apresentaram produgdo diminuida de IFN-y e 6xido nitrico, sugerindo que a producdo de
IFN-y € dependente do estimulo de IL-12 (ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1996).

Hohler e colaboradores (1998) puderam demonstrar a importancia do IFN-v,
quando, utilizando camundongos deficientes em IFN-y e inibidores da NO sintase (iNOS),
conseguiram demonstrar que ambos animais apresentavam susceptibilidade a infeccao pelo
Trypanosoma cruzi. Este resultado levou os pesquisadores a concluirem o quanto o IFN-ye
NO mediado pela iNOS sao cruciais para a atividade tripanomicida dos macréfagos e
sobrevivéncia dos camundongos na fase aguda da infec¢do chagésica.

Esplendcitos obtidos durante a fase aguda da infeccdo produziram quantidades
elevadas de NO que foram correlacionadas com a resisténcia ou suscetibilidade dos
animais. Niveis de nitrito e nitrato no plasma durante estadgios avancados da infeccao foram
maiores em camundongos C57BL/6 do que em BALBL/c. O tratamento de camundongos
C57BL/6 com inibidores da NO sintase aumentou a parasitemia e a mortalidade.
Finalmente, foi encontrada uma droga doadora de NO capaz de matar tripomastigotas in
vitro, na auséncia de quaisquer outras células, sugerindo a morte de 7. cruzi mediada
diretamente por NO (VESPA; CUNHA; SILVA, 1994; COSTA et al., 2006).

Foi demonstrado que camundongos infectados por 7. cruzi e deficientes no receptor
de IFN-v ou deficientes iNOS foram altamente suscetiveis a infec¢do, tiveram parasitemias
elevadas e histopatologia grave. Ambas as linhagens de camundongos foram incapazes de
responder a infeccdo devido a atividade tripanocida prejudicada de macréfagos, causada
pela deficiéncia na produgao de 6xido nitrico. Esse estudo demonstrou uma via de inducao
de iNOS dependente de IFN-y crucial para a eficiente producdo de 6xido nitrico na
resisténcia a infec¢do aguda por 7. cruzi (HOLHER et al.,1998).

O tratamento de camundongos infectados com L-NMMA (inibidor da L-argnina), e
anticorpos monoclonais anti-TNF-o ou anti-IFN-y causou redu¢ao na produgao de NO e na
quantidade de células apoptéticas, sugerindo que NO, produzido por macréfagos ativados
por TNF-a e IFN-y, tem papel direto na indugdo da apoptose in vivo (MARTINS et al.,
1998).

Foi demonstrado que formas epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi estimulam
a producdo de TNF-a por células do baco (TARLETON, 1988).

Verificou-se que TNF-a teve efeito protetor contra a multiplicagdo de parasitas na
fase inicial da doenga, agindo na indugdo de células inflamatoérias para alvos teciduais

(miocérdio), provavelmente diminuindo a carga parasitaria (LIMA et al., 1997).
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No entanto, em outro estudo, TNF-o foi encontrado no citoplasma de macréfagos e
dentro de dreas necréticas do bago de camundongos Swiss, C3H/He e DBA. Esse resultado
sugere que TNF-a tem papel importante nas alteragdes necréticas do bago associadas com
a gravidade da infeccdo experimental por 7. cruzi (LIMA; ANDRADE; ANDRADE,
2001).

Apesar do papel protetor claro da resposta inata inicial, tripomastigotas infectantes
vivos podem desencadear a resposta por macréfagos que pode ser protetora para o
hospedeiro (IL-12) ou para o parasita (IL-10), e na auséncia de linfécitos. A extensdo da
infeccdo parece ser funcdo do balanco entre efeitos antagonistas exercidos sobre os
macréfagos (REIS, 1993).

E interessante observar que 7. cruzi é um estimulo poderoso para resposta imune
inata montada por macréfagos e células NK. Com o estimulo persistindo ao longo da
infeccdo, seria importante avaliar a contribui¢do da resposta inata para imunopatologia na
fase cronica (REIS, 1993).

Os resultados obtidos em experimentos com camundongos infectados por 7. cruzi
estabalecem que citocinas Thl, que estdo envolvidas na hipersensibilidade tardia, sdo
induzidas durante a infec¢do aguda e parecem ter papel obrigatério na eliminag¢do do
parasita (CUNHA-NETO et al., 1995).

Os niveis séricos de IL-2, IFN-y e TNF-o foram estudados em pacientes com
doenca de Chagas cronica (forma indeterminada, cardiopatia insipiente, cardiopatia bem
estabelecida, forma digestiva e forma mista). Os niveis séricos de TNF foram indetectaveis
e de IFN-y ndo diferiram nas diferentes formas clinicas ou com a gravidade da doenga. No
entanto foram encontrados niveis mais elevados de IL-2 em pacientes com cardiopatia
descompensada, sugerindo que a dosagem dessa citocina possa servir como indicadora da
necessidade de terapéuticas mais agressivas nesses pacientes (WARD et al., 1999).

A demonstracdo clara da participacdo da imunidade humoral na resisténcia a
infec¢do experimental por 7. cruzi foi evidenciada em um estudo de transferéncia passiva
de anticorpos. Os resultados sugerem que a imunidade humoral participa da resposta imune
protetora contra 7. cruzi (KRETTLI; BRENER, 1976).

Em todas as formas clinicas da doenca de Chagas cronica, o envolvimento da
imunidade mediada por células é de fundamental importancia. Nesse contexto, alguns
estudos relataram o papel de mecanismos citotoxicos no desenvolvimento das

manifestagdes clinicas mais graves (REIS er al., 1993).
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1.3. Imunossupressio na Doenca de Chagas

1.3.1 Papel imunossupressor do NO:

Relata-se na literatura a importancia do NO como microbicida na doenga de Chagas.
Em contrapartida durante a infeccdo experimental, tem sido demonstrado que o NO
também induz imunossupressao (ABRAHAMSOHN; COFFMANN, 1996).

Na doenga de Chagas, os mecanismos pelos quais o NO exerce funcao
imunossupressora ainda nao foram totalmente esclarecidos, entretanto foi demonstrado que
o NO pode inibir a apresentacdo de antigenos por macréfagos regulando negativamente a
expressdo de moléculas MHC (SICHER et al., 1994). Outros estudos revelam que o NO
pode alterar o funcionamento de complexos enzimdticos no metabolismo celular, inibir a
duplicacdo de DNA, ou causar danos diretos no DNA sugerindo que o NO ndo sé pode
inibir a replicacdo, mas também pode induzir a morte celular (GRANGER; LEHNINGER,
1982).

Para confirmar o papel do IFN-y e NO na imunossupressdo, Goni e colaboradores
(2002), utilizaram camundongos knock-out em IFN-yR ou iNOS. Verificando que as
células esplénicas (SC) de camundongos nao infectados, também KO, proliferaram
exatamente como as células dos controles, que eram das linhagens Sv129 e C57BL/6
respectivamente, em resposta a Concavalina A (Con-A). Entretanto, a resposta de SC dos
animais KO infectados a Con-A foi minimamente depreciada (cerca de 20 a 30% de
inibicdo) comparados com os controles. A producdo de NO foi grandemente diminuida em
SC ativados com Con-A nos animais KO iNOS. Em concordancia, a caréncia de produgao
significativa NO, L-NMMA ndo afetou a proliferacao pelas SC nestes animais infectados.
Chegaram a conclusdo de que os animais KO apresentaram uma alta parasitemia, porém
muito pouca imunossupressdo, afirmando que neste caso, a imunossupressio ndo foi
necessaria para o desenvolvimento do parasita, pois 0 mesmo pdde crescer melhor devido a
facilidade de os animais serem KO. Sendo assim, a imunossupressao nio seria necessaria

pelo parasita e sim, uma resposta excessiva do sistema imune, levando aos danos.

1.3.2 Papel imunossupressor da PGE,:

A PGE; tem sido importante por induzir imunossupressao juntamente com o NO; as

prostaglandinas tém inimeros efeitos cardiovasculares e inflamatérios (VANE; BOTTING,
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1992; MONCADA et al., 1991). A ciclooxigenase (COX) € a primeira enzima na producao
do 4cido araquidonico sendo convertido a Prostaglandina (PG), prostaciclina e tromboxane
A2 (VANE; BOTTING, 1990; SMITH; MARNETT, 1991).

As PGs sao pequenas moléculas lipidicas que regulam numerosos processos no
organismo, incluindo funcao renal, agregacio plaquetéria, liberacdo de neurotransmissores
e modulacdo da fung¢do imune (HARRIS er al., 2002). Existem duas isoformas de
ciclooxigenases: a COX-1, que € constitutiva; e a COX-2, que é induzida por mediadores
inflamatérios (VANE; BOTTING, 1992).

O Etoricoxib € um antiinflamatério ndo-hormonal inibidor da COX-2, lancado no
Reino Unido pelo laboratério Merck. Os inibidores da COX-2 atuam no tratamento de dor
cronica (principalmente de causa 6steo-articular), de dismenorréia primadria e da dor aguda,
por exemplo, como coadjuvante na analgesia pds-operatéria e em crises de gota. O
Etoricoxib € um antiinflamatério nao-hormonal bem absorvido por via oral e com alta
seletividade pela COX-2 nas doses usualmente prescritas. A inibi¢do da COX-2 por esta
medicacdo promete efeitos analgésicos e antiinflamatdrios potentes com riscos minimos
para o trato gastrointestinal. Segundo dados divulgados pela Merck, produziria inibi¢ao
dose dependente da COX-2 sem inibir a COX-1 em doses didrias superiores a 150 mg. O
etoricoxib ndo inibe a sintese géistrica de prostaglandinas e ndo tem efeitos sobre a funcao
plaquetdria. Contudo t€ém metabolismo hepatico e podem interferir com drogas que se
utilizam das mesmas vias metabdlicas. Apresentam efeitos colaterais comuns dos
antiinflamatérios que vao desde anafilaxia e alteracdes sanguineas a efeitos sobre a fungdo
renal dentre outros (RIENDEAU; PERCIVAL, 2001; IBRAHIM er al., 2002; AZOUBEL
et al., 2007; DAMOSA et al.,2008).

Virios trabalhos demonstram a acdo inibitéria da PGE, sobre a sintese de NO
(SOWA et al., 1994; HIROKAWA et al., 1994; PINGE FILHO et al., 1999). H4 na
literatura relatos que indicam que PGE, pode atuar diretamente nas células B para
aumentar a producdo de IgE e IgG1 induzida por IL-4. Os efeitos de PGE; nas células T
precisam ser também considerados, pois linfocinas de células T sdo criticas na mudanca de
isotipos. Os Th de camundongos t€m sido separados em subgrupos Th; e Th,, baseados na
sintese de IL-2 e IFN-y para Th; e IL-4 e IL-5 para o subgrupo Th, (MOSSMAN et al.,
1986).

A PGE,; ndo afeta somente o balanco de IL-2/ IL-4, mas também atuam quando

secretadas por macréfagos e outras células no inicio da resposta imune, e regulam
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negativamente IFN-y, que é importante para a regulacao positiva de moléculas MHC classe
II e para a mudanca de isotipo de Ig para IgG2a (WALKER ez al., 1983), mas ndo a sintese
de IL-4. Desta forma, a secrecdo de PGE, favoreceria uma resposta do tipo Th;, levando
também a producdo de IgG1 e IgE por células B (PHIPPS er al., 1991; ROPPER; PHIPPS,
1994).

Experimentos realizados in vitro e também na fase aguda da doenca de Chagas
demonstraram que PGE; induz imunossupressdo por interferir no processo de apresentacao
de antigeno inibindo a expressdo de moléculas MHC classe I, inibir a produgdo de IL-2 e
reduzir a ativacdo mediada pelo receptor de IL-2 em linfécitos T, além de reduzir a
secrecdo de IFN-y e a linfoproliferacaio (MICHELIN; SILVA;CUNHA, 2005; 2002). As
PGs sdo também capazes de induzir mudanca de classe de Ig em linfécitos B, levando
preferencialmente a producao de IgE e IgG1 e de inibir a resposta do tipo Th;, atuando
sobre Thy, para a expressdo de citocinas com padrao Th, (SILVA et al., 1995; GOLDEN;
TARLETON, 1991; HARRIS et al., 2002).

1.4 Aspectos morfologicos

Aproximadamente 90% dos pacientes sobrevivem a fase aguda. A forma anatomo-
clinica da doenca sdo dadas pela intensidade da parasitemia e da resposta inflamatdria
(ABEL; KALIL; CUNHA-NETO, 1997; MANOEL-CAETANO; SILVA, 2007).

Pacientes acometidos pela Doenca de Chagas apresentando miocardite apresentam
macroscopicamente aumento da drea cardiaca com uma distensdo e congestdo do saco
pericardico com maior quantidade de liquido claro e transparente, resultando da intensa
inflamacdo que acomete os trés folhetos cardiacos, principalmente o miocédrdio. O
epicardio pode apresentar espessamento brancacentos, nodulares, ao longo dos ramos
coronarianos, caracterizando uma pericardite produtiva. Esta lesdo pericardite € mais
comum na fase cronica, podendo acontecer na fase aguda. Geralmente o endocérdio tem
aspecto normal e, raramente, pode ocorrer trombose intracavitaria. (ANEZ, et al., 1999;
ANDRADE, et al., 2002; BENVENUTI; GUTIERREZ, 2007).

Na microscopia, a lesdo inflamatéria acomete os trés folhetos cardiacos
simultaneamente, com uma verdadeira pancardite. Nao ocorrem apenas a congestdo e o
edema, mas verifica-se predominio de intenso infiltrado de mononucleares (macréfagos,
linfécitos, linfobrastos e plasmdcitos) e quantidade varidvel de mastdcitos e granuldcitos,

inclusive eosindfilos. O infiltrado penetra no endomissio, sobrepondo ao longo dele ou
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formando acumulos, mascarando as fibrocélulas, dissociando-as e separando-as dos
capilares, estendendo-se ao perimisio e a adventicia dos vasos. Na fase aguda ha um
parasitismo intenso principalmente nas células musculares, visualizando os ninhos de
amastigotas. Podendo parasitar outras células como macréfagos subepicardicos e
intramusculares, as células de Schwann dos ginglios e outras, porém ndo se encontram
ninhos tipicos, visualizando no maximo alguns parasitas (ANEZ et al., 1999; LOPES, et al,
2006; BILATE; CUNHA-NETO, 2008).

Principalmente nas células musculares cardiacas € que se cumpre o ciclo do
parasita, onde se inicia a inflamacdo caracteristicamente intrafascicular. Aparecendo a
reacdo inflamatdria somente em torno das fibras parasitadas rotas, as miocélulas
parasitadas em geral ndo degeneram, sendo destruida somente uma parte. Ao se romperem
as formas amastigotas e os demais elementos caem no intersticio, desencadeando o
processo inflamatério (ANDRADE, 1996).

As fibras musculares ndo parasitadas mostram vdrias lesdes, desorganizacdo e
destruicao dos sarcomeros, lise ou dissocia¢do das microfibrilas. Ocorre ainda hipotrofia e
necrose com esfacelo de grande nimero de fibras. Apesar da gravidade do processo
inflamatério e dos fendmenos destrutivos que o acompanham, a fibrose ndo existe ou é
discreta durante a fase aguda (ANEZ, et al., 1999; ANDRADE, et al., 2002).

Observa-se uma epicardite aguda varidvel, ora focal, ora difusa, atingindo
especialmente o tecido gorduroso e as estruturas nervosas, podendo acarretar ganglionite,
periganglionite e neurite agudas. Também o endocérdio parietal mostra discreta inflamacao
aguda, focal ou difusa. Os linfonodos intrapericéardicos, situados entre a aorta € o tronco
pulmonar mostram quadro de deplecdo linfocitica, porém ndo hd relatos de parasitismo
(ANEZ, et al.,1999).

A cardiopatia chagdsica cronica, cujo substrato morfolégico € uma inflamagao
crOnica progressiva e fibrosante, pode ser assintomdtica ou apresentar-se como uma
sindrome congestiva e/ou alteragdes do ritmo cardiaco e da conducdo do estimulo elétrico.

Macroscopicamente o epicardio quase sempre apresenta espessamentos
brancacentos, sob a forma de placas, faixas ou estrias, apresentando pequenos nddulos
disseminados na superficie atrioventricular ou ao longo dos ramos corondrios.
Microscopicamente o quadro histolégico geral ¢ uma inflamacdo cronica fibrosante do
tecido gorduroso subepicardico. Além dos espessamentos, pode apresentar epicardite

fibriNOSa. Uma miocardite cronica fibrosante que se mantém em atividade pela eclosdo
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de repetidos focos inflamatdrios, os quais confluem, confere a lesdo um aspecto zonal ou
difuso. Os focos inflamatérios predominando intrafasciculares ou endomissiais, estendem-
se geralmente ao conjuntivo interfascicular ou a adventicia dos vasos de pequeno e médio
calibre (ANDRADE, 1996; ANDRADE et al.,2006; MANOEL-CAETANO; SILVA, 2007;
BILATE; CUNHA-NETO, 2008).

Os processos degenerativos variam de intensidade nas diversas dreas miocardicas.
Atingem fibras contidas nos focos inflamatérios ou encerradas nas areas de fibrose. Em
fase mais avancadas do processo, grupos de miofibrilas desaparecem em meio ao infiltrado
celular, e restos celulares sdo observados no interior dos macréfagos. Em outras dreas,
focos inflamatérios sdao menos destrutivos, o infiltrado diminui ou desaparece,
permanecendo integra a estrutura do sarcolema e do endomisio (ANDRADE, 1999).

Com a diminui¢@o ou desaparecimento do infiltrado surge neoformag¢ao conjuntiva
a partir do endomisio, a qual substitui as fibras cardiacas destruidas. Associado a esta,
ocorre colapso da trama reticular miocardica. O coldgeno neoformado afasta e circunda as
demais fibrocélulas que se atrofiam e desaparecem. Nas zonas de fibrose, o coldgeno é dos
tipos I e IIl. A fibrose pode atingir e envolver o perimisio e unir-se a fibras de outros
fasciculos adjacentes, que se tornam ndo s interrompidos, mas também fixados uns aos

outros pelo conjuntivo esclerético neoformado (ANDRADE, 1999; LOPES, et al, 2006).

1.5 Justificativa:

Revisando a literatura, nos deparamos com uma escassez de estudos focados na
pesquisa do Trypanosoma cruzi na fase aguda entre machos e fémeas.

Tendo em vista, ainda, os dados controversos apresentados na literatura em
relacdo a predominancia das células inflamatorias, como sendo causa ou conseqiiéncia da
destruicao tecidual e por ndao haver estudos comparando o infiltrado inflamatdrio, fibrose e
o0 parasitismo na miocardite aguda, nos propusemos a realizar este estudo.

Nosso intuito foi pesquisar diretamente o parasita nos tecido cardiaco, a fim de
averiguar se a intensidade do parasitismo era diferente entre machos e fémeas. Além disso,
realizamos estudo semiquantitativo e qualitativo do infiltrado inflamatério, com a
finalidade de verificar se ha semelhanca no padrao inflamatério nos casos com e sem

parasitismo evidente no 6rgao.



27

2. OBJETIVOS:

e Geral:
Comparar o infiltrado inflamatério, dosagem de Oxido Nitrico e parasitismo entre

camundongos BALB/C machos e fémeas infectados com 7. cruzi na fase aguda.
e Especificos:
Avaliar a presenca de 7. cruzi no miocardio de camundongos machos e fémeas.

Comparar o parasitismo no tecido cardiaco entre camundongos machos ou fémeas.

Analisar se a intensidade do processo inflamatério tem relacdo com o parasitismo.

b=

Verificar se, do ponto de vista quantitativo o infiltrado inflamatério é semelhante nos

camundongos de ambos 0s sexos.

5. Avaliar se animais tratados com droga inibora da COX-2 tém diferenca no infiltrado
inflamatério, dosagem de NO e parasitismo.

6. Comparar se em animais tratados com droga inibidora da COX-2 h4 diferenca entre os

SEXO0S.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Infeccdo e tratamento dos animais

Foram utilizados 24 camundongos da linhagem BALB/C, sendo 12 machos e 12
fémeas, jovens, com idade aproximada de doze semanas, pesando entre 20 e 30g, mantidos
em 6 grupos. Os animais foram mantidos no biotério da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro, com renovacgdo constante do ar, a temperatura de 20 a 26 °C, alimentacdo baseada
em racdo comercial de composi¢do conhecida e com livre acesso a dgua.

Para produzir a infeccdo chagdasica, foi utilizada a cepa “Y”, utilizando
tripomastigotas sanguineas provenientes de camundongos Swiss infectados, obtidos por
sangria do plexo venoso oftdlmico (WAYNFORTH; FLECKENLL, 1992) em citrato de
s6dio a 3,8%. O indculo foi ajustado para a concentracdo de 3x10? tripomastigotas
sangiiinea administrado por via intraperitoneal.

Os animais foram divididos em 6 grupos, sendo 3 machos e 3 fémeas, cada grupo
contendo 4 animais. E apenas 4 grupos foram infectados. Posteriormente, forma tratados
conforme protocolo descrito abaixo (tabela 1). Como grupo-controle foram utilizados
animais nao-infectados da mesma linhagem, sexo, idade e peso.

Logo apds a infeccdo, os animais foram tratados com PBS (Phosphate buffered

saline, pH 7,4) e Etoricoxib, diariamente por via subcutanea.

Tabela 1 — Esquema de tratamento dos animais infectados ou nao-infectados.

Grupo Infeccao Tratamento
1 — Controle Macho (-) PBS
2 - Controle Fémea (-) PBS
3 - Infectado sem tratamento (+) PBS
Macho
4 - Infectado sem tratamento (+) PBS
Fémea
5 - Infectado com tratamento (+) Etoricoxib
Macho 0,6 mg/Kg por dia
6- Infectado com tratamento (+) Etoricoxib

Fémea 0,6 mg/Kg por dia
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3.2 — Parasitemia

A parasitemia dos grupos experimentais infectados com cepa Y do Trypanosoma
cruzi foi determinada utilizando 5 pl de sangue de veia caudal de cada animal (MELO;
BRENER, 1978), a partir do 5° dia apds a infeccdo até o 19°, fazendo uso de microscopio
de luz comum, para contagem em 50 campos consecutivos da lamina.

Ap6s uma infecgdo de 21 dias, foi realizada a eutandsia e os animais tiveram seus
coragdes coletados, para andlise morfométrica para determinagdo do infiltrado
inflamatdrio, quantificacdo nos ninhos de amastigotas e avaliacdo da fibrose, bem como o
baco e o lavado peritoneal para determina¢do do NO. Durante o dia os animais foram

supervisionados para a verificagao de eventuais mortalidades.

3.3 — Estudo anatomopatolégico:

Os animais no 21° dia foram eutanasiados, submetidos a ectoscopia e a incisao
mento-pubiana com subseqiiente abertura das cavidades tordcica e abdominal. Em
seguidas, tiveram retirados os coracdes, que foram seccionados transversalmente ao eixo
maior tomando como referencia a base do ventriculo. Para o processamento, foram fixados
em formaldeido tamponado a 10%, apds terem sido lavados em soro fisiologico. Depois de
um periodo minimo de fixac@o por 8 horas, todo o material foi desidratado, diafanizado e
incluido em parafina, para o estudo histopatolégico (PROPHET et al., 1992).

Para o estudo microscopico, os blocos de parafina foram submetidos a microtomia,
obtendo-se cortes seriados com 5 um de confeccionadas 4 laminas.

Das quatro laminas de cada bloco, contendo cada duas sec¢des do material, foram
realizados métodos de coloracao especifica, ficando uma lamina de reserva.

Uma seccdo de cada bloco dos coracdes foi corada com hematoxilina-eosina
(PROPHET et al., 1992) para avaliar o infiltrado inflamatério. (JUNQUEIRA;
BIGNOLAS; BRENTANI, 1979). Apés a coloragdo, as laminas foram montadas com

laminulas utilizando entelan.

3.3.1 — Infiltrado Inflamatoério

Para andlise qualitativa do infiltrado, foi definido grau de miocardite, sendo
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utilizados os dois cortes histolégicos de cada lamina corados segundo a técnica de HE. A
miocardite foi caracterizada por infiltrado celular dos miocardidcitos. Com base na
intensidade do exsudato, foi classificada em leve (raros e pequenos focos), moderada
(focos esparsos de tamanho médio) e intensa (focos freqiientes e extensos) e auséncia de
inflamacdo quando ndo apresentava células do infiltrado inflamatério ou miocardite.

A contagem do infiltrado inflamatério foi feita nos cortes corados por
Hematoxilina-Eosina, utilizando um microscopio de luz, acoplado a uma camera de video
que enviava a imagem para um monitor de alta resolucdo. A imagem obtida no monitor era
integrada a um cursor, conectada a um sistema analisador de imagens. A contagem era feita
manualmente, padronizando-se, porém, desta forma a drea que estava sendo analisada. Foi
realizada a contagem do infiltrado inflamatério em 30 campos seqiienciais microscopico de
luz comum, com ocular de 10x e objetiva de 40x (aumento de 400x), perfazendo uma area
de 19 mm’.

Apo6s a andlise qualitativa e quantitativa foram identificados como auséncia de
inflamacdo os casos em que nao se verificou presenca de células do infiltrado inflamatério
ou miocardite. E quando apresentou células inflamatérias no parénquima cardiaco,
utilizando um microscépio de luz acoplado a uma camera de video, capturava a imagem
com o programa Nis Elements, que era projetada no monitor através de um processamento
com placa de captura. Utilizando uma objetiva de 40x com aumento final de 400x, a
contagem do infiltrado inflamatério foi feita com o uso do software Image J v. 1.32
(Wayne Rasbande National Institutes of Health, USA).

Este procedimento compreendeu os seguintes passos: File — Open, selecionou-se a
imagem a ser analisada — Pluggins — Particle Counting. A seguir clicou-se em grid e
selecionaram-se as seguintes opcdes: Grid Type (Crosses); AREA per point (3000 pixels®);
Line Width (2 pixels); ok. No campo foram distribuidas 108 cruzes sobre a imagem a ser
analisada. Clicou-se em Pluggins, selecionou-se Particle Counting — Cell Counter,
iniciando-se a contagem das células que coincidiram com as cruzes. O niimero de infiltrado
era anotado em cada campo e, ao final, obtinha-se a soma total do nimero em 30 campos.

O resultado foi expresso em porcentagem de leucéceitos por campo (% leucdcitos/campo).

3.4 — Obtencao, cultura das células e coleta dos sobrenadantes e posterior dosagem do NO

Os animais dos grupos experimentais no 21° dia de infec¢ao sofreram eutandsia.
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Foi realizado lavado peritoneal com RPMI incompleto e apds recolhido o lavado. Foi
removida uma por¢do do bago para coleta de células esplénicas também para cultura
celular para, desta forma, determinar a concentracao de NO esplénico e peritoneal.

Ap6s a homogenizagdo e lavagem das células esplénicas e do lavado peritoneal por
centrifugacdo com RPMI 1640 completo, estes foram contados e suspensos em RPMI
completo.

Sendo distribuidas em placas de 48 orificios de fundo plano em uma concentragao
de 1x10%células/orificios em triplicada em um volume de 1,0 ml e estimuladas com LPS a
uma concentracdo de 10 pg/ml e um orificio permaneceu sem estimulo. Apos 24 horas de
incubagdo com o estimulo e a 37°C e 5 % de CO2, os sobrenadantes, obtidos foram

aliquotados e armazenados a 70°C para posteriores dosagens.

3.5 — Determinacao da concentracdo de 6xido nitrico

A producao de NO foi determinada pelo método colorimétrico baseado na reacdo de
Griess (GREEN; SCHAEFER, 1981). As amostras foram adicionados 0s mesmos volume
de reagentes de Griess, que continham NEED 0,1% e sulfanilamida 1% diluida em H3;PO4
5%. A reacdo foi lida em leitor de ELISA utilizando filtro de 540 nm. A curva padrdo
variou de 0,39 a 200 uM de nitrito de sddio.
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4. RESULTADOS

4.1 — Parasitemia

A partir do 5° dia apds infeccdo, até o 19° dia, foi realizada a parasitemia dos
diferentes grupos experimentais como descrito em Materiais e Métodos, e pudemos
observar que o pico de parasitemia ocorreu entre o 7° e 10° dias de infeccao.

O grupo experimental que recebeu PBS apresentou um pico de parasitemia maior
que os demais grupos experimentais tratados com Etoricoxib (inibidora da COX-2), o que
mostrou que o grupo experimental tratado apresentou uma maior reducao da parasitemia
comparativamente ao grupo tratado com PBS. Entretanto nao se observou diferenca entre
0s sexos, tanto camundongos machos como fémeas tiveram o mesmo comportamento.

No gréfico 1, podemos verificar os niveis de parasitemia dos grupos experimentais,

tratados ou ndo com inibidores da COX-2.

160

Parasitemia por T. cruzi em BALB/C
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Grafico 1: Parasitemia dos animais experimentais tratados ou ndo com Etoricoxib
(inibidora da COX-2) durante o 5° e 19° dias de infeccdo com 300 formas de Trypanosoma

cruzi.
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4.2 — Sobrevida dos grupos experimentais:

Sobrevida
120 4
100 A 3 o & a
[ 0! "
— \
[7/] v
o AN
2 \\ N
> N
@ 80 \ N
© i LA N
£ AY
= \
S \
o 60 - 3
o AY
o AY
E \
© \
] \
S 40 Ay
g \
\
s \
- ——————— °
20
0 ; ; ; ; ; .
52 dia 7¢ dia 92 dia 10° dia 15% dia 182 dia 212 dia
Tempo de Infec¢ao (dias)
e
|
|
|
|

| —e—Controle - M ——PBS-M —-& - Etoricoxib - M Controle - F —8&—PBS -F — -®— Etoricoxib - F :

Grifico 2: Curva de sobrevida dos camundongos BALB/c infectados tratados e ndo-
tratados com inibidor da ciclooxigenase (Etoricoxib) durante 21 dias apds a infeccdo com

300 formas da cepa Y do Trypanosoma cruzi.

Durante os 21 dias de infeccdo, ocorreram cinco mortes dentro dos grupos
experimentais, acontecendo uma morte no 10° dia de infec¢do no grupo macho infectado
tratado com PBS; uma, no grupo macho tratado com Etori no 18° dia, € 3 no grupo
experimental de fémeas tratado com Etori no periodo do 18° ao 20° dia de infec¢do. O

grafico 2 demonstra a curva de sobrevida durante o periodo de 21 dias de infeccao.

4.3 — Estudo histopatoldgico do parénquima cardiaco — Infiltrado Inflamatério

A avaliagdo preliminar global dos cortes corados pela técnica de Hematoxilina-
Eosina permitiu observar os infiltrados inflamatérios. No grupo-controle nao se identificou
infiltrado inflamatério; ja os grupos infectados apresentaram alta parasitemia tecidual, com
destruicao das fibras musculares, ninhos de amastigotas integros, como ninhos rotas, nos

quais podem-se visualizar os parasitas.
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4.3.1 — Avaliacao Qualitativa da presenca de Miocardite

Para andlise qualitativa do infiltrado foi definido grau de miocardite nas laminas
coradas com HE (como descrito na metodologia). A miocardite foi caracterizada por
infiltrado celular dos miocardidcitos. Com base na intensidade do exsudato, foi classificada
em leve (raros e pequenos focos), moderada (focos esparsos de tamanho médio) e intensa
(focos freqiientes e extensos) e auséncia de inflamacdo quando nao apresentava células do

infiltrado inflamatério ou miocardite. (Tabela 2 e figuras 1 ao 6)

Tabela 2 — Avaliacao Qualitativa da Miocardite nos grupos experimentais.

Grupo Infeccio Tratamento Classificacao Miocardite
1 — Controle Macho (-) PBS Auséncia
2 - Controle Fémea (-) PBS Auséncia
3 - Infectado sem tratamento (+) PBS Intensa
Macho
4 - Infectado sem tratamento (+) PBS Intensa
Fémea
5 - Infectado com tratamento (+) Etoricoxib Intensa
Macho
6- Infectado com tratamento (+) Etoricoxib Intensa
Fémea

Verificou-se grande infiltrado inflamatérios nos grupos infectados tratados ou nao
com inibidores da COX, porém qualitativamente ndo se pode afirmar qual teria mais
infiltrado, visto que ambos apresentavam miocardite € uma grande quantidade de
parasitemia tecidual.

Diante disso, houve a necessidade de quantificar o infiltrado inflamatério.



35

Figura 1 e 2 — Miocédrdio do grupo-controle Macho e Controle Fémea corado por

Hematoxilina-Eosina, objetiva com aumento de 200x.

Figura 3 e 4 — Miocérdio do grupo Infectado Tratado com PBS Macho e Fémea corado por

Hematoxilina-Eosina, objetiva com aumento de 200x.

Figura 5 e 6 — Miocdrdio do grupo Infectado Tratado com Etoricoxib Macho e Fémea

corado por Hematoxilina-Eosina, objetiva com aumento de 200x.
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A andlise do infiltrado inflamatério procedeu-se como descrito na Metodologia.
Através da tabela 3, podemos observar os diferentes valores encontrados da porcentagem
de leucdcitos por campo analisados para cada animal presente no estudo, além do grupo
experimental pertencente, expresso em mediana, minimo € maximo, uma vez que O0S

nossos dados apresentaram uma distribui¢do normal.

Tabela 3 — Valores médios do niimero de leucdcitos na miocardio, de acordo com os grupos

de estudos analisados em 30 campos (19 mmz)

Grupo Sexo % Leucocitos/Campo
Média Mediana Minimo Maximo
Controle 1 Macho 1,70 1,0 0 6
Controle 2 Macho 1,20 1,0 0 3
Controle 3 Macho 1,53 1,0 0 5
Controle 4 Macho 1,36 1,0 0 3
Controle 1 Fémea 2,00 1,0 0 6
Controle 2 Fémea 1,40 1,0 0 4
Controle 3 Fémea 1,40 1,0 0 6
Controle 4 Fémea 1,37 1,0 0 3
PBS 1 Macho 56,06 56,5 26 91
PBS 2 Macho 61,80 62,0 88 31
PBS 3 Macho 58,86 54,0 22 133
PBS 1 Fémea 62,60 56,5 24 136
PBS 2 Fémea 85,70 79,0 38 162
PBS 3 Fémea 70,63 66,5 30 141
PBS 4 Fémea 77,40 76,5 42 138
Etoricoxib 1 Macho 28,76 26,5 9 60
Etoricoxib 2 Macho 41,83 39,5 23 86
Etoricoxib 3 Macho 45,43 43.0 17 83
Etoricoxib 1 Fémea 54,16 46,5 19 103

Através desta tabela 3, é possivel perceber que os animais pertencentes ao controle
(sem infec¢do), apresentaram uma quantidade inferior de leucécitos em relacdo aos demais

grupos experimentais, ndo apresentando infiltrado. O grupo de fémea 2 infectada tratada
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com PBS foi o que apresentou o maior percentual de leucdcitos por campo neste estudo.

Também podemos observar que os grupos infectados tratados com PBS apresentaram

maior nimero de infiltrados por campo comparado com o grupo utilizando Etoricoxib, sem

significancia estatistica, descrito na tabela 3 e 4 e no grafico 3.

Tabela 4 — Porcentagem de leucdcitos por campo nos diferentes grupos experimentais.

Grupo Sexo Amostra % Leucdcitos/Campo
Mediana Minimo Miximo

Controle Macho 4 1,44 1,2 1,7

Controle Fémea 4 14 1,37 2,0
PBS Macho 3 58,86 56,06 61,80
PBS Fémea 4 74,01 62,6 85,7
Etori Macho 3 41,83 28,76 45,43
Etori Fémea 1 54,6 54,6 54,6

Como se observa no gréfico 3, houve diferenca entre os grupos controle Macho

com camundongos infectados Fémea e o grupo-controle fémea com grupo infectado

tratado com PBS fémea, entretanto, ndo houve diferenca significante entre os grupos nao

infectados com os tratados com PBS ou Etori nos demais grupos.
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Quantificacao do Infiltrado Inflamatério

% Leucacitos por campo
=y
o
[

304
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Controle PBS Etori Controle PBS Etori
Machos Fémeas

Grupos Experimentais
Grifico 3: Comparacdo da porcentagem de leucécitos por campo entre os diferentes

grupos experimentais durante 21 dias de infeccdo com 300 formas de Trypanosoma cruzi,

cepa Y.

4.4 Dosagem de Oxido Nitrico

*%

Concentracao de NO (uM)

Conirole PBS Et:)ri Controle PéS

Machos Fémeas

Grupos Experimentais

Grifico 4: Niveis de 6xido nitrico em cultura de macréfagos peritoneais dos camundongos
BALB/c macho e fémea infectados com 300 formas de Trypanosoma cruzi. Sem estimulo

com LPS
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Griafico 5: Niveis de 6xido nitrico em cultura de macréfagos peritoneais dos camundongos
BALB/c macho e fémea infectados com 300 formas de Trypanosoma cruzi estimulado com
LPS

Analisando as dosagens de 6xido nitrico em cultura de macréfagos peritoneais dos
camundongos, observa-se que nao houve diferenca entre os controles machos e fémeas,
mas ap0s a infeccdo, os camundongos machos produziram maiores concentracdes de NO
principalmente quando tratados com Etori, diferente dos camundongos fémeas em que ndo
houve produgdo de NO ap6s a infec¢do, mas quando estimulados com LPS o grupo tratado
com Etori respondeu tanto em machos como em fémeas.

Em relacdo as culturas de células esplénicas em relagdo ao NO (Gréficos 6 e 7),
verifica-se que ndao houve diferenca na producdo quando comparados os grupos controles
com os infectados, como também ndo houve diferengca entre camundongos machos e

fémeas. E mesmo apds o estimulo com LPS nao obteve diferengas entre os grupos.
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Griafico 6: Niveis de 6xido nitrico em cultura de células esplénicas dos camundongos

BALB/c macho e fémea infectados com 300 formas de Trypanosoma cruzi. Sem estimulo

com LPS
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Grafico 7: Niveis de 6xido nitrico em cultura de células esplénicas dos camundongos

BALB/c macho e fémea infectados com 300 formas de Trypanosoma cruzi estimulada com

LPS
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5. DISCUSSAO

O presente estudo procurou comparar a parasitemia, a dosagem de 6xido nitrico e o
infiltrado inflamatério entre camundongos machos e fémeas durante a fase aguda da
Doenca de Chagas em camundongos infectados com a cepa Y do Trypanosoma cruzi,
utilizando um inibidor da COX-2.

O sistema imune utiliza mecanismos essenciais para o controle da replicacao
parasitdria, bem como a resisténcia do hospedeiro a infec¢do durante os primeiros dias
ap6s o inéculo com T. cruzi, sendo que a indu¢d@o ou inibi¢do da producdo de certas
citocinas tem um papel importante na patologia desta doenca (ALCAIDE; FRESNO, 2004;
ANTUNEZ; CARDONI, 2000; COSTA et al.,2006).

Muitos trabalhos experimentais buscam elucidar o papel do sistema imune na
doenca de Chagas observando-se a parasitemia e a curva de sobrevida (SILVA et al., 1995;
HOLSHER et al., 1998; MARTINS et al., 1998; ABRAHAMSOHN; SILVA; COFFMAN,
2000; ANTUNEZ; CARDONI, 2000; GONI; ALCAIDE; FRESNO, 2002; TARLETON,
2004; ARANTES et al., 2004; COSTA et al., 2006; ALMEIDA-LEITE et al., 2007).

Neste estudo, os dados da parasitemia e da curva de sobrevida dos camundongos
dos grupos experimentais infectados tanto machos quanto fémeas, tratados ou nao com
Etoricox, estdo de acordo com a literatura, demonstrando que ha menor parasitemia no
grupo tratado com Etoricoxib, em relacdo ao grupo infectado com PBS. Estes dados estao
de acordo com estudos realizados por Abdalla e colaboradores (2007).

Os animais que receberam a droga inibidora da COX-2 apresentaram um pico de
parasitemia menor, ndo observando diferenca em relagdo ao sexo. Dessa forma, acredita-se
que o Etoricoxib possa ter atuado sobre o sistema imune, inibindo a sintese de PGE, e
favorecendo uma resposta imune de padrdo Th;, como ocorre em outros trabalhos
encontrados na literatura. (REIS, et al., 1997, LIMA, et al, 2001; TEIXEIRA;
GAZZINELLI; SILVA, 2002; UNE; ANDERSON; ORN, 2003)

H4 estudos que apresentam o balango da resposta imune de acordo com o padrao
Th; e Thy, como trabalho realizado por Antinez e Cardoni (2000, 2001) no qual
empregando diferentes linhagens de camundongos, demonstram que os niveis de parasita
diminuiram quando comparados ao aumento da producdo de citocinas do padrao Thy,
demonstrando esse padrao estar diretamente relacionada a resisténcia a infeccao.

Com a finalidade de poder comprovar ou ndo a participagdo de determinada
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citocina na resposta imune ao parasita € na inducdo de células e/ou citocinas, tem-se
empregado camundongos KO para determinada citocina, como no estudo de Une,
Anderson e Orn (2003) que utilizaram camundongos C57B1/6 KO para IL-12 e para o
receptor do IFNa/B. Observaram que a parasitemia dos animais KO foi muito maior que
nos animais selvagens, demonstrando a importancia destas citocinas na infeccdo chagasica,
pois nos camundongos KO houve auséncia de células T como produ¢do diminuida de NO.
Hohler e colaboradores (1998) demonstraram a importancia do IFN-y e iNOS.
Camundongos KO apresentavam maior susceptibilidade, com aumento da parasitemia e
morte precoce dos animais, concluindo o quanto o IFN-y e NO sdo cruciais para a
atividade tripanomicida dos macréfagos e sobrevivéncia dos camundongos na fase aguda
da doenga de Chagas (COSTA et al., 2006).

Martins e colaboradores (1999) verificaram o papel do IFN-y na inducdo de
apoptose e protecdo do hospedeiro durante a infeccdo aguda pelo Trypanosoma cruzi.
Constataram que camundongos KO para IFN-y tinham um pico de parasitemia maior que
os animais do grupo-controle, e morte precoce. Soares e colaboradores (2001), utilizando
camundongos BALB/c KO para IL-4, observaram que estes apresentaram um pico de
parasitemia menor que os selvagens, demonstrando que o papel das citocinas do padrdo
Th, poderiam atuar regulando o padrio da resposta Th;, que poderia ocasionar, em maiores
propor¢oes, uma lesdo tecidual, mas também protecdo ao parasita.

O pico de parasitemia ocorreu entre o 7° e 10° dias de infec¢do, em concordancia
com os achados da literatura (MARTINS et al., 1999; ALIBERTI et al., 2001). No entanto,
ha trabalhos nos quais os picos de parasitemia acabaram sendo mais tardios (SAEFTEL;
FLEISCHER; HOERAUF, 2001; TALVANI et al., 2000), possivelmente, pelo fato de a
linhagem de camundongos ser diferente e também, a quantidade de in6culo administrado e
o tipo de cepa ndo serem 0s mesmos.

A taxa de mortalidade foi de 20,8%, dados similares com a literatura na qual
verificamos que ha perda de pelo menos 20% do total dos animais em cada experimento na
fase aguda da doencga, mesmo utilizando inéculos iguais ou diferentes do nosso (SILVA et
al., 1995; HOLSCHER et al., 1998; MARTINS et al., 1999; TALVANI et al., 2000; UNE;
ANDERSON; ORN, 2003; ARANTES, 2004). A sobrevida estd relacionada ao tipo de
cepa do Trypanosoma cruzi utilizada em cada experimento (DEVERA et al., 2002;
ANDRADE et al., 1985), sendo a cepa Y uma cepa menos virulenta quando comparadas as

cepas Colombiana e Tulahen. E, além disso, quanto a linhagem de camundongos utilizados
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(ANDRADE et al., 1985), animais KO s@o mais susceptiveis quando comparados aos
selvagens. Neste estudo foram utilizados animais BALB/C, que sdo susceptiveis a
infecgdo.

Tanto na drea de imunologia como na morfologia, a miocardite chagasica
experimental tem sido alvo de grandes estudos (ANDRADE et al., 1985; ANDRADE,
1997; HOLSCHER et al., 1998; HIGUCHI, 1999; DOS SANTOS et al., 2001; GIRONES
et al., 2001; SOARES et al., 2001. CHANDRA et al., 2002; HIGUCHI et al., 2003;
PUNUKOLLU; GOWDA; KHAN, 2004; ANDRADE et al, 2006; MANOEL-
CAETANO; SILVA, 2007, BENEVENUTE; GUTIERREZ, 2007; BILATE; CUNHA-
NETO, 2008). Grandes investigacoes tém enfocado a caracterizacdo do infiltrado
inflamatdério, o papel das citocinas e mediadores inflamatérios tanto em modelos humanos
como em experimentais (GORELIK et al., 1992; REIS et al., 1997; TARLETON;ZHANG,
1999; TALVANI et al., 2000; ABEL et al., 2001; ALIBERTI et al., 2001, GOMES et al.,
2003; TALERTON, 2003; NUNES et al., 2004).

Neste estudo observamos a presenca de infiltrado inflamatério no parénquima
cardiaco dos camundongos machos e fémeas infectados com a cepa Y, classificando a
miocardite de forma qualitativa, constatando que independente do grupo infectado tratado
ou nao e do sexo, todos tinham uma evidente miocardite, havendo necessidade de
quantificar o infiltrado para comparagdo entre os grupos.

Os animais que receberam o tratamento com Etoricoxib apresentaram uma
quantidade de infiltrado inflamatério significativamente menor comparado ao grupo que
recebeu PBS. Essa observacdo foi confirmada tanto em camundongos machos como em
fémeas. Comparando os sexos, o grupo experimental feminino apresentou um aumento do
infiltrado inflamatério tanto no PBS como nos tratados com Etoricoxib maior que nos
grupos experimentais machos.

A provavel explicagdo para o influxo de células mononucleares, principalmente
macréfagos para o parénquima cardiaco durante a infec¢do experimental de fase aguda por
Trypanosoma cruzi relatado na literatura, deve-se particularmente ao IFN-y secretado por
linfécitos ou por células NK, que ativam a atividade parasiticida destes macréfagos,
através de um mecanismo dependente de NO ou mesmo por produtos parasitirios (MELO;
MACHADO, 2001). Contudo, ha relatos de que possa ocorrer também ac¢do de moléculas
de adesdo expressas por células endoteliais cardiacas e quimiocinas (SANTOS et al., 2001)

e também a agdo de citocinas, como IL-12, responsavel pela estimulagdo de IFN-y (DA
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SILVA; ABRAHAMSOHN, 2001).

Andrade e colaboradores (1985) avaliaram o comportamento de diferentes cepas do
T. cruzi na infeccdo de diferentes linhagens, podendo observar que todos os grupos que
continham animais mais susceptiveis apresentavam uma quantidade de infiltrado celular no
tecido cardiaco maior e composto em sua maioria por células mononucleares.

Marinho e colaboradores (1999) observaram o parasitismo tecidual em fémeas de
camundongos A/J infectados com a cepa Y, observando que a quantidade de indculo
utilizado determinou o grau de miocardite naqueles animais e ainda puderam observar o
predominio de células do infiltrado inflamatério como sendo de células mononucleares,
colaborando para veracidade de nossos dados durante este estudo.

H4 estudos que, além de caracterizarem morfologicamente as células do infiltrado
inflamatério no tecido cardiaco de animais infectados por 7. cruzi, também fizeram a
diferenciacdo destas células. Talvani e colaboradores (2000) afirmaram em seus estudos
que o dominio de células mononucleares era de linfécitos T CD4+ durante a fase inicial da
doenca. Sendo que, apés o 42° dia de infec¢do, o predominio foi de linfécitos T CD8+,
sendo estes dados também encontrados por Dos Santos e colaboradores (2001).

Esses dados sdo importantes, pois de acordo com o estudo de Reis e colaboradores
(1997), apresentaram uma correlacao positiva entre células T CD8+ e a sintese de citocinas
do padrao Th;, o que poderia explicar os maiores danos em pacientes cardiacos, do que
naqueles na forma indeterminada da doenca. Porém a recuperacdo da resposta imune de
padrao Th; favoreceria a diminuicao do infiltrado inflamatério nos animais de nosso estudo
que receberam Etoricoxib, assim como o fato de estar relacionada com o controle do
parasitismo tecidual (SOARES et al., 2001; HIGUCHI et al., 2003).

Como ocorre em outras infeccdes por microorganismos patogénicos intracelulares,
a infeccdo pelo 7. cruzi mobiliza mecanismos de imunoprotecio (BENEVENUTI;
GUTIERREZ, 2007; BILATE; CUNHA-NETO, 2008). A inflamag¢@o no presente estudo
foi encontrada em 100% dos casos, sendo que, na fase aguda, detectou-se um predominio
de polimorfonucleares, Em modelo experimental, estudos revelam um papel preponderante
para linfécitos CD4+, tanto na imunidade como na patogenia (DOS SANTOS et al, 2001).
A caracterizacdo do infiltrado inflamatério da miocardite chagésica cronica humana pode
oferecer informacgdes relevantes para o esclarecimento da patogénese terapéutica e
prognédstico da doenca de Chagas. Estudos mostram que este infiltrado inflamatério é

constituido predominantemente de linfécitos e macréfagos, ao lado de menor nimero de
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eosinoéfilos, plasmdcitos, neutréfilos e mastocitos (ANDRADE, 1958; LOPES et al., 2006).

Na doenca de Chagas, sabe-se que o fator lesivo inicial é o parasitismo de
miocardidcitos pelo 7. cruzi. Em nossos resultados, o nimero de ninhos de 7. cruzi no
tecido cardiaco nos animais infectados com a cepa Y foi observado com freqii€éncia nos
dois grupos infectados independente do tratamento, ndo sendo possivel compararmos
estatisticamente o fato em relacdo ao sexo.

Contribui com os dados encontrados, o trabalho de Andrade e colaboradores
(1997), que trataram camundongos swiss, infectados com quatro tipos diferentes de cepa
do Trypanosoma cruzi (Y, Peruvian, Colombiana e 21SF), com diferentes drogas
imunossupressoras, observando que os animais que receberam o tratamento, independente
da cepa utilizada, apresentaram maior parasitemia, infiltrado inflamatério no tecido
cardiaco e morte, que aqueles que ndo utilizaram aquelas drogas, sendo o mecanismo
proposto o de que estas drogas diminuiram a sintese de citocinas do padrao Th;, como IL-
1, IL-2, IL-12 e IFN-y.

Contrariando, Chandra e colaboradores (2002) verificaram que a quantidade de
infiltrado celular, bem como lesdo do tecido cardiaco em camundongos C57B1/6
deficientes para o gene NOS2 e infectados com a cepa Tulahuen, foi menor
comparativamente aos animais selvagens, o que, segundo eles, poderia ser causado por
uma expressdo aumentada do gene NOS2, induzindo citocinas pré-inflamatérias como II-
1B, TNF-a, IL-6 e IFN-y.

Estudo realizado por Gomes e colaboradores (2003) em pacientes na fase cronica
da doenca de Chagas na forma indeterminada e na forma cardiaca estabeleceu um balanco
entre as citocinas IL-10 e IFN-y, estando os niveis de IL-10 maiores em individuos na
forma indeterminada e IFN-y aumentados em individuos na forma cardiaca. Este trabalho
demonstrou que o IFN-y tanto pode ser benéfico por proteger o hospedeiro contra o
parasita, quanto pode contribuir para o agravamento dos danos cardiacos.

A fibrose representa um dos mais importantes achados que compromete a funcdo
contrétil cardiaca durante a fase cronica da infec¢do. Acredita-se que seu desenvolvimento
ocorra por substituicao do tecido lesado, cumprindo a fun¢ao de preenchimento. Na doenga
de Chagas, representa uma perda da massa contritil, além de contribuir para a
desorganizacao das miocélulas estando assim associado a insuficiéncia cardiaca congestiva
(LOPES; CHAPADEIRO, 1997).

Com a evolugdo da inflamagdo, células presentes no tecido conjuntivo, como
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fibroblasto, come¢cam a sintetizar coldgeno para substituir o tecido lesado, formando,
assim, a fibrose. A fase aguda da infeccdo € caracterizada por alguns autores por nao
apresentar fibrose, ou a mesma ser cicatricial (LOPES ef al, 1981). No nosso estudo, por
ter apenas 21 dias, ndo verificamos fibrose; apenas um intenso infiltrado inflamatdrio.
Acreditamos que a fibrose de substituicdo representaria uma seqiiela de miocardite.

O Trabalho de Abdalla e colaboradores (2007) avaliando o papel da PGE, nas
lesdes cardiacas durante a infeccdo pelo T. cruzi verificou que os animais do grupo
experimental infectado tratado com PBS apresentaram uma maior concentracdo de PGE,
que os animais que receberam tratamento. Estes animais também apresentaram maior
quantidade de infiltrado inflamatdrio, fibrose e parasitemia significativamente maiores, 0
que poderia ser explicado por estes animais apresentarem um estado de imunossupressao
conferido pela PGE,. Esta apareceria modulando a resposta imune destes animais,
diminuindo a sintese de citocinas de padrao Th; (BORGES et al, 1998; PINGE FILHO et
al, 1999), inibindo a capacidade de linfoproliferacdo, através da inibicdo de ciclinas
(SHENG et al, 1997) e também a sintese de IgM por linfécitos B. A PGE, porém,
favoreceria um aumento das citocinas de padrao Th,, que poderia levar a producdo de IgG1
e IgE por células B que ocasionaria um aumento das lesdes teciduais, jd que possibilitaria
um ambiente favordvel para o crescimento do parasita (PHIPPS ef al, 1991; ROPPER;
PHIPPS, 1994; CELENTANO et al, 1995).

Outros experimentos na fase aguda corroboram com este estudo ao demonstrarem
que PGE; produz imunossupressdo no processo de apresenta¢do de antigeno inibindo a
expressao de moléculas MHC classe 11, inibindo a producdo de IL-2 e reduzindo a ativacdo
mediada pelo receptor de IL-2 em linfécitos T, além de reduzir a secrecdo de IFN-y e a
linfoproliferacdo (CELENTANO, et al, 1995; ANDRADE, et al, 1997, BORGES, et al,
1998; GONI; ALCALAIDE; FRESNO, 2002). As PG sio também capazes de induzir
mudanca de classe Ig em linfécitos B, levando preferencialmente a producdo de IgE e
IgG1, e de inibir a resposta do tipo Th;, atuando sobre Thy, para expressdo de citocinas
com padrdo Th, (SILVA et al, 1995; GOLDEN; TARLETON, 1991; HARRIS et al, 2002).

No presente trabalho foi estudado o papel do Oxido Nitrico em macréfagos
peritoneais e esplénicos. O 6xido nitrico € um dos mecanismos de morte de parasitas, como
demonstrado em varios trabalhos (MILLAR; KAHN, 2000; CUMMINGS; TARLETON,
2004). Também ja tem sido descrito que a iNOS possui uma estreita relagdo com a COX-2

e que os produtos metabdlicos de ambas atuam em algumas citocinas, podendo controlar a
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resposta imune (AKARASEREENONT, et al, 1995; SAEFTEL; FLEISCHER;
HOERAUF, 2001). A andlise da concentragdo de 6xido nitrico nos sobrenadantes de
macréfagos peritoneais e esplénicos estimuladas com LPS obtidas de animais infectados
por T.cruzi revelou que, embora a producdo nao seja diferente do observado nos controles,
ela foi mais alta.

Avaliando a produg¢do de NO nos macréfagos peritoneais, nos animais que
receberam como tratamento PBS, a sintese de NO esta reduzida, estando de acordo com
varios trabalhos da literatura que demonstram a acao inibitéria da PGE2 sobre a sintese de
NO (SOWA; PRZEWLOCKI, 1994; HIROKAWA et al, 1994, PINGE FILHO;
TADOKORO; ABRAHAMSONH, 1999; ABDALLA et al, 2007).

Neste estudo, verificamos que nao houve diferenga significativa nas dosagens de
Oxido Nitrico em células esplénicas entre o grupo dos animais que recebeu tratamento com
as drogas inibidoras de COX-2 e o grupo que recebeu PBS. Entretanto varios trabalhos
empregam as células esplénicas para demonstrar a NO na infeccdo chagdsica
(HOLSCHER et al, 1998; MILLAR; KAHN, 2000; GONI; ALCAIDE; FRESNO, 2002;
CUMMINGS; TARLETON, 2004). Em outros estudos, a dosagem de NO foi realizada
utilizando-se lavado peritoneal (SAEFTEL; FLEISCHER; HOERAUF, 2001;
AKARASEREENONT et al, 1995; JACOBS et al, 1998) e ainda ha outros trabalhos que
realizaram em mais de um destes materiais (HOLSCHER ef al, 1998; CUMMINGS;
TARLETON, 2004; ABDALLA et al, 2007), demonstrando que pode haver diferenca entre
os valores encontrados. Esse fato aponta para a hipdtese de que a sintese de NO nos
animais que receberam tratamento com inibidor de COX-2 pode estar atuando de maneira
diferente dependendo do local analisado. O trabalho de Holscher e colaboradores (1998)
avaliou a concentragcdo de NO obtida de diversos locais e demonstrou como células
esplénicas, soro e lavado peritoneal eram diferentes, bem como dependentes também do
estimulo dado a estas células. E a cultura de células esplénicas apresentou a menor
dosagem ao comparar com as demais medidas em outros locais, corroborando com nosso
estudo, no qual obteve valor diminuido na cultura de células esplénicas comparadas com a
do lavado peritoneal.

Os animais tratados com Etoricoxib apresentaram um pico de parasitemia inferior e
maior dosagem de NO comparados com os animais que receberam PBS. Este fato
comprovado, baseado em dados da literatura, demonstra o papel do NO como

tripanomicida (HOLSCHER et al, 1998; SAEFTEL; FLEISCHER; HOERAUF, 2001).
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Porém outro trabalho apresentou o papel do NO na fase aguda da infec¢do chagdasica
experimental, demonstrando, apds ter utilizado inibidores da iNOS, que o NO teria papel
tripanomicida somente nos primeiros dias da infeccio (SAEFTEL; FLEISCHER;
HOERAUEF, 2001).

Ao compararmos a dosagem do NO em relacdo ao sexo, verificamos uma maior
concentracdo nos camundongos machos do que no grupo experimental das fémeas, o que
nos leva a acreditar que o estrégeno possa ter um papel inibidor na sintese de NO e que
seriam de fundamental importancia maiores estudos a fim de esclarecer determinada
hipétese.

Analisando a parasitemia dos animais infectados e tratados com etoricoxib,
observamos que ocorre uma diminui¢do significativa do nimero de parasitas que
correlaciona com o aumento da sobrevida nestes animais. Portanto, diante destes
resultados, podemos supor que existem outros mecanismos de controle da parasitemia,
independente da produgdo de NO,.

Acreditamos que os dados obtidos neste estudo estdo de acordo com os da
literatura, baseando-se principalmente no estudo de Holscher e colaboradores (1998),
assim, o NO estaria aumentado nos animais que receberam tratamento atuando de forma
decisiva na eliminacdo do parasita no sangue dos camundongos, favorecendo de maneira
conjunta com outras citocinas do padrao Thl, e em equilibrio com as do padrao Th;, na
diminui¢ao do infiltrado inflamatério e da fibrose no parénquima cardiaco, principalmente,
apo6s a diminuigdo da sintese de PGE, por inibi¢do da COX-2.

Os achados deste estudo permitem pensar que as droga inibidora da COX-2 possam
estar atuando favoravelmente na doenca de Chagas experimental na fase aguda, uma vez
que a parasitemia e miocardite apresentaram uma pequena reducdo nos animais que
receberam a droga. O que poderia estar ocorrendo seria uma melhora da resposta imune de
padrdo Th;, devido a diminui¢@o dos niveis de PGE,, favorecendo uma melhora da sintese
de NO pela iNOS, mas estes fatores atuando em equilibrio com a resposta imune padrao

Thy.
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6. CONCLUSAO

¢ Animais infectados e tratados com droga inibidora da Ciclooxigenase mostraram
uma redu¢do na parasitemia e no infiltrado inflamatério.

¢ Animais infectados e tratados com inibidor da COX-2 apresentaram altos niveis
de Oxido Nitrico no lavado peritoneal.

¢ Houve maior infiltrado inflamatério no grupo de animais infectados tratados com
PBS.

e Houve maior infiltrado inflamatorio nas fémeas, embora o tamanho da amostra de
infectados fémea ndo tenha sido suficiente para comprar.

e Oxido Nitrico tem um papel tripanomicida importante na prote¢io de lesdes
cardiacas.

® Ao empregarmos drogas inibidoras da COX-2, reduzem-se os niveis de PGE2.

Portanto, a inibicdo Prostaglandina confere uma melhor resposta imune de padrdo Thy,
favorecendo um aumento da sintese de NO pela iNOS, mas estes fatores atuando em

equilibrio com a resposta imune padrdo Thy.
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